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RÉSUMÉ

L’ARN polyrnérase II (ARN pol II) est l’enzyme qui catalyse la synthèse de tous les

ARN messagers (ARNm) cellulaires. Avec l’assistance des facteurs généraux de

transcription (FGTs) TFIIA, TFIIB, TFIID, TFIIE, TfIIF et TFIIH, l’ARN pol II

reconnaît et lie les promoteurs géniques, ouvre la double-hélice d’ADN dans la région du

site d’initiation +1, catalyse la polymérisation des rNTPs en utilisant l’un des brins

d’ADN comme matrice, et se déplace le long de l’unité génique en allongeant l’ARN en

synthèse. La compréhension du mécanisme catalytique de l’ARN p01 II a connu une

grande avancée suite à la publication de structures cristallographiques à haute résolution

de l’enzyme seule ou en élongation d’un ARNm sur une matrice d’ADN. Ces structures

ont permis de proposer des fonctions pour plusieurs éléments structuraux des sous-unités

catalytiques de l’enzyme, Rpbl et Rpb2. Notre laboratoire étudie la relation entre la

structure et la fonction des composantes de la machinerie transcriptionnelle au cours des

diverses étapes de la transcription. Afin de déterminer les rôles de certains éléments

structuraux dans le processus transcriptionnel, nous avons procédé à leur mutagénèse et à

la caractérisation des mutants obtenus à l’aide d’essais fonctionnels. Cette étude a permis

de déterminer que dans plusieurs cas, les mutations affectent le repliement de la sous-

unité catalytique et la rendent incapable de s’assembler et de former le complexe de

l’ARN pol II à 12 sous-unités. Par contre, parmi les mutants capables de s’assembler et

de former correctement le complexe de polymérase à 12 sous-unités, la plupart sont

bloqués aux étapes précoces du mécanisme de transcription. De plus, nous montrons que

la boucle switch 2 est impliquée dans la spécificité de l’ARN pol II à se lier à l’ADN dans

le complexe pré-transcriptionnel. Finalement, nous avons identifié un rôle pour la boucle

ztpper au niveau de l’ouverture de la bulle de transcription et de la séparation des brins

d’ADN en amont du site actif

Mots Clés : Transcription, ARNP II, facteurs généraux de transcription, complexe de

pré-initiation, TAP, protéomique
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ABSTRACT

RNA polymerase II (RNAP II) is the enzyme responsible for the synthesis of ail the

messenger RNA (mRNA) in the ceil. In conjunction with the generai transcription

factors (GTfs) TFIIA, TFIIB, TFIID, TFIIE, Tf11F and Tf11H, RNAP II recognizes and

binds to gene promoters, opens the DNA double-lieux at the initiation site +1, catalyzes

the polymerization of ribonucleotides using one of the DNA strands as a template, and

moves along the gene unit as the nascent mRNA is being eÏongated. The understanding

ofthe catalytic rnechanism ofRNAP II has greatly improved after the publication ofhigh

resolution crystal structures of a free enzyme or one that is elongating an mRNA on a

DNA template. These structures have suggested functions for rnany structural elements

of the catalytic subunits of the enzyme, Rpbl and Rpb2. Our laboratory studies the

relationship between the structure and the function of the components of the

transcriptional machinery during the various stages of the transcription reaction. In order

to determine the roles of some structural elements in the transcription process, we have

mutated them and characterized the resulting mutants in functional assays. This study

provided evidence that in many cases, mutations affect the folding of the catalytic

subunits and render them incapable of assembling into 12 subunit RNAP II complex.

However, among the mutants capable of assembly and formation of the RNAP II

complex, most show an early defect prior to transcription initiation. Furthermore, we

show that the Switch 2 loop is implicated in the binding specificity of the RNAP II for

DNA in the pre-initiation complex. Finally, we have identified a role for the zïper loop

in the opening of the transcription bubble and the separation of the DNA strands

upstream ofthe active site.

Key Words Transcription, RNA polymerase II, general transcription factors, pre

initiation complex, TAP-tag, proteomics
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Chapitre 1 . Introduction

L’ARN polymérase II (ARN pol II) est l’enzyme responsable de la transcription des

gènes codant pour les protéines dans les cellules eucaryotes. Les dernières évaluations

proposent que les cellules humaines contiennent 20 à 25 milles gènes. Certains de ces

gènes sont exprimés de façon constitutive, comme les gènes responsables des fonctions

métaboliques communes à toutes les cellules. D’autres ne sont exprimés que lorsque la

cellule entre dans une certaine voie de différenciation ou lorsqu’elle atteint son état de

différenciation terminal, tandis que certains sont exprimés en réponse aux conditions

environnantes de la cellule. Une régulation pointue de la transcription par l’ARN pol II

est donc un élément important pour la maturation et le développement cellulaire, et est

crucial pour la réponse aux stimuli et autres signaux externes. Plusieurs mécanismes

permettent aux cellules eucaryotes de réguler l’expression des gènes, soit en modulant le

niveau de transcription des gènes, en altérant le taux de maturation des chaînes d’ARNm

dans le noyau, en modifiant la stabilité ou le degré de dégradation des ARNrn, ou en

contrôlant l’efficacité avec laquelle les ribosomes traduisent les chaînes d’ARNm en

polypeptides.

1.1 Structure d’un gène de classe II

Les gènes de classe II codent pour les protéines et possèdent de façon générale, les

éléments suivants des exons (qui en majorité codent pour des séquences

polypeptidiques), des introns (régions internes enlevées de l’ARNm durant la

maturation), un site d’initiation de la transcription, un promoteur (le promoteur basal

situé dans les 50 paires de bases (pb) en amont du site d’initiation et un promoteur plus

élargi qui peut s’étendre à plus de 200 pb) et des régions régulatrices éloignées telles que

des «enhancers» et des «silencers ». Les gènes adjacents sont souvent séparés par une

région isolante, «insulator », qui prévient la propagation des signaux d’activation ou de

répression d’un gène à son entourage.



1.2 Promoteur et séquences régulatrices

Une portion importante de l’information régulant le niveau d’expression des gènes est

codée par le promoteur et les séquences régulatrices éloignées (Smale 1997, Butler 2002,

Hochheimer 2003). Le promoteur basal dirige l’initiation adéquate de la transcription et

possède typiquement une longueur de 50 nucléotides. Plusieurs sous-régions

fonctionnelles, nommées éléments du promoteur, sont caractéristiques. Cependant, ces

éléments ne sont pas présents universellement dans tous les promoteurs de base et la

plupart des promoteurs contiennent un ou plusieurs de ces éléments. Ces éléments

représentent des sites de liaisons pour des sous-unités de la machinerie transcriptionnelle

et servent à orienter de manière asymétrique la transcription unidirectionnelle à partir du

promoteur.

1.2.1 Les éléments du promoteur basal

Parmi les éléments du promoteur basal, on retrouve la boîte TATA, l’initiateur (Inr),

l’élément de réponse du facteur TFIIB (BRE) et l’élément en aval du promoteur (DPE)

(figure 1). La boîte TATA (Goldberg 1979) est située 26-31 nucléotides en amont du

site d’initiation et possède une séquence consensus de TATA(A!T)A(A/T). Elle

représente le site de reconnaissance et de liaison de la protéine TBP. L’élément BRE

possède une séquence consensus CGCC et est situé immédiatement en amont de près de

12% des boîtes TATA (Burke 1996). L’Inr renferme le site d’initiation de la

transcription (+1) et possède une séquence consensus PyPyAN(T/A)PyPy chez l’humain,

où l’adénosine est typiquement désignée +1. Le DPE (Burke 1996) est centré autour de

la position +30 et possède un séquence consensus PuG(AJT)CGTG. Le facteur général

de transcription (fGT) TFIID lie coopérativement les motifs de l’Inr et du DPE

(Kaufmann 1994, PumeIl 1994, Verrijzer 1994, Chalkley 1999, Smale 2003).

Il est fort probable que plusieurs éléments du promoteur basal demeurent à découvrir.

Une analyse statistique de 205 promoteurs de Drosophile a d’ailleurs suggéré que 3l%

des promoteurs ne contiennent ni boîte TATA ni motif DPE (Kutach 2000). Plus
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récemment, une analyse informatisée de plus de 2000 promoteurs de Drosophile a

identifié un motif sur-représenté comme un nouvel élément du promoteur basal (Ohler

2002). Cette séquence, nommée MTE (pour «motif ten element ») et située 20-30

nucléotides en aval du site d’initiation de la transcription, peut induire la transcription par

l’ARN pol II en synergie avec 1’Inr mais indépendamment de la boîte TATA ou de

l’élément DPE (Lim 2004).

—-37 à -32 —-31 â -26 ±28 à ±32

TFHB TATA Box Downstream
Recognition Promoter

Element Element

GGG AA T AACG
CGCC TATA A PyPyAN PyPy G A

CCA TT A G TTC

Figure 1 : Éléments du promoteur basal

Certains des motifs du promoteur basal qui participent à la transcription par l’ARN pol II

sont illustrés. Chacun des ces éléments se retrouve seulement chez un sous-ensemble de

promoteurs et les promoteurs spécifiques peuvent ainsi contenir quelques uns ou tous ces

motifs. Le BRE est une extension en amont de certaines boîtes TATA. Le DPE requière

la présence d’un Inr et est situé précisément à +28 à +32 par rapport au nucléotide A+1

de l’Inr.

Image adapté de: Butler 2002

1.2.2 Éléments régulateurs

Certains facteurs de transcription se lient à des régions d’ADN situées à des milliers de

ph du gène qu’ils contrôlent, et leur liaison peut augmenter ou diminuer le niveau de

transcription du gène. Les «enhancers » et les «silencers » sont des éléments d’ADN

qui peuvent être situés en amont, en aval ou même à l’intérieur du gène qu’ils contrôlent.
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Les protéines liant les «enhancers », grâce à leurs domaines d’activation, peuvent

stimuler la transcription de gènes à des milliers de ph par la formation d’une boucle dans

l’ADN (Knight 1991). Par contre, lorsque des facteurs de transcription lient les

«silencers », une condensation de la chrornatine réprime l’expression du gène en

question.

Étant donné que les enhancers et silencers agissent à de très grandes distances, la cellule

doit utiliser un moyen d’empêcher leur action sur certains autres gènes qui pourraient être

situés sur la même région du chromosome. Un élément d’ADN, nommé «insulator »,

répond à ce besoin. Les insulators sont des séquences d’ADN aussi petites que 42 pb

situées entre les enhancers et les promoteurs ou entre les silencers et les promoteurs de

gènes ou groupes de gènes adjacents. Lorsque liés par la protéine correspondante, leur

fonction consiste à empêcher un gène d’être influencé par l’activation ou la répression de

ses voisins. Par exemple, les insulators des vertébrés sont actifs lorsque liés par une

protéine à 11 doigt de zinc nommée CTCF (pour «CCCTC binding factor », une

séquence de nucléotides découverte dans la plupart des insulators) (Fillipova 2005).

1.2.3 La chromatine et son remodelage

Le matériel génétique des eucaryotes est empaqueté dans un complexe protéique

d’histones pour former la chromatine, une matrice sur laquelle a lieu la transcription, la

réplication, la recombinaison, ainsi que la réparation. La chromatine est organisée en

régions plus ou moins condensées, nommées respectivement hétérochromatine et

euchromatine, dispersées à travers le génome. Elle devient empaquetée en chromosomes

individuels durant la division cellulaire. L’hétérochromatine est inaccessible aux facteurs

protéiques et n’est pas transcrite. Cependant, les régions d’euchromatine sont plus

accessibles et l’expression d’un gène requiert la perturbation sélective de la structure

d’hétérochromatine par des enzymes de modification et de remodelage de la chrornatine

(Workman 199$).
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L’unité de base de la chromatine est le nucléosome (figure 2), qui consiste en près de 165

pb d’ADN enroulé en 2 tours autour d’un octamère d’histones, composé de dimères de

H2A, H2B, H3 et H4. L’ADN enroulé autour de la surface de l’octamère d’histones n’est

accessible aux protéines régulatrices que du côté opposé au nucléosome ou jusqu’à ce

que la chromatine soit remodelée. Les extrémités N-terminales des histones H3 et H4

sont accessibles et certains enzymes modifient ces «queues» pour promouvoir le

déplacement des nucléosomes et le déroulement de l’ADN.

Figure 2 Structure du nucléosome.

4 paires de monomères protéiques forment l’octarnère d’histone. Chaque nucléosorne est

composé d’un octamère central, d’une histone Hi additionnelle et de l’ADN liant un

nucléosome à son voisin Q54 pb). L’histone Hi lie le nucléosome central ainsi que

l’ADN entre deux nucléosomes. L’ADN s’enroule vers la gauche autour de l’octamère et

ces tours sont topologiquement équivalents à un super-enroulement négatif

Image tirée de: Luger 1997
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Certaines lysines sont acétylées, méthylées ou ubiquitinées, certaines arginines sont

méthylées et des sérines sont phosphorylées (Davie 1998). La sumoylation, processus

par lequel une molécule SUMO (pour « small ubiquitin-related modifier ») est ajoutée sur

certaines lysines de la queue de l’histone H4, régule la répression par des interactions

avec d’autres protéines de liaison et de modification de la chromatine (Shiio 2003).

Toutes ces modifications forment un assortiment de marqueurs de l’état local du matériel

génétique appelé le code d’histones. Certaines modifications entraînent des effets sur

l’expression des gènes, par exemple, les queues d’histones sont acetylées dans les régions

d’euchromatine qui sont actives en transcription. L’ajout du groupement acétyl permet

de neutraliser les charges positives des lysines et ainsi réduire les fortes interactions entre

les nucléosomes et l’ADN chargé négativement. La méthylation peut aussi neutralyser la

charge des lysines, mais sont effet est ambivalent la méthylation de la Lys-4 de H3 est

associée aux gènes actifs tandis que la méthylation de la Lys-9 de H3 est associée aux

gènes inactifs. Ainsi, ces modifications ne font pas qu’affecter les interactions du

nucléosome avec l’ADN, mais permettent la reconnaissance de ces régions par des

coactivateurs et des facteurs impliqués dans la régulation de la transcription. D’ailleurs

plusieurs domaines protéiques sont connus pour lier les groupements acétyl ou methyl.

Par exemple, les protéines possédant des bromodomaines interagissent avec les queues

d’histones acétylées tandis que les protéines possédant des chromodomaines interagissent

avec les queues d’histones méthylées.

L’ADN des eucaryotes est donc ordinairement réfractaire à la transcription dû à son

organisation en nucléosomes (Kornberg 1999b). L’octamère d’histone, autour duquel

l’ADN est enroulé, interfère avec le mécanisme de transcription, et les nucléosomes non-

acétylés servent donc de répresseurs transcriptionnels. Ils aident à assurer l’inactivité de

tous les gènes eucaryotes, sauf ceux dont la transcription a été stimulée par des

mécanismes spécifiques de régulation positive (Boeger 2005). Les promoteurs actifs sont

associés à des histones modifiés soit par acétylaion, méthylation ou phosphorylation (Wu

2001a). L’équipe du Dr Roger Komberg a récemment démontré que l’activation

transcriptionnelle ne produit pas une forme altérée de la chromatine, mais qu’elle

représente plutôt un processus dynamique dans lequel les nucléosomes sont
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continuellement enlevés des promoteurs activés et sont réassemblés (Boeger 2003). Une

étude ultérieure avait suggéré que les nucléosomes glissent et s’éloignent de la boîte

TATA et du site d’initiation (Lomvardas 2001) mais il s’avère plus exact de penser que

les nucléosomes sont enlevés par désassemblage (Boeger 2004) impliquant des

complexes de remodellage de la chromatine, tels que SWFSNF (Cairns 1994, Peterson

1995) et RSC (Cairns 1996). RSC pourrait désassembler le nucléosome en transferrant

i’octamère d’histone sur une autre molécule d’ADN (Lorch 1999).

La transcription dépend de la présence d’activateurs qui recrutent d’autres facteurs pour

contrer la répression due à la chromatine. La réponse aux activateurs requiert la présence

de complexes coactivateurs, parmi lesquels se trouvent le complexe SAGA et le

Médiateur. La découverte des coactivateurs est venue entre autres suite à l’observation

que les systèmes in vitro ne supportent pas la transcription activateur-dépendente dans un

système ne contenant que la machinerie transcriptionnelle basale et des activateurs. De

ce fait, le rôle des coactivateurs pourrait être de faire le pont entre les activateurs et la

machinerie transcriptionnelle. Les coactivateurs sont donc des complexes multi

protéiques recrutés aux promoteurs par des activateurs gène-spécifiques pour faciliter

l’initiation de la transcription en intégrant les signaux des activateurs et répresseurs liés

aux éléments régulateurs du/des gènes en question. Le moment de leur recrutement varie

selon la composition et l’arrangement des éléments basais et des sites de liaisons des

activateurs sur les promoteurs. Certains coactivateurs, tel que le complexe SAGA,

possèdent une activité histone acétyltransférase (HAT) qui permet de faciliter l’accès de

la machinerie transcriptionnelle au promoteur ainsi que les interactions protéine-protéine

en neutralisant les charges protéiques. D’autres coactivateurs sont responsables du

remodelage de la chromatine qui facilite égalament l’accès de la machinerie

transcriptionnelle au promoteur. Le Médiateur, quant à lui, relie i’activateur directement

au promoteur basal et aux FGTs (Lewis 2003).

1.2.3.1 Le complexe SAGA



$

La régulation transcriptionnelle chez les eucaryotes est liée à la dynamique de la

chromatine. Le complexe HAT de levure SAGA (Spt—Ada—Gcn5) est un cofacteur

multi-protéiquc de la transcription par l’ARN pol II. SAGA a d’abord été identifié

comme un complexe HAT (Grant 1997). Ce complexe de 1.8 MDa comprend des

produits de plusieurs classes de gènes, notamment, les protéines Ada (Adal, Ada2, Ada3,

Gcn5 et Ada5), l’ensemble de protéines Spt reliées à TBP, un sous-ensemble des facteurs

associés à TBP (TAFs) et le produit du gène essentiel TRA1 (Martinez 2002). Gcn5 est

la sous-unité catalytique du complexe et est régulées par Ada2 et Ada3 (Balasubramanian

2002, Stemer 1999). Plusieurs homologues des complexes HAT Gcn5 ont été

caractérisés chez la Drosophile et l’humain tels que TFTC (pour «TBP-free TAF

containing complex »), PCAF (pour «p300- et CBP-associated factor ») et le complexe

STAGA, tous possédant Gcn5, les protéines Ada, Spt, TAF ainsi que des protéines

semblables aux TAFs, en plus de TRRÀP, un homologue de Tral, (pour «transformation

/ transcription domain-associated protein ») (Martinez 2002).

La structure du complexe SAGA, telle que révélée par microscopie électronique à une

résolution de 30Â, a mené à une grande avancée dans la compréhension de la fonction du

complexe (Wu 2002). Le complexe SAGA est formé de 5 domaines modulaires avec un

diamètre de 70 à iooÀ (figure 3). La superposition des structures de SAGA de levure et

de TFTC humain indique qu’en plus de leur composition de sous-unités semblables, les

deux complexes possèdent un niveau élevé de conservation stntcturelle en taille et en

forme (Wu 2002, Brand 1999a). Chaque domaine du complexe SAGA possède une

fonction spécialisée et distincte. Le domaine I contient Tral qui forme la surface

d’interaction avec l’activateur. Les domaines II, III et IV contiennent la protéine TAF5

ainsi que plusieurs TAFs possédant des motifs HFD (pour «histone-fold domain »)
repliés de manière semblable aux histones. TAF5 semble jouer un rôle central dans

l’architecture de SAGA, comparable à son rôle dans le facteur TFIID (qui sera discuté

plus en détail dans les prochaines sections). En plus de l’activité RAT qui y est localisée,

deux sous-unités possédant des bromodomaines, GenS et Spt7, ont été détectées au

domaine III. Le domaine V représente le module interagissant avec la protéine TBP et sa

structure semble être variable et plus flexible; la sous-unité Spt$ n’étant pas présente chez
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tous les complexes SAGA, elle pourrait s’associer de manière dynamique comme sous-

unité régulatrice (Pray-Grant 2002, Stemer 2002).

Figure 3 : Structure du complexe SAGA

Représentation tri-dimmentioimelle de la surface du complexe SAGA avec le domaine

flexible. Le complexe mesure 1$ x 2$ nm et comprend 5 domaines séparés par les

barres noires.

Images tirées de: Timmers 2004, Wu 2004

1.2.3.2 Le Médiateur

L’initiation de la transcription par l’ARN pol II se divise en deux étapes. D’abord,

l’activité de certains complexes de modification et de remodelage de la chromatine est

requise pour supprimer la répression induite par l’état condensé (Umov 2002). Ensuite,

un PIC contenant la polymérase et les FGTs est recruté par les activateurs aux séquences

de reconnaissance et s’assemble au promoteur. Cependant, les interactions directes entre

les différents activateurs et les FGTs ne semblent pas suffisantes pour l’activation de la

transcription. Le Médiateur a été identifié comme un complexe qui intègre les signaux

venant des activateurs et répresseurs liés sur les régions régulatrices d’un gène et les relie

aux FGTs situés au promoteur basal. Le Médiateur a d’abord été identifié chez la levure,

‘t’
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puis chez les eucaryotes supérieurs, et sa présence est requise pour l’expression basale et

régulée des gènes de classe II (Flanagan 1991, Kim 1994a, Koleske 1994, Lee 1999,

Mittler 2001).

Les premières indications expérimentales de la présence d’un complexe Médiateur

humain datent de 1996 lorsque le groupe de Roeder (Fondell 1996) a isolé un complexe

multiprotéique coactivateur du récepteur de l’hormone thyroïdienne 13 (nommé TRAP

pour «Thyroid hormone Receptor coActivator Protein ») qui a été identifié plus tard

comme étant le Médiateur humain. L’implication du Médiateur dans la transcription

activée ou réprimée des cellules mammifères est reflétée par la multitude d’études par

lesquelles ce complexe a été identifié. Le complexe TRAP est nécessaire à l’activation

de la transcription in vitro à partir d’un promoteur contenant l’élément de réponse de T3

(Fondeil 1996). Un autre complexe protéique interagissant avec le récepteur de la

vitamine D3 (VDR), DRIP (pour «vitamin D3 Receptor Interacting Proteins »), est

requis pour l’activité transcriptionnelle de VDR in vitro (Rachez 1998). ARC (pour

«activator-recniited cofactor ») a été identifié comme un complexe qui augmente

l’activation transcriptionnelle par SREBP-la, VP16 et la sous-unité p65 de NF-kappaB

sur des matrices avec chromatine (Naar 1999). La caractérisation des complexes TRAP,

DRP, ARC et du Médiateur humain a révélé qu’ils possèdent tous une composition

identique de sous-unités (Rachez 1999, Malik 2000a). Un ensemble de complexes

similaires, qui semblent correspondre à un sous-module du Médiateur, a également été

isolé et requière la présence de plusieurs cofacteurs (Malik 2000a). Deux des plus petits

complexes, le CRSP (pour « cofactor required for Spi ») et le Médiateur de souris ont été

isolés par fractionnement biochimique (Jiang 1998, Ryu i999a) et aident à l’activation

transcriptionnelle seulement en présence des TAFs (Malik 2000a, Ryu 1 999b). Un autre

petit complexe Médiateur, nommé NAT pour «negative regulator of activated

transcription », démontre quant à lui un effet d’inhibition sur la transcription in vitro (Sun

1998).

La composition du Médiateur de levure est clairement distincte des complexes

semblables chez d’autres eucaryotes. Initialement, 24 sous-unités avaient été purifiées et
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identifiées comme complexe Médiateur requis pour la réponse de l’ARN pol II aux

activateurs gènes-spécifiques (Kim 1994b, Thompson 1993). Par contre, seules huit des

sous-unités du Médiateur possèdent des homologues hautement conservés chez la souris

et l’humain (Bourbon 2004) et ce faible taux de conservation au niveau de la séquence

primaire a mené à l’idée que le complexe Médiateur humain varie en structure et en

fonction du complexe de levure. Une autre interprétation concevable est que le

Médiateur fonctionne comme interface entre des protéine régulatrices qui évoluent

rapidement et la machinerie basale conservée de transcription (Balciunas 2003). Ainsi,

les 8 protéines du Médiateur «basal» conservé se retrouvent chez toutes les cellules

eucaryotes et sont responsables d’interagir avec la machinerie transcriptionnelle; par

contre, les sous-unités responsables de l’interaction avec les activateurs et répresseurs

spécifiques aux gènes sont moins conservées. Selon les études structurelles par

microscopie électronique, les Médiateurs isolés et purifiés à partir de cellules de levure et

de souris possèdent une structure compacte. Par contre, lorsque l’ARN pol II est

présente, ces Médiateurs adoptent une forme étendue et enlacent la polymérase

globulaire. La structure étendue révèle 4 sous-modules distincts du Médiateur, dont une

région Cdks, une région tête, un centre et une région queue (figure 4) (Bourbon 2004).

Le module Cdk8 possède une activité protéine kinase et est impliqué dans la répression

transcriptionnelle, notamment par phosphorylation de plusieurs activateurs

transcriptio;mels les rendant inactifs (Chi 2001). Par exemple, le complexe CAK (pour

«cdk-activating kinase) de TFIN qui phosphoryle normalement le CTD de la

polymérase et aide à l’initiation et au dégagement du promoteur (Holstege 1998, Liao

1995), peut être phosphorylé et inhibé par Cdk$. Les contacts directs sont formés entre

l’ARN pol II et les régions tête et centre du Médiateur. En effet, ces régions contiennent

toutes les sous-unités conservées et essentielles du complexe Médiateur, et ces sous-

unités sont positionnées sur la surface interagissant avec la polymérase. Les sous-unités

non-conservées de la tête et du centre, ainsi que la plus grosse partie du Médiateur, la

région étendue de la queue, ne contactent pas la polymérase (Asturias 1999) et sont

placées vers l’extérieur pour interagir et recevoir les signaux des protéines régulatrices

(Bourbon 2004). Tel que prédit, la région queue du complexe humain diffère

significativement dans sa structure du complexe de levure et pourrait contenir des sous-
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unités impliquées dans l’interaction avec les activateurs et répresseurs, telles que

TRAP22O, TRAP23O et TRAP24O (Malik 2000b).

Exting DNA
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Figure 4 : Structure modulaire du Médiateur

La structure modulaire du complexe Médiateur facilite des interactions multiples avec les

facteurs de régulation (représentés par VPY6 et EYA) et permet les transitions entre les

différentes formes du Médiateur.

Image tirée de: Blazek 2005

1.3 Les facteurs généraux de transcription (FGTs)

La reconnaissance du promoteur basal par la machinerie transcriptionnelle est essentielle

pour le positionnement et l’assemblage adéquat d’un PIC contenant l’ARN pol II et les

FGTs TFIIB, TFIID, TFIIE, TfTIF et TFIIH (Buratowski 1994, Buratowski 1989,

Komberg 1999a). La transcription par l’ARN pol II commence avec la liaison de

facteurs régulateurs sur un élément d’ADN près du site d’initiation (tableau I, page 36).

Ces facteurs permettent l’accès de la machinerie transcriptionnelle au promoteur basal

soit par le recnttement de complexes de remodelage ou de modification de la chromatine,

soit par des interactions avec l’ARN pol II ou avec le complexe Médiateur.

Mediator

1.3.1 TFTID
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1.3.1.1 TBP

Le facteur TBP (« TATA-binding protein ») lie spécifiquement l’élément de la boîte

TATA du promoteur basal (Sawadogo 1985). Plusieurs études cristallographiques ont été

effectuées sur cette protéine, soit seule ou intégrée aux complexes TBP-ADN, TBP

ADN-TFIIA et TBP-ADN-TFIIB (Nikolov 1997). TBP est une protéine bipartite, avec

un domaine C-terminal très conservé et une région N-terminale variable en longueur et en

séquence, et qui n’est pas requise pour la transcription chez certaines lignées de levure

(Burley 1996). Le domaine C-terminal est conservé à près de 80% entre la levure et

l’humain et adopte une structure en selle (figure 5) avec une face concave hydrophobe

interagissant avec l’ADN et une face convexe qui interagit avec les autres facteurs

impliqués dans la transcription (Burley 1996, Liu 1998, Kamada 2001). La structure

cristallographique du complexe TBP-ADN démontre que TBP se lie au sillon mineur de

l’élément TATA, désappariant ainsi près du tiers d’un tour et introduisant une courbure

prononcée de 80À dans l’ADN en direction du sillon majeur (Kim 1994a, Kim 1993).

Cette courbure est médiée par l’insertion de 2 phénylalanines entre les 2 premières et les

2 dernières pb de la séquence TATAAA. Le sillon mineur est ainsi élargi et s’ajuste à la

surface concave de la selle. L’enroulement particulier de l’ADN autour du nucléosome

module l’orientation du sillon mineur de l’élément TATA, ce qui affecte la capacité de

TBP à se lier dans le contexte du nucléosome (Imbalzano 1994). La courbure de l’ADN

pourrait servir à rapprocher l’activateur du promoteur basal et du PIC, ou à stabiliser

l’assemblage de ce dernier (Burley 1996).

La protéine TBP est un monomère de 27 kDa qui a d’abord été identifié à partir d’extraits

de cellules de mammifères fractionnés pour avoir une activité indispensable, requise avec

d’autres fractions, pour entreprendre l’initiation précise de la transcription par l’ARN p01

II in vitro (Matsui 1980, Samuels 1982). Contrairement au complexe partiellement

purifié, la protéine TBP recombinante est cependant incapable de supporter la

transcription activée (Pugh 1990). À l’aide d’anticorps anti-TBP, plusieurs polypeptides

associés à TBP, nommés TAFs, ont été purifiés et identifiés (Dynlacht 1991, Tanese

1991). Il a été découvert également que TBP participe à l’initiation de la transcription
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des 3 ARN pol et que ce sont ces protéines associées qui confèrent aux complexes

contenant TBP la spécificité pour chaque système de polymérase (Hernandez 1993).

1.3.1.2 Les facteurs associés à TBP (TAFs)

Présentement, 13 polypeptides ont été isolés dans la famille des facteurs TAFs (pour

«TBP-associated factors »), associés à TBP chez l’humain, la Drosophile et la levure

(Tora 2002, Matangkasombut 2004). L’analyse des séquences primaires des TAFs

identifiés a révélé un niveau de conservation élevé. Plusieurs motifs se trouvent présents

dans les homologues des 3 espèces étudiées, tels que la répétition WD4O chez TAF5 et le

domaine de repliement des histones présents chez plus de la moitié des TAFs. Par contre,

certains motifs se retrouvent seulement chez les TAFs d’eucaryotes supérieurs. Par

exemple, lorsque comparé au TAF11250 humain, celui de la levure est homologue dans sa

partie N-terminale (Reese 1994) mais manque un domaine C-terminal acide et deux

copies du motif bromodomaine qui interagit avec les queues d’histones acétylées

(Marmorstein 2001). Certains TAFs sont présents chez plusieurs complexes reliés à la

transcription tandis que d’autres sont spécifiques au facteur TFIID, notamment TAEl, qui

possède une activité HAT (Martinez 2002).

Figure 5 : Structure de TBP

Structures en ruban de TBP seul et en complexe avec l’ADN, TFIIB et TFIIA

Image tirée de: Nikolov 1997
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La découverte de domaines structuraux partagés entre les histones et les TAFs a été faite

à partir d’observation de similarités de séquences importantes entre TAF9 et TAF6 de la

Drosophile, et le domaine de repliement des histones H3 et H4 respectivement. Une

structure co-cristallographique de ces deux domaines montre qu’ils interagissent et

forment un hétérotetramère, semblable à celui de H3 et H4 (Xie 1996). L’identification

d’une homologie à H23 chez TAF12 (Hoffimann 1996) et d’une homologie à H2A chez

TAF4 (Gangloff 2000) a mené à l’hypothèse que ces 4 TAFs peuvent former un

complexe semblable à l’octamère d’histones et ayant des propriétés moléculaires

apparentées (Matangkasombut 2004, Selleck 2001). Ainsi, l’octamère formé par les

TAFs pourrait également enrouler le promoteur d’ADN d’une manière semblable au

nucléosome (Hoffrnann 1997, Oelgeschlager 1996).

Une autre diversification de l’activité des TAFs est observée chez la protéine humaine

BTAF1 et son homologue chez la levure, Motlp (Pereira 2003). Ces deux protéines

appartiennent à la famille d’ATPase semblable à SNF2 et possèdent un domaine ATPase

à leur extrémité C-terminale (van der Knaap 1997, Chicca 199$). Une proportion

importante de TBP est associée avec chacune de ces protéines régulatrices pour former

un complexe nommé B-TFIID (Poon 1994, Timmers 1994). Malgré que B-TFITD soit

aussi efficace que TFIID pour supporter la transcription in vitro, plusieurs différences

sont observées : la transcription médiée par B-TFIID ne répond pas à un certain nombre

d’activateurs, B-TFIID démontre une activité ATPase et ne forme pas un complexe stable

avec l’ADN (Timmers 1994). La plus importante activité des protéines BTAF1 et Motlp

est de dissocier TBP de l’élément TATA en utilisant l’énergie de l’hydrolyse d’ATP,

expliquant ainsi leur rôle dans l’inhibition transcriptioimelle (Auble 1994, Gumbs 2003).

Par contre, d’autres résultats indiquent que BTAF1 et Motlp utilisent cette activité pour

réguler positivement la transcription en mobilisant TBP sur le promoteur d’ADN (Andrau

2002, Geisberg 2002). Des modèles récents proposent que Motlp, comme moteur à

ATPase, se sert de l’ADN en amont de la boîte TATA comme levier pour dissocier TBP

de l’ADN (Darst 2001, Darst 2003, Gumbs 2003).
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Un sous-ensemble des protéines TAFs se trouve présent dans plusieurs complexes reliés à

la transcription, tels que les complexes HAT SAGA et P/CAF chez la levure et l’humain

respectivement (Grant 1998, Ogryzko 1998). Un autre complexe HAT purifié à partir de

cellules humaines, contenant 7 polypeptides TAFs différents mais sans TBP, a été isolé et

nommé TFTC (pour «TBP-free TAF-containing complex ») (Wieczorek 1998). Ce

complexe est capable de remplacer TFIID dans un essai de transcription in vitro,

indiquant que, soit les TAFs ont la capacité de reconnaître le promoteur basal et d’initier

la transcription sans TBP, soit que le complexe contient un facteur pouvant se substituer à

TBP (Brand 2001, Matangkasombut 2004). De plus, la régulation des 2 complexes

pourrait être mécanistiquement différente puisque TFIJD se localise à l’élément TATA

tandis que SAGA se lie sur des sites d’activation plus en amont (Larschan 2001,

Bhaumik 2001).

1.3.1.3 Protéines apparentées à TBP (TRFs)

Des variantes de TBP ont été caractérisées chez les eucaryotes multicellulaires et

représentent des formes tissus- ou stade-spécifiques. En effet, 3 protéines TRF1 (pour

«TBP-related factor 1»), TLF (pour «TBP-like factor »)/TRF2 et TRF3 ont été

identifiées et caractérisées (Dantonel 1999, Crowley 1993, Rabenstein 1999, Teichmann

1999, Moore 1999, Hansen 1997, Persengiev 2003). L’homologie entre ces protéines est

limitée au domaine C-terminal conservé. TRF2 présente 60% d’homologie et 40%

d’identité avec TBP, mais TRF1 et TRF3 sont encore plus proches de TBP (Davidson

2004). Chez tous ces facteurs, les sites d’interaction avec les facteurs TFIIA et TFIIB

sont conservés, et TRF 1 et TRF3 se fixent sur les séquences TATA. En revanche, TRF2

ne fixe pas les éléments TATA (Dantonel 1999) et aucun site de fixation de TRF2 n’est

actuellement connu.

TRF1 existe seulement chez la Drosophile où il est exprimé entre autres pendant

l’embryogenèse puis, de façon spécifique, dans le système nerveux central et les cellules

germinales chez l’adulte (Crowley 1993, Hansen 1997, Holmes 2000). La fonction de

TRF2 a été étudiée in vivo chez plusieurs organismes et est nécessaire à l’expression d’un
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sous-ensemble de gènes lors de l’initiation de la transcription dans l’embryon précoce et

à la progression du cycle cellulaire (Dantonel 2000, Kaltenbach 2000a, Veenstra 2000,

Muller 2001). Dans certaines cellules lymphoïdes de poulet, TRF2 est cytoplasmique et

est importé dans le noyau uniquement lors de la phase G2 du cycle cellulaire ou après

l’exposition au stress (UV) (Shimada 2003). Chez les mammifères, TRF2 a une fonction

beaucoup plus spécialisée et son expression coïncide avec l’augmentation de l’expression

d’autres facteurs de transcription, tels que l’ARN polIT et TFITB (Martianov 2002, Zhang

2001). De plus, TRF2 pourrait être impliqué dans le maintien de l’intégrité de

l’hétérochromatine centromérique dans les spermatides (Martianov 2002). La fonction

de TRF3 est moins caractérisée que TRF1 et TRF2. Son domaine C-terminal possède

une forte homologie avec TBP et se lie à l’élément de la boîte TATA (Persengiev 2003).

Dans les cas où TBP est inactivé, un ralentissement du cycle cellulaire et une

augmentation de l’apoptose ont été observés dans plusieurs expériences (Um 2001,

Johson 2003). Il est possible que TBP soit nécessaire à l’activation de novo de la

transcription, mais que la réinitiation soit supportée par TRF3 (Oelgeschlager 2002).

1.3.1.4 Structure du facteur TfIID

Le facteur TFIID est composé de plusieurs sous-unités (Albright 2000, Burley 1996) dont

au moins 13 sont conservées à travers l’évolution (Gangloff 2001). Des études

structurelles des sous-complexes TBP et TAFs permettent d’élucider l’organisation et le

mécanisme d’action de TFflD. Une structure à basse résolution du complexe entier a été

obtenu par microscopie électronique (Andel, III 1999, Brand 1999b). Le complexe

adopte une structure en «selle de cheval », formant 3-4 lobes liés par des régions

flexibles. II a été suggéré que la surface concave représente le site de liaison à l’ADN et

que l’ADN est accommodé dans le canal central. TBP a été localisé au lobe central, à

l’endroit où TFIIA et TfIIB se lient également. Une détermination plus précise des

positions des sous-unités individuelles sera essentielle pour comprendre la fonction du

complexe TFIID.
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Le complexe TFIID est maintenu par plusieurs interactions protéine-protéine de nature

TBP-TAF et TAF-TAF (Btirley 1996, Gangloff 2001). Il a été suggéré que la plus grosse

sous-unité, TAEl, joue une rôle de protéine d’échafaudage pour le complexe puisqu’elle

interagit directement avec TBP et plusieurs autres TAFs. Tel que mentionné plus tôt,

plusieurs TAFs contiennent un motif de repliement homologue aux protéines histones

(« histone fold domain ») et qui permet des contacts serrés et importants entre les

histones et l’ADN (Luger 1997). La distribution spatiale de TAF5, TAF6 et TAF1O chez

SAGA et TFIID est semblable et a été utilisée pour aligner les deux complexes et

comparer leurs fonctions (Leurent 2002). L’alignement suggère que le sillon de 4 nm de

largeur chez TFUD, impliqué dans la liaison de l’ADN, est semblable au sillon formé par

les domaines II, III et IV de SAGA. Par contre, la localisation de leur activité HAT et

des facteurs portant les bromodomaines diffère, suggérant que les deux complexes

interagissent avec la chromatine de manière différente (Leurent 2002).

1.3.2 TFIIA

D’abord isolé comme FGT, TFIIA détient un rôle plutôt controversé dans l’initiation de

la transcription. Le facteur IFlIA humain est composé de 3 sous-unités c (35 kDa), /3

(19 kDa) et ‘y (12 kDa) (Ozer 1994, Delong 1993). Les sous-unités a et /3 sont codées par

le même gène et produites par clivage post-traductionnel d’un précurseur (DeJong 1993).

Chez la levure, IFlIA est composé de 2 sous-unités codées par 2 gènes différents, TOA]

et TOA2 (Ranish 1996). La région N-terminale du polypeptide produit par TOAJ est

homologue à la sous-unité a humaine, et la région C-terminale est homologue la sous-

unité 3, tandis que TOA2 code pour un polypeptide homologue à ‘y (Ozer 1994, Delong

1995). Le clivage post-traductioimel du précurseur humain cvlf3 a été prouvé non-essentiel

à son activité (Sun 1994).

TFIIA n’est pas essentiel dans la réaction de transcription basale in vitro, mais semble

jouer un rôle stimulateur dans plusieurs systèmes in vivo (Ozer 1994, Ma 1996, Sun

1994, Coulombe 1992, Cortes 1992). TFIIA lie TBP, augmente son affinité pour la boîte
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TATA et stabilise le complexe ADN-TFIID (Coulombe 1992, Cortes 1992, Buratowski

1989, Pugh 2000). TflIA peut également déplacer certains répresseurs, incluant Dri

DRAP1/NC2, topoïsomérase 1, HMG1 et la sous-unité Mot-1 du complexe TFIID,

indiquant que TFIIA est impliqué dans l’anti-répression (Auble 1994, Inostroza 1992,

Meisteremst 1991, Merino 1993). Le facteur TFIIA humain joue également un rôle dans

la transcription activée, puisqu’il est requis pour le fonctionnement de certains activateurs

(Ozer 1994, Ma 1996, DeJong 1995, Sun 1994, Wang 1992, Kang 1995, Clii 1996). Par

exemple, TFIIA lie l’activateur Zta et médie son rôle stimulateur dans la liaison de TFIID

à la boîte TATA (Ozer 1994). De la même façon, TFIIA stimule l’activation de la

transcription par les activateurs Spi, VPY6 et NTF1 (Kobayashi 1995). Les activateurs

liant TFIIA, VP16 et Zta, stimulent l’assemblage d’un complexe TFIIA-TFIID

promoteur, ce qui concorde avec leurs rôles in vivo dans la transcription activée

(Kobayashi 1995). La fonction de TFIIA dans l’anti-répression et l’activation a été

divisée et associée avec les sous-unités distinctes du facteur (Ma 1996). Les sous-unités

fi et y sont essentielles pour l’anti-répression, tandis que a est essentielle pour

l’activation.

Des études de photo-pontage démontrent que TFIIA contacte l’ADN du promoteur non

seulement sur la boîte TATA et en amont à la position -40, mais également dans la région

+26 dans le contexte d’un PIC (Langelier 2001). Étant donné la petite taille de TFIIA

(67kDa) et les deux positions extrêmes du promoteur contactées par TfIIA, il a été

proposé que TfIIA se situe près du croisement de l’ADN lorsqu’enroulé autour de la

polymérase (Langelier 2001).

Le rôle de TFIIA dans la transcription n’est pas completement défini mais les études

mentionnées plus haut suggèrent qu’il agit comme co-facteur dans l’activation

transcriptionnelle. TFIIA interagit directement avec TBP, RAP74, TF1IE56 et TFIIE34,

et stimule la transcription basale dans un essai in vitro (Langelier 2001). Donc,

considérant qu’un activateur tel que Ga14-VP16, dont l’activité requiert la présence de

TFIIA, puisse stimuler l’ouverture du promoteur près du site d’initiation (Wang 1992), il
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est possible d’envisager un mécanisme d’activation dans lequel TFIIA agirait comme un

pont entre les protéines activatrices et les facteurs TFIIE et TFIIF (Langelier 2001).

TflIA lie TBP et facilite sa liaison à l’ADN via plusieurs mécanismes distincts et active

ainsi la transcription TBP-dépendente des gènes de classe II. TflIA facilite la

stabilisation de TBP sur la boîte TATA en induisant un changement conformatioimel

chez TBP (Ranish 1999). De plus, TFIIA agit comme anti-répresseur contre les co

répresseurs qui inhibent la liaison de TBP à l’ADN et à TFILB (Kim 1995). TBP forme

un homodimère inactif en solution, et la dissociation de ce dimère est induite par une

interaction directe avec TFIIA (Coleman 1995, Coleman 1997, Taggart 1996, Jackson

Fisher 1999). Puisque certains activateurs transcriptionnels dépendent des interactions

TFIIA-TBP et TFIIA-activateurs (Damania 1998, Ozer 1998), TFIIA pourrait être

responsable de la sélectivité du promoteur par la machinerie transcriptionnelle grâce à des

interactions avec les facteurs régulateurs et TBP.

Comme mentionné plus tôt, les eucaryotes supérieurs possèdent des familles de gènes

reliées à TBP, telles que les TRFs. Il a été démontré que des mutations au niveau de

TRF2, ou TLP (pour «TBP-like protein ») chez plusieurs espèces causent des anomalies

lors du développement accompagnées de baisse du niveau d’expression de certains gènes

(Dantonel 2000, Kaltenbach 2000b, Martianov 2002, Muller 2001, Veenstra 2000). Des

études chez le poulet ont démontré que les TLP en solution ou liés au promoteur

fonctionnent comme des activateurs (Ohbayashi 1999) et affectent les niveaux de

transcription de certains gènes reliés au cycle cellulaire (Shimada 2003). La protéine

TLP est structurellement similaire à TBP et possède une fonction dans la régulation

transcriptionnelle. TLP lie TFIIA in vivo mais la fonction de TFIIA sur TLP n’est pas

connue. Il a été démontré que TLP est associé à TFIIÀ et TFIIB, qu’il possède une plus

grande affinité pour TFIIA que TBP et que le complexe TLP-TFIIA est beaucoup plus

stable que le complexe TBP-TFIIA (Nakadai 2004). Les TLP forment des dimères et des

trimères plus stables que le dimère TBP mais ces multimérisations peuvent toujours être

inhibées par TfIIA. La localisation de TLP est majoritairement cytoplasmique et est

dépendante de sa capacité à lier TFIIA (Nakadai 2004). En effet, lorsque le niveau
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nucléaire de TLP est augmenté (Shirnada 2003, Martianov 2002) par un mécanisme

indépendant de TFIIA, TLP s’associe à TFIIA et inhibe la transcription TBP-dépendente.

Lorsque les cellules ne requièrent plus de TLP pour leur activité, les TLP sont exportés

du noyau par une association à TFIIA de manière à ne pas s’accumuler et affecter la

transcription des gènes cibles.

1.3.3 TFIIB

L’initiation de la transcription des gènes de classe II requière l’assemblage du PIC sur la

boîte TATA du promoteur. TFIIB joue un rôle crucial dans ce processus en faisant le

pont entre TBP et l’ARN pol II. De plus, TFIIB est la cible d’activateurs

transcriptionnels qui augmentent le taux de formation du PIC et assurent sa stabilité.

TFIIB possède une activité acétyltransférase et peut s’auto-acétyler pour réguler la

transcription (Choi 2003).

TFIIB est composé de deux domaines distincts par leur repliement et leur fonction (figure

6A): un domaine C-terminal replié de manière semblable à deux cyclines (ou «cyclin

like folds ») qui interagit avec la région C-terminale de TBP et l’ADN en amont et en

aval de la boîte TATA; et un domaine N-terminal contenant un doigt de zinc

interagissant avec la polymérase, ainsi qu’un domaine hautement conservé de résidus

chargés qui modulent la fonction de TFIIB, le domaine CCD (pour «charged cluster

domain ») (Bagby 1995, Nikolov 1995, Zhu 1996). Modulées par le domaine CCD, les

extrémités N- et C-terminales de TFIIB peuvent interagir de manière intramoléculaire et

varier entre un état fermé et un état ouvert de la protéine (figure 6B) (Hawkes 2000,

Fairley 2002, Zheng 2004). Cette interaction intramoléculaire a suscité beaucoup

d’intérêt grâce à son potentiel de constituer un mécanisme de contrôle de la transcription

(Reese 2003). Des analyses FRET ont démontré qu’un changement conformationel chez

TFIIB se produit lors de son assemblage avec le complexe TBP-promoteur et que la

fréquence de ce changement augmente en présence d’un activateur (Zheng 2004). TFIIB

peut effectuer des contacts séquence-spécifiques avec l’ADN du promoteur via un motif
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hélice-tour-hélice dans son domaine C-terminal qui stabilise le complexe TFIIB-TBP

promoteur (Lagrange 1998). Ces contacts impliquent l’élément de reconnaissance de

TFIIB (BRE) situé en amont de la boîte TATA, ainsi qu’une séquence du promoteur en

aval de la séquence TATA (Fairley 2002). Le domaine d’activation de la protéine VP16

du virus de l’herpès simplex HSV défait l’interaction avec le BRE en induisant un

changement conformationel de TFIIB (Roberts 1994, Evans 2001). Cependant, les

mutants du domaine CCD qui démontrent un défaut d’activation sont capables de

s’assembler normalement au promoteur et de former le PIC contenant l’ARN pol II

(Glossop 2004).

1 124 200 213 294 316

A. NIZfl ccDE7H I I HI Ic

B.

__

TFIIB TFIIB
fermé ouvert

Figure 6 : Une représentation schématique de TFIIB

A. Représentation linéaire de TFIIB. Les deux répétitions directes imparfaites sont

montrés par des flèches. Le domaine à doigt de zinc (Zn), le domaine CCD, la région

basique (+++++) et le motif hélice-tour-hélice (HTH) sont également indiqués. Les traits

pleins indiquent les régions de TFIIB qui sont impliquées dans les interaction intra

moléculaires.

B. Les domaines N- et C-terminaux de TFIIB interagissent pour former un équilibre entre

l’état ouvert et l’état fermé de la molécule.
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Ainsi, le domaine CCD de Tf113 joue un rôle central dans la sélection du site d’initiation

de la transcription. Des études de mutagenèse suggèrent que les déterminants du CCD

qui servent à moduler l’activation de la transcription et la sélection du site d’initiation se

chevauchent, mais sont distinctes (Hawkes 1999). Une mutation ponctuelle peut alors

causer une transiocation du site d’initiation en amont ou en aval, ou même diminuer la

transcription de manière dépendante de la séquence de 1’Inr (Fairley 2002). L’analyse

cristallographique du complexe TFIIB-ARN pol II révèle que le domaine CCD forme une

structure en forme de doigt qui pénètre au site actif de la polymérase à partir du canal de

sortie de l’ARN (Bushnell 2004). Il a été postulé que ce domaine en forme de boucle, ou

doigt, interagit avec l’ADN au site actif et que sa présence stabilise la liaison du court

hybride ADN-ARN à l’ARN pOlIT (Gnatt 2001, Westover 2004). Ces résultats aident à

expliquer l’importance du domaine CCD dans la sélection du site d’initiation et la force

du promoteur. Le domaine en doigt de zinc interagit, quant à lui, avec le domaine

«dock » de l’ARN pol II. L’interaction de ces deux domaines de TFIIB est donc forte et

indépendante d’autres facteurs. Par contre, la localisation des domaines «linker» et

«core » dépend du contexte du PIC, puisqu’ils ne sont pas ordonnés dans la structure du

complexe ARN p01 II-TF113 mais deviennent ordonnés en présence des autres

composantes du PIC, telles que le promoteur (Asturias 2004).

Des études de photo-pontage site-spécifiques ont révélé des interactions considérables

entre les domaines CCD, «linker» et «core» de TFIIB et les sous-unités Tfgl et Tfg2

de TFIIF (Chen 2004). L’interaction du «core» de TFIIB avec Tfg2 près du sillon

menant au site actif de l’ARN pol II coïncide avec la localisation de Tgf2 dans la

structure du complexe ARN pol II-TFIIF obtenu par cryo-microscopie électronique

(Chung 2003). Cette interaction est particulièrement intéressante puisque Tfg2 apparaît

comme l’homologue structural du facteur bactérien u et joue un rôle dans l’orientation de

l’ADN du promoteur au site actif Des interactions entre les domaines CCD et «linker»

de TFIIB avec Tfgl ont également été détectées au site actif, là où les analyses par cryo

microscopie électronique n’avaient détecté aucune densité de Tfgl. Ces résultats

suggèrent que TFIIF est entièrement ordonné en présence des autres composantes du PIC

(Chen 2004, Asturias 2004).
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1.3.4 TFIIF

TFIIF est un hétérotetramère Œ2/32 formé par les sous-unités RAP74 et RAP3O associées à

l’ARN pol II (RAP pour «RNA p01 II-associated protein ») (Conaway 1989, Flores

1990, Wang 1994). L’organisation linéaines des 2 plus grosses sous-unités de TFIIF

(Tfgl levure/RAP74 mammifere et Tfg2 levure/RAP3O) est montrée à la figure 7A

(Chung 2003, Ghazy 2004). Les sous-unités RAP74 et RÀP3O sont organisées de

manière semblable, ayant des régions N- et C-terminales repliées en domaine globulaire

et une région centrale chargée et désordonnée. TFIIF lie l’ARN pol II en solution et aide

son recrutement au promoteur en réduisant son affinité pour les sites d’ADN non-

spécifiques et en augmentant son affinité pour le PIC (Conaway 1991, Flores 1991,

Killeen 1992). Dans le PIC formé sur le promoteur majeur tardif d’adénovirus, RÀP74

forme certains contacts spécifiques entre l’ADN et RAP3O, TFIIE et l’ARN p0111 (Forget

1997, Robert 1996, Robert 1998) et de ce fait, aide l’ADN à s’enrouler autour de la

polymérase et des FGTs (figure 7B) (Robert 1998, Forget 2004).

Plusieurs études ont démontré que TFIIF peut stimuler l’activité de Fcpl, une

phosphatase du domaine C-terminal de la sous-unité Rpbl de la polymérase (Chambers

1995). De plus, il a été suggéré que TFIIF stimule l’élongation en supprimant les pauses

transcriptionnelles (Bengal 1991, Izban 1992a, Tan 1994). TFIIF est un facteur général

d’initiation et d’élongation qui, in vitro, stimule l’élongation 5 à 10 fois, atteignant des

taux sur des matrices sans chromatine semblables aux taux observés in vivo, où les

matrices sont complexées en chromatine (Ren 1999, Lei 1999, Renner 2001). TFIIF

stimule la réaction de polymérisation et accélère les étapes plus lentes qui suivent

normalement la polymérisation, notamment la transiocation et le relâchement du

pyrophosphate (Nedialkov 2003). TFIIF aide donc le complexe d’élongation à s’engager

dans la réaction de synthèse et stabilise ce complexe après la transiocation (Zhang 2004).

TFIIF lie la surface externe de l’ARN pol II, resserre la pince qui retient l’hybride ARN

ADN et optimise les conditions de polymérisation durant l’élongation (Zhang 2003). De

plus, le facteur d’élongation TFIIS (voir plus bas) coopère avec TFIIF pour coordonner
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les réactions de synthèse d’ARN et d’arrêt, menant à l’accélération des taux d’entrée et

de sortie des pauses (Zhang 2003).

1 chargé Uaison p01,

j non-strucwré [ TFIIB,FCpI

603 (H.s. 154) 566 (H.s. 357) 735

Figure 7 : Organisation des domaines des deux plus grosses sous-unités de TFIIF

chez la levure

A. Tgfl et Tgf2, homologues de Rap74 et Rap3O respectivement chez l’humain, sont

organisés de manière semblable, avec des domaines N- et C-terminaux globulaires

B. Localisation des sous-unités de TfTIF dans le PIC selon des résultats de photo-

pontage. Deux régions distinctes du promoteur ont été pontées par chaque sous-unité

(cercles pointillés). Malgré que ces résultats suggèrent que deux copies de TFTIF sont

présentes, la possibilité que ce facteur possède au moins deux domaines reliés par un

“linker” désordonné ne peut être niée.

Image tirée de: Forget 2004
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1.3.5 TFIIE

TFIIEungede

____

[AbicSTDEid

transcription basale

interaction TFIIEa-f3 I stimule la phosphorlyation du CTD

TFII E

Figure 8 : Caractérïstïques structurelles de TFIIE humain

A. TFIIEŒ possède une région en doigt de zinc (Zn), un motif hélice-tour-hélice (HTH),

une région riche en alanines tAla), une régon riche en sérines, thréonines, aspartates et

glutamates (STDE) et une région acide. Les régions de TFIIEŒ requises pour la

transcription basale, l’interaction avec Tf11E et la stimulation du domaine CTD kinase

sont indiquées par les lignes noires. TFIIBfl possède une région riche en sérines, une

région semblable à la région de TFIIF (RAP3O) capable de lier l’ADN double brin, un

motif de leucines répété, une région semblable au sous-domaine 3 du facteur u bactérien,

un motif basique d’hélice-boucle-hélice et un motif semblable à ce dernier mais omettant

la deuxième hélice.

B. Localisation des sous-unités de TFIIE dans le PIC selon des résultats de photo

pontage. Deux régions distinctes du promoteur ont été obtenues pour chaque sous-unité

(cercles pointillés). Malgré que ces résultats suggèrent que deux copies de TFIIE sont

présentes, la possibilité que ce facteur possède au moins deux domaines reliés par un

“linker” désordonné ne peut être niée.

Image tirée de: Forget 2004
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La facteur Tf11E humain est un hétérotétramère constitué de 2 sous-unités a (57 kDa, 439

acides aminés) et de 2 sous-unités /3 (34 kDa, 291 acides aminés) (Ohkuma 1990,

Ohkuma 1991, Sumimoto 1991, Peterson 1991) qui possèdent plusieurs séquences et

motifs structuraux caractéristiques (figure sA). Malgré que TFIIE ait été caractérisé

fonctioimellement, peu d’informations sont disponibles sur sa structure, surtout au niveau

de TFIIEŒ en raison de sa faible solubilité (Ohkuma 1995, Okamoto 1998, Okuda 2000).

La région essentielle à la transcription basale et à la croissance cellulaire est située dans

la moitié N-terminale de TFIIE qui contient également tous les motifs structuraux tels

qu’une région riche en leucines et un domaine en doigt de zinc (Ohkuma 1995, Ohkuma

1991). Cette moitié N-terminale démontre une grande similarité avec les homologues de

TFIIEa d’archœbactéries récemment identifiés, mais ces derniers ne possèdent pas de

région correspondant à la moitié C-terminale de TFIIEa (Bell 2001). La région acide

près de l’extrémité C-terminale est la seule à lier directement TFIIH et à posséder un effet

stimulateur sur la transcription basale. La sous-unité TFIIEf3 possède, quant à elle, 4

régions fonctionnelles (figure 8A), notamment, une région N-terminale riche en serines,

un noyau central, une structure hélice-boucle-hélice basique et une structure hélice-

boucle C-terminale basique (Okamoto 1998, Okuda 2000, Sumimoto 1991). La région

centrale lie l’ADN double brin et possède une structure tridimensionnelle semblable à

une tête de fourchette (Okuda 2000). TFIIE/3 lie également l’ADN simple brin via sa

région d’hélice-boucle C-terminale basique qui représente également le site de liaison de

TFIIB et RAP3O (figure 8B) (Okamoto 1998, forget 2004).

Durant l’initiation, TFIIE recrute TFIIH au PIC et stimule ses activités enzymatiques (Lu

1992), puis, lors de la transition de l’initiation à l’élongation, TFIIE joue un rôle direct

dans le dégagement du promoteur en régulant les activités kinase et hélicase de TFIIH

(discuté plus bas) (Ohkuma 1994, Drapkin 1994).

1.3.6 TFIIH
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Tf11H se distingue parmi les autres facteurs de transcription par sa grande taille, ses

activités catalytiques et ses multiples rôles fonctionnels (Svejstrup 1996). Composé de

10 sous-unités et d’une masse totale de près de 500 kDa, TFIIH est comparable à l’ARN

pol II en terme de taille et de complexité (Giglia-Mari 2004). Les deux plus grosses

sous-unités de TFIIH, nommées Ss12 et Rad3 chez la levure, et XPB et XPD chez

l’humain, sont des ATPases et hélicases ADN-dépendentes essentielles pour l’ouverture

du promoteur au site actif de la polymérase (Schaeffer 1993, Schaeffer 1994, Guzder

1995). XPB est une hélicase 3’-5’ et XPD est une hélicase 5’-3’ (Dvir 1996,

Moreland 1999, Winkler 2000). XPB joue un rôle important lors de l’ouverture du

promoteur et l’initiation, tandis que les deux hélicases contribuent ensemble au

dégagement du promoteur. Des analyses structurelles tridimensionnelles récentes du

complexe TFIIH de l’humain et de la levure ont révélé que 6 sous-unités (XPB, XPD,

p62, p52, p44 et p34) forment un complexe basal, ou «core », et adoptent une structure

en forme d’anneau. Le centre de l’anneau possède des dimentions lui permettant

d’accomoder le passage de l’ADN double brin, mais il n’existe pas de preuve appuyant

ce modèle (figure 9) (Chang 2000, Schultz 2000). Trois autres sous-unités (Cdk7,

cycline H et MATi) forment une structure sphérique pausée sur cet anneau par la liaison

à XPD (Coin 1998, Schultz 2000). Deux des petites sous-unités forment donc une paire

de CDK-cycline, où CDK7 dépend de la cycline H pour phosphoryler le domaine C-

terminal de l’ARN pol II durant la transition de l’initiation à l’élongation (Feaver 1994,

Lu 1992). Les 10 sous-unités de TfIN sont conservées en terme de structure et de

séquence d’acides aminés de la levure à l’humain (Schultz 2000, Chang 2000, Svejstnip

1996). De plus, un complexe intact et complet, nommé «holo »TFIIH a été isolé à partir

des deux organismes (Svejstrup 1995, Conaway 1989, Gerard 1991, Flores 1992). En

plus de son rôle dans la transcription, la paire cdk-cycline détient, chez les humains, un

rôle différent qui consiste à activer d’autres protéines Cdk régulatrices du cycle cellulaire

(Tassan 1995). Le complexe basal de TFIIH, quant à lui, fait partie d’un «réparosome»

d’ADN responsable de la réparation des erreurs par excision de nucléotides (Svejstrup

1995, Feaver 2000).
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TFIIH ‘

Figure 9 t Un modèle pour le mécanisme d’ouverture du promoteur par TFIffl

TFIIH est en vert et sa sous-unité p$9/XPB est en orange.

Image tirée de: Douziech 2000

Des mutations héréditaires affectant le facteur de transcription et de réparation TfIN ont

été associées à 3 syndromes photo-hypersensibles, notamment le Xeroderma

Pigmentosum (XP), le XP combiné au syndrome de Cockayne (SC) (une maladie neuro

développementale) et la Trichothiodystrophie (TTD) (une maladie semblable au

syndrome de Cockayne) (Lehmann 2001). TFIN joue un rôle central dans la

transcription des ARN pol I et II, la réparation par excision de nucléotides (NER) et la

réparation couplée à la transcription (TCR) (Egly 2001). Le NER corrige un grand

nombre de lésions qui induisent les distorsion ou la déformation de l’hélice d’ADN,

incluant les lésions induites par les rayons ultra-violets (Hoeijmakers 2001). Le

processus de TCR est une voie de réparation qui élimine les blessures classiques réparées

par le NER en plus des lésions oxidatives d’ADN, mais ce mécanisme de réparation se

limite au brin d’ADN transcrit (de Boer 2000, Le Page 2000). Les caractéristiques

photosensibles du XP sont causées par un mécanisme NER défectif, tandis que les

caractéristiques du SC et de TTD sont attribuées à une fonction de TCR ou de

transcription défectueuses. La plupart des individus touchés par les syndromes associés à

TFIIH possèdent une mutation chez XPD, ou dans certains cas, chez XPB (Botta 2002).

Un troisième gène identifié récemment, TFB5, semble responsable du TTD et est associé

à TFIIH en tant que dixième sous-unité du complexe (Giglia-Mari 2004).

Un des phénotypes les plus évidents du syndrome de TTD est la réduction dramatique des

niveaux cellulaires de TFIIH (30%) (Giglia-Mari 2004). Une surexpression de TFB5

augmente de manière transitoire la quantité de complexes TfIIH (mais pas des ARNm
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encodant les différentes sous-unités) dans les cellules mutées ou de type sauvage,

indiquant que TF35 est impliqué dans la régulation post-transcriptionnelle. Ces résultats

suggèrent un modèle où TFB5 joue un rôle d’échaffaudage pour l’assemblage et le

maintien du complexe TFIIH, et son absence pourrait affecter la longévité du complexe et

ses activités (Giglia-Mari 2004). Malgré que plusieurs parallèles sur la composition, la

structure et la fonction de TFIIH peuvent être tirées entre la levure et l’humain, des

différences dans la contribution relative de TfB5 sont observées. Chez la levure,

l’absence de TFB5 affecte l’efficacité de transcription et de réparation par NER tandis

que chez l’humain, les mutations de TFB5 n’affectent pas sérieusement la transcription

(Tirode 1999). De plus, l’absence de TFB5 chez l’humain affecte la stabilité et les

niveaux de Tf11H tandis que chez la levure, son absence ne réduit pas les niveaux de

TFITH. L’effet sévère d’une mutation de TFB5 sur la fonction du NER suggère que le

NER requiert une plus grande concentration de TFITH que la transcription. En effet, des

études dans les cellules vivantes démontrent que TFIIH participe plus longtemps au cycle

de réparation par NER qu’au cycle de transcription (Hoogstraten 2002), expliquant la

hausse du niveau de TFIIH lors d’une réparation par NER.

Plusieurs groupes ont démontré le recrutement de Tf11H durant le cycle de transcription

(Pokholok 2002). Des études d’immunoprécipitation de la chromatine démontrent que

TFIIH lie préférentiellement la région du promoteur et très peu la région codante des

gènes, et son profil de distribution ne semble pas être modifié en présence de produits

endommageant l’ADN (Heo 2004). TFIIH ne voyage donc pas nécessairement avec

l’ARN pol II en élongation même lorsque l’ADN est endommagé, il est probablement

recruté à l’ARN pol II arrêtée seulement lorsqu’il y a une demande pour l’assemblage du

complexe de réparation (Lee 2002).

1.3.7 TFIIS

TFIIS est un facteur général d’élongation connu pour son effet sur les complexes

d’élongation pausés ou arrêtés (Reines 1992, Wang 1993, Izban 1993, Wind 2000).
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TFIIS est un analogue fonctionnel des facteurs de transcription eubactériens Gre (Kulish

2001). Durant l’élongation de l’ARNm, la polymérase peut rencontrer des séquences

d’ADN qui causent le mouvement inverse de l’enzyme. De plus, l’ARN pol II est

capable de détecter l’incorporation inappropriée de nucléotides à la chaîne d’ARN

naissante et de corriger ces erreurs (« proofreading »). Une telle erreur engendre une

paire de base mal appariée dans l’hybride ADN-ARN, et la distorsion induite de l’hybride

déstabilise le complexe d’élongation et favorise un mouvement de l’ARN pol II vers

l’arrière (Erie 2002). Durant cette marche arrière, ou «backtracking », des éléments

structuraux de l’ARN pol II doivent maintenir les deux brins d’ADN ouverts en amont de

la bulle de transcription. La «bridge helix » désapparie la matrice d’ADN et l’extrémité

3’ de l’ARN durant la marche arrière, et l’extrémité 3’ de l’ARN désapparié quitte le site

actif à travers un pore qui traverse l’enzyme, ce qui peut mener à une pause et/ou à un

arrêt transcriptionnel (Armache 2003).

Une pause est définie comme un blocage temporaire de l’élongation duquel l’ARN pol II

peut échapper elle-même sans l’aide de facteurs accessoires. Normalement, l’hybride

ADN-ARN prévient la marche arrière en gardant un registre de la position du dernier

nucléotide transcrit (Nudler 1997). Cependant, certains sites dans l’ADN causent la

déstabilisation de l’hybride, ce qui induit le recul de la polymérase et une pause

transcriptionnelle (Palangat 2001). Durant l’arrêt transcriptionnel, l’ARN pol II effectue

également une marche arrière, mais elle ne peut reprendre la transcription sans l’aide de

TFIIS pour cliver le transcrit. La sortie de l’état d’arrêt requiert donc le clivage de

l’ARN avec l’aide de TFIIS (Guo 1998, Rudd 1994, Fish 2002, Gu 1995a). L’ARN pol

II possède une faible activité nucléase 3 ‘— 5 ‘intrinsèque qui est très fortement stimulée

par IFIlS et qui permet le clivage de dinucléotides ou de chaînes de 7 à 9 ribonucléotides

à partir de l’extrémité 3’ de complexes d’élongation pausés ou arrêtés respectivement (Gu

1995, Wang 1993). In vitro, le clivage induit par TfIIS augmente la capacité de

correction, ou «proofreading », de l’ARN pol II, ce qui augmente la fidélité de

transcription (Thomas 1998). L’ARN pol II isolée comporte un niveau assez élevé de

mauvaise incorporation de nucléotides durant l’élongation, estimé à 1 par i0 à i05

(Uptain 1997). Le groupe de Hawley a appliqué un protocole forçant l’ARN pol II à
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Figure 10 : Topologie conservée des complexes ARN polymérase avec les facteurs

de clivages respectifs

Les directions de sortie de l’ARN durant la synthèse et durant la marche arrière sont

indiquées par les flèches rouges.

A. Schématisation de l’ARN p01 II en complexe avec TFIIS.

B. Schéma correspondant à l’ARN polymérase bactérienne en complexe avec GreB.

L’ADN codant (bleu) et l’ARN (rouge) sont placés selon la structure du complexe

d’élongation (Gnatt 2001). La sphère rose démarque la localisation du métal A.

Image tirée de: Cramer 2004

incorporer de l’IMP durant l’élongation. Ces auteurs ont démontré que l’addition de

TFIIS a grandement réduit l’incorporation de l’IMP et que le ribonucléotide mal apparié

est enlevé efficacement de l’extrémité 3’ de la chaîne d’ARN naissante (Thomas 1992).

TFIIS a été le premier FGT purifié à partir des essais de synthèse de longs ARNm in vitro

(Sekimizu 1976). Plus tard, des essais d’immunoprécipitation de la chromatine ont

démontré qu’il pouvait s’associer avec la polymérase en transcription in vivo (Pokholok

2002). TFIIS est un facteur modulaire qui comprend un domaine I N-terminal, un

domaine II central et un domaine III C-terminal. Le domaine I, peu conservé, forme une

unité de 4 hélices et n’est pas requis pour l’activité de TFIIS (Booth 2000). Le domaine

II forme une unité de 3 hélices (Morin 1996, Olmsted 199$), et le domaine III adopte un

repliement en doigt de zinc avec une tige-boucle (Olmsted 199$, Qian 1993). Le
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domaine II et la séquence entre II et III sont requis pour la liaison à la polymérase, tandis

que le domaine III est essentiel à la stimulation du clivage de l’ARN.

Récemment, les rôles des facteurs TFIIS et GreB ont été éclaircis par des études

structurelles de ces facteurs liés à leurs polymérases respectives (figure 10) (Opalka

2003, Kettenberger 2003). TFIIS et Gre pénètrent le pore, ou canal secondaire, de la

polymérase avec un ion Mg2 dans le site actif. L’ion Mg2 retenu par TFIIS ou GreB

collabore avec un second ion Mg2, nommé métal A, à l’intérieur du site actif pour cliver

la chaîne d’ARN naissante (Zhang 2003). Le domaine III atteint et complémente le site

actif à l’aide d’une tige-boucle fi hautement conservée et ayant deux résidus acides à

proximité de l’ion métallique A de la polymérase et se rapprochant de la structure sucre-

phosphate de l’ARN. Le domaine III de TFIIS ne bloque pas entièrement le pore dans

lequel il pénètre, mais plutôt le restreint (Kettenberger 2003), laissant suffisament

d’espace pour l’entrée des NTP, tel que requis pour la polymérisation en présence de

TFIIS (Horikoshi 1984). De plus, la liaison du domaine III de TFIIS induit le repliement

d’une boucle de Rpbl correspondant à la «trigger ioop» bactérienne (Vassylyev 2002,

Kettenberger 2003). TFIIS effectue des contacts potentiels près de cette boucle qui,

lorsque repliée, referme le pore. Les changements structuraux de la «trigger Ïoop » sont

transmis à l’hélice nommée «bridge helix ». TFII$ forme des liens avec Rpbl causant le

mouvement vers le haut de la moitié C-terminale de la «bridge helix » et le déplacement

vers l’extérieur des boucles switch J et 2 (discutées plus loins dans le texte), causant ainsi

l’élargissement du site de liaison de l’hybride ARN-ADN. Donc, en plus de

complémenter le centre catalytique de la polymérase, la liaison de TFIIS joue un rôle

allostérique et réarrange la conformation du site actif et de l’environnement de l’hybride

ARN-ADN.

1.4 Étapes de la réaction transcriptionnelle

La transcription des gènes de classe II peut être séparée en six étapes distictes : la

formation du PIC, la formation du complexe ouvert (ouverture de la bulle
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transcriptioimelle), l’initiation, le dégagement du promoteur, l’élongation et la

terminaison.

1.4.1 La formation du complexe de pré-initiation (PIC)

La reconnaissance du promoteur basal par la machinerie transcriptionnelle est essentielle

pour le positionnement et l’assemblage adéquat d’un PIC contenant l’ARN pol II et les

FGTs TFIIB, TFIID, TFIIE, TFIIF et TFIIH (Buratowski 1994, Buratowski 1989,

Komberg 1999a). La formation du PIC commence avec la liaison de facteurs régulateurs

sur un élément d’ADN près du site d’initiation (figure 11, tableau I). Ces facteurs

peuvent agir directement en interagissant avec la machinerie transcriptionnelle, ou

indirectement, en recrutant des coactivateurs qui modifient ou remodèlent la chromatine.

TFIID lie d’abord la boîte TATA via sa sous-unité TBP. TFIIA reconnaît TBP, stabilise

le duplexe ADN-TBP et stimule le recrutement de TFIIB (Pugh 2000, Dion 2003). TBP,

une molécule symétrique, requiert la présence d’un autre élément pour déterminer

l’orientation de la transcription. TFIIB en se liant à TBP via l’élément BRE, dirige la

directionnalité de la transcription en induisant l’assemblage antisymétrique du complexe

et spécifie le site d’initiation (Buratowski 1989, Lagrange 1998). Ainsi, la liaison

spécifique de la machinerie transcriptionnelle au promoteur basal résulte de la

coopération entre au moins deux des FGTs, et les combinaisons peuvent varier entre

différents promoteurs. TFIIA et TFIIB peuvent donc lier le complexe TBP-ADN

simultanément et de manière synergétique et le stabiliser. Tf11F lie directement l’ARN

p01 II en solution et la recrute au promoteur (Killeen 1992). De plus, TFIIF induit

l’enroulement du promoteur autour de la polyrnérase durant la formation du PIC (Robert

1998). TFIIE lie indépendamment l’ARN pol II et recrute le complexe TFIIH.
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Figure 11: Étapes de la transcription par l’ARN p0111

L’ARN p0! II et les FGTs s’assemblent d’abord sur le promoteur pour former le PIC.

Tf11H catalyse l’ouverture du promoteur entre -9 et +2 par rapport au site d’initiation

(+1) pour former la bulle transcriptioimelle, qui s’étend en aval au fur et à mesure que la

transcription progresse. Jusqu’à la position +10, l’ARN pol II effectue un cycle

d’initiations avortées. À la position +11, le promoteur se referme entre -9 et +2 et le

complexe entre alors dans un mode d’élongation productive. La bulle transcriptioirnelle

reste alors ouverte entre -9 et +2 par rapport à la position du dernier rNTP ajouté.

Image tirée de: Langelier 2002
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Tableau I:

Les fGTs et les coactivateurs reliés à l’ARN polIT de S. cerevisiae

Nb.de
Facteur

s.-u.
Fonction

• Stablise TBP et la liaison TFIID-ADN
TFIIA 2 • Bloque les inhibiteurs de transcription

• Régule positivement et négativement certains gènes

TFIIB 1
• Lie TBP, l’ARN p0111 et le promoteur d’ADN
• Aide à fixerie site d’initiation

• Lie l’élément TATA et déforme l’ADN au promoteur
TFIID TBP 1 • Plateforme pour l’assemblage de TFIIB, TFIIA et les

TAFs

• Lient I’lnr et le DPE
TAFs 14

• Representent la cible des facteurs de regulation

• Se lie coopérativement avec l’ARN pol Il
• Activités kinase et acétyltransférase

Mediateur 24 . .

• Stimule la transcription basale et activee
• Cible des facteur de régulation

• Lie l’ARN p0111 et est impliqué dans son recrutement
au PIC ainsi que dans la formation du complexe

TFIIF* 3
ouvert

• Lie Fcpl
• Stimule l’enroulement de l’ADN du promoteur autour

de l’ARN p0111

• Lie le promoteur à proximité du site d’initiation
TFIIE 2 • Aide à ouvrir ou stabiliser la bulle de transcription

dans le complexe ouvert

• Possède plusieurs fonctions dans la transcription et la

TFIIH 10
réparation de l’ADN

• Activité kinase et deux activités hélicases
• Essentiel pour la formation du complexe ouvert

SAGA TAF 5 • Fonction inconnue

9
• Organisent la structure du complexe SAGA

Sgfs • Interagissent avec TBP, TFIIA et Gcn5

Gcn5 1 • HAT

• Sous-unité essentielle, cible des activateurs
Tral 1 • La troisième plus grosse protéine chez la levure.

Composante du complexe NuA HAT
Ubp8 1 • Ligase d’ubiquitine

* La levure possède une sous-unité additionnelle par rapport à l’humain
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Chez la polymérase bactérienne, plusieurs facteurs u existent et sont utilisés dans des

circonstances différentes. Les promoteurs bactériens sont reconnus par un seul facteur u

à la fois, tandis que l’initiation par l’ARN pol II requiert les 5 FGTs et au moins 15 autres

polypeptides (Kornberg 1999a). Les facteurs u participent à deux fonctions distinctes,

notamment à reconnaître les régions -10 et -35 du promoteur et à faciliter l’ouverture de

la bulle de transcription autour du site d’initiation (Gross 1998). Le rôle de la

reconnaissance du promoteur implique non seulement la liaison au promoteur, mais

également la capacité des facteurs u à défaire les complexes ADN-ARN polymérase non-

spécifiques. Chez les eucaryotes, TFIIF est également capable de défaire ces complexes

non-spécifiques (Conaway 1990, Killeen 1992, Tan 1995) et sa sous-unité RAP3O

constitue clairement un homologue des facteurs u (Henry 1994, Sopta 1989).

Une étude de photo-pontage site-spécifique ADN-protéine des complexes d’ARN p01 II

liés à l’ADN indique que le PIC forme une structure très compacte dans laquelle l’ADN

est replié et enroulé de manière serrée autour du noyau du complexe (Forget 2003, Robert

1998). L’ARN pol II se retrouve liée par photo-pontage à l’ADN de la position -40 à

+26, une région de 66 ph correspondant à 225À d’ADN de la forme B. Cette région est

significativement plus étendue que la plus grande dimension de l’ARN pol II qui

correspond à -140À (Forget 1997). Le chemin qu’emprunte l’ADN du promoteur à la

surface de la polymérase a été déduit comme un enroulement droit autour de la pince

mobile de l’ARN pol II. Un tel enroulement vers la droite détend l’hélice d’ADN, à

l’opposé d’un enroulement vers la gauche qui induirait une compaction de l’hélice. Le

déroulement de l’hélice d’ADN du promoteur pourrait jouer un rôle dans la production

d’une région partielle d’ADN simple-brin nécessaire à l’action de l’hélicase simple-brin

de TFIIH dans la formation du complexe ouvert (Forget 2004). Le photo-pontage de

TFIIF et TFIIE en amont de l’élément TATA et en aval du site d’initiation indique que

les deux facteurs sont associés avec la pince mobile. L’enroulement serré du promoteur

autour de la pince serait responsable des contacts de ces deux facteurs à plus de 60 ph de

distance. De plus, la présence de deux molécules de chacune des sous-unités de TFIIF et

TFIIE (a232) expliquerait l’étendue des contacts. TFIIEŒ, homologue à la région de

liaison de l’ADN du facteur u procaryote (Ohkuma 1991), possède une activité de liaison
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à l’ADN importante lors de l’ouverture du promoteur et a été liée par photo-pontage au

nucléotide -10 (Forget 2004).

1.4.2 Formation du complexe ouvert, initiation et dégagement du promoteur

Suite à l’assemblage du PIC, la machinerie transcriptionnelle sépare les brins d’ADN

dans la région du site d’initiation sur environ 11 ph pour former la bulle de transcription.

Cette ouverture découle de l’activité hélicase ATP-dépendante de TFIIH qui est requise

pour l’ouverture des brins d’ADN entre les nucléotides -9 et +2, le site +1 étant le site

d’initiation de la transcription (Guzman 1999). L’état actif requière l’hydrolyse de

molécules d’ATP jusqu’à la position +4 puisque l’ajout d’ATPyS, un analogue d’ATP

non-hydrolysable, maintient le complexe dans un état fermé (Conaway 1989, Holstege

1997). Le complexe transcriptioimel demeure fonctionnellement instable jusqu’à ce que

le transcrit naissant atteigne une longueur de près de 15 nucléotides. 3 étapes de

transition doivent être franchies avant de parvenir à l’élongation stable (Dvir 2002).

D’abord, la synthèse de l’ARN commence avec une phase abortive durant laquelle

plusieurs courtes molécules d’ARN sont relâchées puisqu’ells ne sont pas liées de

manière stable au complexe de transcription. Après la formation de 3 liens

phosphodiesters, le complexe ouvert devient insensible à la présence de ATPyS (Holstege

1997) et l’ARN demeure associé au complexe de transcription (Kugel 2002). Lorsque le

transcrit atteint une longueur de quatre nucléotides, il y a une baisse du niveau de

transcription abortive, et cette transition est nommée «escape commitment », ou

engagement pour l’échappement (Kugel 2000). Une deuxième barrière doit être franchie

lorsque l’ARN atteint une longueur de 10 nucléotides. L’ajout du onzième

ribonucléotide à l’ARNm en synthèse cause un changement conformationnel dans lequel

la bulle de transcription se repositionne de façon à ce que le registre +1 soit au centre de

la nouvelle bulle formée. Cette étape irréversible implique la fermeture soudaine de

l’hélice d’ADN entre les position -9 et +2 et le complexe devient alors processif.

Finalement, la troisième transition est démontrée par la présence continue du cofacteur

ATP et du facteur TFIIH jusqu’à ce que l’ARN soit d’une longueur de 15 nucléotides.

Le passage réussi du complexe transcriptionnel à travers ces étapes est appelé



39

«dégagement du promoteur », et représente l’étape limitante de la transcription (Kugel

199$).

1.4.3 Élongation

La vitesse d’élongation in vivo atteint 1200 à 2000 nucléotides par minute, tandis qu’in

vitro, elle atteint seulement 100 à 300 nucléotides par minute sur des matrices d’ADN nu,

en plus d’être freinée par des sites de pauses très fréquents (Conaway 1999). Dans les

deux cas, l’élongation efficace doit surmonter plusieurs obstacles intrinsèques à la

matrice d’ADN chromatinisée ou à la séquence de certains éléments, tel que les

répétitions de thymines. Il existe 3 obstacles principaux à l’élongation, notamment, les

pauses, les arrêts et la terminaison (Uptain 1997, Shilatifard 2003). La plupart des

facteurs d’élongation identifiés servent à contrôler ou surmonter ces obstacles (tableau

II). Les facteurs d’élongation connus sont regroupés en 3 catégories fonctionnelles. La

première est composée des facteurs impliqués dans l’arrêt séquence-dépendent ou induit

par les intercalants, et inclut la famille des facteurs TFIIS et PTEF-b (pour «positive

transcription elongation factor b »). Comme mentionné plus tôt, TFIIS induit

l’élongation efficace par l’ARN p01 II en empêchant l’arrêt prématuré dû à une séquence

d’ADN spécifique, en plus de réactiver une polymérase arrêtée. PTEF-b est un facteur

hétérodimérique composé de la cycline T et de Cdk9, responsable de phosphoryler la

sérine 2 du CTD et dont l’activité kinase est contrebalancée par l’action de la phosphatase

Fcpl (Cho 1999, Cho 2001, Archambault 1997). La deuxième classe de facteurs régule

le taux d’élongation à travers la chromatine et inclut le facteur fACT (pour «facilitates

chromatin transcription »), tandis que la troisième classe augmente le taux catalytique

d’élongation en altérant le K1 et le Vmax de l’ARN pol II, et inclut TFITF et les familles

de facteurs Elongins et ELL (Elmendorf 2001, Izban 1992b). Les fonctions de chacun

des facteurs sont mentionnées plus en détails dans le tableau II.
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Tableau II: Facteurs d’élongation associés à l’ARN p01 II (adapté de Sim III 2004)

Facteurs Actif!
Sous-unités Propriétés

d’élongation Passif
Essentiel pour la formation du PIC, aide à sortir des pauses,

TFIIF RAP3O, RAP74 Actif module TFIIS
Elongins Elongin A, B, C Actif Aide à sortir des pauses, rôle dans l’ubiquitination

ELL EAP 20, 30, 45 Actif Aide à sortir des pauses
Stimule l’élongation, supprime la terminaison précoce de la

DSIF Spt 4, 5 Actif transcription, stimule le coiffage

NELF
NELF -A, -B, -C, -

Actif Pause l’ARN p01 Il pour permettre le coiffage temporel
D, -E

Stimule l’élongation, module TFIIS, joue une rôle dans la
CSB Actif rescousse de la polymérase aux point de dommage à l’ADN et

dans la réparation par excision couplée à la transcription
Stimule l’élongation, recycle l’ARN p01 Il en déphosphorylant les

FCP1 Actif Ser5 du CTD, rôle dans le coiffage
Stimule le clivage par l’ARN p0111 du transcrit naissant pour

TFIIS Actif contrer l’arrêt
Stimule l’élongation, module la structure de la chromatine,

Spt6 Actif activité chaperonne pour les histones
Stimule l’élongation, lie l’ARN p01 Il, déplace NELF,

HDAg Actif fonctionnellement distinct de TFIIF
195 Rpt4, Sugi (Rpt6), Recruté par la mono-ubiquitination de H2B, impliqué dans la

Actif
Proteosome autres méthylation de H3-K4

Délivre de la pause induite par NELF, phosphoryle Ser2 du CTDPTEFb* Cdk9, cyclin T Passif et DSIF (Spt5)

Ssu72 Passif
Déphosphorylation des Ser5 du CTD, rôle dans la maturation 3’

des transcrits
SWI/SNF BRG1, autres Passif Remodelage de la chromatine ATP-dépendent

Régule la phosphorylation des Ser2 et Ser5, la méthylation de
lswl p lswl p, lsw2p,

Passif H3-K4 et H3-K36, et le recrutement des facteurs de maturation
(lswJ b) loc4p 3’ du transcrit

Chdl Passif
Interagit génétiquement et physiquement avec les facteurs

d’élongation, localisé dans les régions codantes
Facilite l’élongation à travers la chromatine, régule la structure

FACT Sptl6 Passif**
de la chromatine, activité chaperonne pour les histones

Seti Passif
Méthylation de H3-K4, localisé dans les régions de promoteur et

des régions codantes
Set2 Passif Méthylation de H3-K6, localisé dans les régions codantes

Module la mono-ubiquitination de H2B et la méthylation de H3-
Paf

Pafi, Cdc73, Ctr9,
Passif K3, recrute Seti et Set2, impliqué dans la modulation de la

Leol, Rifi maturation de l’ARNm

THO
Hprl, Tho2, Mftl, Requis pour la transcription de long transcrits, ou ceux

Passif
Thp2 contenant un niveau élevé de GC

Relie l’élongation à l’épissage et l’export des pre-ARNm,
TREX THO, Sub2, Yral Passif surveillance, interaction avec Spt6
lswl/Spnl Passif S’associe à Spt6, localisé dans les régions codantes

* Ctkl et Burl sont des homologues de Cdk9, la sous-unité catalytique de P-TEFb
** Affecte le niveau de transcription de l’ARN pol II sur des matrice de chromatine
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1.4.3.1 Fidélité, spécificité et transiocation

La fidélité de transcription est définie comme étant la capacité de l’ARN p01 II

d’incorporer correctement les nucléotides complémentaires aux bases du brin matrice de

l’ADN. Cette fidélité dépend du bon positionnement du NTP entrant pour optimiser les

interactions Watson-Crick entre le NTP et la base codante de la matrice.

Une autre caractéristique importante de l’ARN pOlIT est sa spécificité pour la synthèse de

chaînes d’ARN plutôt que des chaînes d’ADN. Cette spécificité peut être accomplie par

au moins trois mécanismes possibles. Premièrement, le groupe discriminatoire 2’-OH du

NTP entrant peu former des liens hydrogènes avec certaines résidus conservés de l’ARN

pol II (Cramer 2001, Gnatt 2001). Deuxièmement, les groupes 2’-OH des quelques

derniers nucléotides incorporés dans la chaîne d’ARN naissante forment directement des

liens hydrogènes avec des résidus de l’ARN pol II, ce qui stabilise les complexes qui

incorporent des ribonucleotides. Finalement, le centre catalytique de l’ARN pol II est

complémentaire à la conformation spécifique de l’hybride ADN-ARN.

L’ARN pol II doit lier fortement l’ADN et l’ARN pour créer un complexe d’élongation

stable et processif En même temps, elle doit permettre la translocation précise des acides

nucléiques pour se déplacer sur la matrice d’ADN à une vitesse considérable de plusieurs

centaines de nucléotides par minute. Les différentes structures cristallographiques de

l’ARN pol II ont donné plusieurs indices pour comprendre cette translocation (ces

structures, ainsi que le mécanisme de transcription, seront discutés en détail plus tard).

Tout d’abord, les interactions avec les acides nucléiques se font via le squelette de sucre

et de phosphate, ce qui évite les interactions base-spécifiques qui interféreraient avec la

translocation. De plus, plusieurs charges positives de type « long-range » forment une

enveloppe autour des acides nucléiques à une distance allant jusqu’à $À (Thomas 199$).

De telles interactions électrostatiques permettent une liaison forte des acides nucléiques

sans restreindre leur mouvement. Finalement, la translocation est accompagnée de

changements conformationnels chez l’ARN pol II des régions entourant les acides
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nucléiques. Un exemple de ces mouvements est observé sur une hélice située près du site

catalytique, nommée «bridge helix », et sera discuté plus tard.

1.4.3.2 Modèle d’élongation

Le groupe de Burton a récemment proposé (Nedialkov 2003) un modèle dc translocation

de l’ARN pol II humaine induit par la présence des NTP. Leur méthode consistait à

suivre la progression de molécules d’ARN p01 II humaines pausées en élongation sur une

séquence d’ADN et observer la sortie des pauses et l’élongation. La sortie des pauses

requièrt seulement la translocation, le relâchement du pyrophosphate étant complété

durant la pause, tandis que l’élongation processive requièrt la translocation et le

relâchement du pyrophosphate. Ils ont démontré que ces deux étapes dépendaient de la

présence du prochain NTP entrant. Ils ont également noté que les deux étapes sont

régulées différemment par les facteurs d’élongation TFIIF et l’antigène de l’hépatite <5.

L’antigène de l’hépatite ô (HDAg) est un facteur d’élongation viral de l’ARN p0111 codé

par le virus de l’hépatite ô (HDV) (Lai 1995). Son rôle dans l’élongation semble

important du côté clinique puisque le virus HDV coexiste et complique l’infection

chronique et sévère du virus humain de l’hépatite B. Le fGT TFIIF, tel que mentionné

plus tôt, joue un rôle critique lors de la phase de dégagement du promoteur (Yan 1999,

Dvir 2002) et stimule l’élongation par l’ARN pol II 5 à 10 fois in vitro en supprimant les

pauses transcriptionnelles (Renner 2001, Tan 1994, Lei 1999, Bengal 1991, Izban 1992a,

Price 1989). Leurs résultats suggèrent que TFIIf induit un reserrement de la pince sur

l’hybride ARN-ADN et une géométrie optimale pour la catalyse au site actif Ainsi,

lorsque la pince est serrée, la «bridge helix » s’enfonce sur l’hybride et le stabilise.

Advenant une pause, le complexe d’élongation tend à se trouver à l’état pré-transloqué et

le prochain NTP codant est requis pour stimuler la translocation et pousser le complexe

hors de la pause. Cependant, dans le cas du facteur HDAg, leurs études suggèrent qu’il

peut desserrer la prise de la pince et faciliter la translocation de l’hybride. De ce fait,

l’élongation devient moins dépendante du chargement du prochain NTP codant puisque

le NTP entrant n’est plus requis pour pousser le complexe hors de la pause (Nedialkov

2003). Le modèle de Burton confirme également qu’à des concentrations limitantes de



43

NTP, la transiocation au site actif est l’étape critique et limitante de la synthèse d’ARN et

qu’elle est induite par la liaison du prochain NTP codé par la matrice.

En se basant sur les résultats de structure, plusieurs équipes ont suggéré que le pore était

la route principale des NTP à charger (Gnatt 2001, Cramer 2001, Vassylyev 2002, Gnatt

2002, Zhang 1999b), mais les études de cinétique de l’équipe de Burton sont en

désaccord avec cette hypothèse. Ils suggèrent plutôt que durant la synthèse processive,

les NTPs sont chargés par le canal principal, avant l’étape de transiocation. Durant l’état

pré-transloqué, l’hybride ADN-ARN semble bloquer l’accès des NTP à travers le pore

secondaire, mais après la transiocation, par exemple suite à une pause transcriptioimelle

ou une transiocation NTP-indépendente, la base d’ADN n+1 semble dirigée vers le pore

pour le chargement du nucléotide (Zhang 2004).

1.4.4 Terminaison, recyclage de la polymérase, réinitiation et régulation

La réaction de terminaison est couplée à une réaction de modification de l’extrémité 3’ de

la chaîne d’ARN. La plupart des précurseurs d’ARNm eucaryotes sont clivés à un site

spécifique dans la région 3’ non-traduite avant d’être polyadénylés. La polyadénylation

est un processus biochimique par lequel une chaîne de plusieurs adénines (200 à 250 en

moyenne) est ajoutée de manière covalente à l’extrémité 3’ des ARNm et sert à la

stabilité du messager et son exportation du noyau (Hirose 1998). La terminaison de la

transcription est également couplée à la déphosphorylation du CTD de l’ARN pol II.

Cette déphosphorylation est requise pour la réinitiation de la transcription, puisque

l’ARN pol II peut seulement joindre le complexe d’initiation lorsque son CTD est

déphosphorylé. La CTD phosphatase Fcpl joue un rôle important dans ce recyclage

(Cho 1999, Kobor 1999) et c’est la sous-unité Rpb4 de la polymérase qui recrute Fcpl à

proximité du CTD (Kimura 2002, Armache 2003).
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Figure 12 : Mécanismes d’initiation et de ré-initiation de l’ARN p01 II

À la suite de l’initiation, un complexe d’échafaudage est laissé sur le promoteur pour

permettre la ré-initiation de la transcription.

Image tirée de: Hahn 2004

La réinitiation de la transcription se produit par un mécanisme différent de celui de

l’initiation (figure 12) (Hahn 1998). Suite à l’initiation et au dégagement du promoteur,

une partie de la machinerie transcriptionnelle est laissée sur la région promotrice et

devient un échafaud pour l’assemblage d’un nouveau complexe d’initiation. Cet

échafaud comprend TFIIA, TFIID, Tf11E, TFIIH et un complexe Médiateur, et peut être

stabilisé par des activateurs transcriptionnels, tel que Ga14-VP 16 (Yudkovsky 2000). Le

complexe ARN p01 II-TFIIF peut alors être recruté pour d’autres cycles de transcription

(Rani 2004). La réinitiation, ainsi que l’initiation et l’élongation, représentent des cibles

importantes pour la régulation de l’ARN p01 II étant donné que cette dernière est

considérée le point ultime des voies de signalisation et de transduction.

Reinitiation

PolIt

IIB
11F
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figure 13 : Architecture des sous-unités de l’ARN polymérase

A. Présentation schématique des sous-unités des polymérases bactérienne, archée et

eucaryote. Les sous-unité correspondantes possèdent les mêmes couleurs.

B. Structure tri-dimentionnelle de la polymérase de bactérie T aquaticits et de levure S.

cerevisiae. Le métal A du site actif est illustré en rose et les ions de zinc sont en bleu.

Image tirée de: Cramer 2002

1.5 Architecture de l’ARN pOlIT

Les structures cristallographiques des ARN polymérases bactérienne et de levure

montrent des éléments protéiques hautement similaires dans la région du site actif,

suggérant que le mécanisme de formation de la chaîne d’ARN est conservé (figure 13)

(Cramer 2001, Zhang 1999). L’ARN p01 II comprend 12 sous-unités, nommées Rpbl à

Rpbl2, d’un poids total de plus de 500 kDa. Les deux plus grandes sous-unités, Rpbl

(220 kDa) et Rpb2 (140 kDa) forment le site catalytique de l’enzyme et sont

respectivement homologues aux sous-unités 9’ et t3 de l’ARN polyrnérase bactérienne.

3F helix
Secondary channel
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Cinq sous-unités, notamment Rpb5, Rpb6, Rpb$, RpblO et Rpbl2, de poids moléculaire

variant entre 7 et 22 kDa, se retrouvent également chez les ARN polymérases I

(responsable de la synthèse des ARNr) et III (responsable de la synthèse des ARNt et

ARNr 5S). Rpb3 et Rpbll sont homologues à l’hornodimère a2 impliqué dans

l’assemblage de l’ARN polymérase bactérienne, tandis que Rpb9 est impliquée dans

l’élongation à travers les sites d’arrêts. Chez S. cerevisiae, Rpb4 et Rpb7 forment un

sous-complexe qui peut se dissocier du reste de l’enzyme selon les conditions

environnementales (Orlicky 2001) (voir plus bas). Rpb7 est essentiel à la survie et la

croissance de la cellule (McKune 1993, Mitsuzawa 2003), tandis que Rpb4 est

dispensable dans des conditions de cultures optimales mais essentiel dans certaines

conditions extrêmes (Woychik 1989, Sheffer 1999, Choder 1993, Farago 2003, Miyao

2001). Lorsque la cellule est en croissance active, la plupart des complexes d’ARN pol II

ne contiennent pas le dimère Rpb4-Rpb7, ce dernier tend plutôt à s’associer durant la

phase stationnaire ou à la suite d’un stress (Khazak 1998).

Les études structurelles à haute résolution requièrent de grandes quantités des protéines

purifiées qui ne peuvent pas être obtenues par surexpression dû à la complexité de

l’enzyme. Les études fonctionnelles sur l’ARN p01 II humaine étaient restreintes dû au

manque de système de purification approprié des différentes formes de l’enzyme

humaine. Des rôles généraux avaient été attribués à certaines sous-unités mais leur

implication précise dans les différentes étapes de la transcription restait floue jusqu’à la

détermination, par Roger Kornberg et ses collaborateurs, de la structure d’une enzyme

contenant 10 des 12 sous-unités à une résolution de 2.8Â et de celle de l’enzyme en

élongation à 3.3À, n’incluant pas le dimère Rpb4-Rpb7 (figure 14) (Cramer 2001, Gnatt

2001). Ces structures ont permis d’explorer le mécanisme transcriptionnel en permettant

de voir, à l’échelle atomique, les chaînes latérales des acides aminés de l’enzyme libre et

de positionner le duplex ARN-ADN par rapport aux différents éléments du site

catalytique.

Les structures disponibles ont permis l’identification de domaines qui ont été nommés

selon leur fonction présumée et leur localisation et qui sont souvent composés de parties
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de différentes sous-unités (figure 14). Huit ions de zinc se retrouvent près de la surface

de l’enzyme et servent à stabiliser le complexe. Les sous-unités Rpbl et Rpb9 lient

chacune deux ions de zinc, tandis que les sous-unités Rpb2, Rpb3, RpblO et Rpbl2 en

lient un seul. Les deux plus grosses sous-unités de l’ARN pol II, Rpbl et Rpb2, forment

la masse centrale du noyau ainsi qu’un sillon (« clefi ») chargé positivement (Cramer

2000, Cramer 2001). Le centre catalytique est formé entre une pince mobile (« clamp »),

une «bridge helix» (hélice de pontage) qui traverse le clejt et un mur, ou «wall », qui

bloque l’extrémité du cleft et fait courber l’ADN de 90° vers le haut. Une paire de

mâchoires, ou «jaws », borde l’entrée du cleft, la mâchoire supérieure formée par Rpb9

et une partie de Rpbl, et la mâchoire inférieure chargée positivement formée par Rpb5 et

Rpbl. Au fond du cÏeft se trouvent deux ions Mg2 qui indiquent l’emplacement du site

actif. L’hybride prend place dans ce sillon, où sont localisées la majorité des charges

positives de l’enzyme, entre la «bridge helix » de Rpbl qui traverse le cÏeft et le walt de

Rpb2 (Cramer 2001). Au-dessus du site catalytique se trouve un canal qui servirait, lors

de l’élongation normale, à l’entrée des rNTP. Au fond du cÏeJt se trouve un pore, ou

canal secondaire, qui s’étend jusqu’à l’arrière de l’enzyme comme une entonnoir renversé

et qui servirait au relâchement des pyrophosphates et à l’entrée des rNTP lorsque

l’enzyme est à l’état post-transloqué (Nedialkov 2003). La bordure du pore comprend

une boucle de Rpbl liant un ion Mg2 (métal A) via 3 résidus d’aspartates D481, D4$3 et

D485, faisant partie d’un motif NADFDGD strictement conservé (Cramer 2001, Gnatt

2001, Westover 2004b). Un second ion métallique, le métal B, est localisé près des

résidus D4$1 et D483 de Rpbl, ainsi que des résidus E836 et D$37 de Rpb2 hautement

conservés (Cramer 2001, Gnatt 2001, Westover 2004b) et semble nécessiter la présence

d’un NTP pour sa coordination adéquate (Cramer 2001, Gnatt 2001, Westover 2004b,

Nedialkov 2003).
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Figure 14 Structure cristallographique de l’ARN polymérase II

A. Enzyme libre à une résolution de 2,8 Â. L’enzyme contient un sillon (Rpbl) bordé à

son entrée par une paire de mâchoires, supérieure (partie de Rpbl et Rpb9) et inférieure

(Rbp5), et au fond duquel se trouvent deux ions Mg2 qui indiquent l’emplacement du site

actif. Près du site actif, l’hélice de pontage (Rpbl) traverse le sillon pour rejoindre Rpb2.

Le pore localisé à l’arrière de l’enzyme permettrait la sortie de l’extrémité 3’ libre de

l’enzyme.

B. Enzyme en élongation à une résolution de 3,3 Â. La pince formée de parties de RbpI et

Rbp2 effectue une rotation de 300 qui maintient la matrice d’ADN et le transcrit au sein

du complexe transcriptionnel. L’extrapolation du trajet probable des acides nucléiques au

sein de l’enzyme montre que l’ADN double brin situé en aval fait contact avec la

mâchoire inférieure puis passe entre le lobe de Rbp2 et une partie de la pince formée par

Rbpl. Des flèches indiquent les sites d’entrée et de sortie de l’ADN.

C. Contacts ARN pol II-ADN-ARN dans la région de la bulle de transcription. Plusieurs

domaines des sous-unités Rpbl et Rpb2 font contact avec l’ADN et l’ARN au niveau de la

bulle transcriptionnelle en formant un réseau complexe d’interactions qui crée une zone

hautement complémentaire à la liaison des acides nucléiques. Cette zone contribue à la

stabilité du complexe transcriptionnel et donc à l’efficacité de l’élongation par la

polymérase. Les boucles 1 à 5 sont nommées dans le texte “Switch”.

Image tirée de: Langelier 2002
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1.5.1 Réaction de polymérisation

Notre compréhension des mécanismes d’action de l’ARN pol II a également été

révolutionnée par la publication des structures cristallographiques de la polymérase et

d’un complexe en élongation ARN pol II-ADN-ARN (figure 14, bas) (Cramer 2001,

Cramer 2000, Gnatt 2001, Fu 1999). La différence de conformation du site actif entre la

polyrnérase en élongation et l’enzyme libre a été utilisée pour proposer un mécanisme

d’addition du nucléotide à la chaîne d’ARN, demandant la participation de deux ions

magnésium, et conservé à travers les différentes ARN et ADN polymérases de plusieurs

organismes (figure 15A). Le métal A diminue l’affinité de l’oxygène 3’ à l’hydrogène,

facilitant ainsi l’attaque nucléophile du 0 sur le phosphate Œ en 5’, ce qui mène à la

formation d’un lien phosphodiester. Le métal B facilite le relâchement de la molécule de

pyrophosphate et les deux ions Mg2 stabilisent la structure et la charge de l’état de

transition (Doublie 199$).

La résolution de la structure de l’ARN pol II avec un nucléotide mal-apparié a dévoilé

l’existence de deux site sites de liaison des NTP entrants. Il a été suggéré que le

complexe NTP-Mg2 (qui représente le métal B) pénètre d’abord au site actif à travers le

pore et se lie au site d’entrée (E) dans une orientation inversée. Par la suite, le NTP subit

une rotation et se trouve au site d’addition (A) pour la catalyse du lien phosphordiester

(Kettenberger 2004b), et cette transiocation serait coordonée par le résidu E$36 de Rpb2

(Langelier 2005). De plus, les acides aminés de la polyrnérase le long du site de liaison

des NTP et du site actif sont hautement conservés à travers les espèces et les ARN

polymérases nucléaires. Cette observation suggère que le mécanisme de liaison, de

sélection et d’incorporation des NTP est semblable chez tous ces enzymes (Kettenberger

2004b). En effet, la discrimination pour les NTP par rapport aux dNTP chez la

polymérase bactérienne implique le même résidu que celui correspondant à N479 de la

levure (Svetlov 2004).
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figure 15 : Modèle du site actif « ajustable» de l’ARN p0! II

A. Mécanisme présumé de l’incorporation de nucléotide durant la polymérisation de

l’ARN.

B. Mécanisme présumé du clivage hydrolitique de l’ARN stimulé par TFIIS. Une

caractéristique clé du modèle est qu’un métal B interagit soit avec le NTP entrant (pour la

polymérisation), soit avec la tige-boucle acide de TFIIS et une molécule d’eau

nucléophile (clivage)

Image tirée de: Cramer 2004

1.5.2 Structure du site actif de l’ARN pol II

Au centre du noyau de l’ARN pol II en élongation, l’ADN et l’ARN forment un hybride

de 9 pb au-dessus du métal A et du pore, et la clanzp adopte un état fermé (Gnatt 2001).

À la base de la cïanip, du côté extérieur, s’étend une région «linker» d’une centaine de

pb reliant la région CTD de Rpbl. Cette région est désordonnée dans toutes les structures

cristallographiques. Dans la structure de la polymérase en élongation, la position de la

clamp mobile restreint le diamètre du cleft, trop étroit pour accommoder le passage

linéaire de l’ADN double-brin du promoteur. Par contre, dans celle de l’enzyme libre, la

cÏamp est distancée du reste de la polyrnérase, laissant un espace qui pourrait, en

principe, accommoder l’ADN double-brin. Un mécanisme d’interaction de la polymérase
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avec son promoteur a donc été proposé, dans lequel le mouvement de la pince mènerait

l’enzyme de la conformation en initiation à celle en élongation et expliquerait la nature

processive de l’enzyme, en fermant la pince sur l’ADN (Cramer 2000). Toutes les

structures sur lesquelles ce modèle est basé comportaient la forme de l’ARN pol II à 10

sous-unités, compétente en élongation. Les sous-unités Rpb4 et Rpb7, essentielles pour

l’initiation dirigée, interféraient avec la cristallisation et se trouvaient absentes des

structures étudiées. Récemment, la structure cristallographique de la polymérase à 12

sous-unités a été élucidée et contredit cette hypothèse en montrant la cïamp dans son état

fermé, en absence d’ADN. Il a été proposé que l’ADN se situe plutôt sur le dessus de la

clarnp lors de la formation du PIC, et que lorsque le promoteur s’ouvre, l’ADN descend

alors au fond du cÏeft (Armache 2003, Bushnell 2003). La cÏarnp se retrouve dans un état

fermé et son mouvement est restreint par le complexe Rpb4/Rpb7 qui forme une cale en

dessous (figure 16). Cette observation suggère que la clarnp est fermée durant l’initiation

et que le duplexe d’ADN du promoteur est initialement lié à l’extérieur du cÏeft. Après

l’ouverture de l’ADN, la matrice simple-brin pourrait glisser à l’intérieur du cleft et lier le

site actif pour initier la synthèse de l’ARN. L’ouverture étendue de la cÏamp pour le

passage du duplexe d’ADN (Cramer 2001) nécessiterait la dissociation de Rpb4/Rpb7 et

semble plutôt improbable (Cramer 2004).

Plusieurs boucles et hélices se rapprochent ou entrent en contact avec le duplex ARN

ADN, suggérant qu’elles pourraient jouer un rôle important dans la réaction de

transcription (figure 14c) (Langelier 2002). Les structures de la polymérase libre et en

association avec le duplexe ARN-ADN démontrent que l’ARN pol II possède une

clamp rigide mais mobile qui oscille de 30À entre un état ouvert, lorsque l’enzyme est

libre en solution, et un état fermé lorsque l’enzyme est en transcription. Dans la structure

du complexe d’élongation, la cÏarnp lie la matrice d’ADN en amont et au centre de

l’hybride ARN-ADN. À la base de cette cÏainp, une série de 5 boucles, appelées

switches, subissent des changements conformatioimels en couplant la rotation de la clarnp

à la présence d’un hybride ARN-ADN dans le cleJt, et relient la clamp au reste de l’ARN

pol II. Les boucles switch 1 et 2 sont très peu ordonnées dans la structure de l’enzyme en

solution, mais deviennent ordonnées dans la structure du complexe en élongation. Cette
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stabilisation est induite par la liaison des switches à l’ADN en duplexe avec l’ARN et

celui plus en aval de l’hybride. La cÏamp est stabilisée par 3 ions de zinc et est formée

par l’extrémité C-terminale de Rpb2 ainsi que de deux régions de Rpbl, l’une localisée à

l’extrémité N-terminale et l’autre près du domaine C-terminal (CTD) de Rpbl.

1.5.3 Un seul site actif pour deux activités

Les études structurelles et biochimiques ont identifié un mécanisme unifié comportant

deux ions métalliques dans un simple site actif ajustable entre la polymérisation et le

clivage de l’ARN chez toutes les ARN polymérases nucléaires (Kettenberger 2003,

Sosunov 2003, Opalka 2003). Selon ce modèle, la polymérisation et le clivage de l’ARN

requièrent le métal A, mais c’est la coordination différentielle du métal B qui alterne

l’activité de la polymérase entre la polymérisation et le clivage (figure 15). Pour la

polymérisation, le métal B lie les phosphates du NTP entrant, tandis que pour le clivage

stimulé de l’ARN, la tige-boucle acide de TFIIS positionne le métal B ainsi qu’une

molécule d’eau nucléophile au site actif. Lors du clivage en absence de TFIIS, le métal B

est lié par un nucléotide additionnel non-attaché mais situé dans le pore (Sosunov 2003).

Il est à noter que ces mécanismes demandent d’être vérifiés par des études additionnelles

tel que des structures à haute résolution.

Figure 16 : Structure de l’ARN p01 II et son interaction avec le sous-complexe

Rpb4/Rpb7

Image tirée de: Asturias 2004
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1.5.4 Ouverture de la bulle de transcription et chemin de sortie de l’ARN

Trois boucles, nommées gouvernail ou «rudder », capuchon ou «lid », et fermeture à

glissière ou «zipper », s’étendent de la cÏamp et jouent un rôle dans la dissociation de

l’hybride, l’ouverture du côté amont de la bulle de transcription et la sortie de l’ARN.

Plus précisément, la boucle zipper semble jouer un rôle dans la séparation des brins

d’ADN codant et non-codants en amont du site actif Les boucles d’embranchement

fork] etfork2 maintiennent la bulle de transcription en amont et en aval, respectivement.

Ainsi, l’ADN en aval est désapparié, ou déroulé, avant d’entrer au site actif de la

polymérase, et est ré-apparié en amont lorsqu’il sort de la polymérase (Erie 2002,

Shilatifard 2003). L’ADN entre donc via la paire dejavs et s’étend à travers le cteft en

direction du site actif (figure 17). L’hybride surgit du site actif le long du wall à angle

droit, tandis que l’extrémité 3’ de la chaîne d’ARN croissante s’étend par-dessus le pore à

travers lequel les nucléotides peuvent entrer. En amont du point de séparation des brins

d’ADN, la matrice positionne une base dans le site actif qui dirige la synthèse d’ARN.

L’hybride ADN-ARN forme plusieurs contacts avec la polymérase (Gnatt 2001) et

Figure 17 : Structure de l’ARN ol II complète

La structure contient les 12 sous-unités de l’ARN pol II ainsi que l’ARN codé et l’ADN

de la matrice (la région mauve représente la structure prédite de l’ADN avant son entré

au site actif).

Image tirée de: Kettenberger 2004
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contribut ainsi la stabilité et la processivité au complexe d’élongation (Kireeva 2000).

En amont de l’hybride, la polymérase continue de contacter l’ARN et l’ADN de l’ADN

matrice, et ces contacts pourraient être responsables de la séparation des brins et la sortie

adéquate de l’ARN (Kettenberger 2004b). Suite à la polymérisation, l’ARN se sépare de

l’hybride et entre dans un canal de sortie localisé à la surface de l’enzyme. Les boucles

rudder et Ïid participent à la séparation de l’ARN de la matrice d’ADN. Le canal de

sortie de l’ARNm est localisé tout près d’un domaine en forme de quai nommé «dock»

et du dernier résidu ordonné de Rpbl, c’est-à-dire juste avant son domaine CTD. Le Ïid

et la saddle, une structure en forme de selle située entre le wall et la clarnp (Cramer

2001), forment un tunnel étroit de sortie de l’ARN qui permet seulement le passage d’un

brin simple (figure 1$) (Westover 2004a). L’extrémité 5’ de l’ARN est située à l’entrée

de ce tunnel, et son extension à travers le tunnel mènerait à deux canaux potentiels qui

lieraient l’ARN et se projettent jusqu’au domaine dock de l’ARN pol II (figure 18)

(Cramer 2000, Cramer 2001).

Une étude a récemment proposé un modèle d’ouverture de la bulle transcriptionnelle

suite à l’observation de paires de bases d’ADN en aval du site actif (Kettenberger 2004b).

Contrairement à un modèle où plusieurs molécules de NTPs s’enligneraient avant le site

actif par jumelage aux bases d’ADN complémentaires (Zhang 2004), cette équipe a

proposé que l’ADN des positions +5 à +9 est essentiellement de la forme canonique B,

mais que le brin codant dévie de cette conformation des positions +2 à +4. Cette

déviation semble être due à 3 résidus de la boucle switch 2 (R326, K330 et R337 chez la

levure) chargés positivement qui tirent le brin codant loin de l’axe du duplexe, et par 3

résidus de switch 1 (E1403, E1404 et E1407 chez la levure) chargés négativement qui

repoussent le brin d’ADN. Ainsi, une distortion et une déstabilisation du duplexe d’ADN

entrant, induites par l’enzyme, pourraient conduire au désappariement des brins. De plus,

la boucle fork2 bloque stériquement la liaison du duplexe, interfère avec le brin non-

codant en amont de la position +3 et prévient la réassociation des brins séparés

(Kettenberger 2004b). Il est à noter que lors de l’initiation, l’activité hélicase de TFIIH

joue un rôle essentiel dans l’ouverture de la bulle de transcription. Les hélicases agissent
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figure 18 : Conservation des compartiments du sillon de l’ARN p0! II

Les boucles de la polymérase qui partitionnent le sillon sont illustrées. Les canaux de

sortie de l’ARN proposés précédemment sont identifiés par 1 et 2. Le site actif est ouvert

en deux moitiés dans les modèles du bas et les résidus de la surface moléculaire allant

jusqu’à 8À des acides nucléiques sont en beige. Les résidus invariables et conservés

entre les ARN polI, II et III sont en vert foncé et pâle respectivement.

Image tirée de: Kettenberger 2004

en déstabilisant les brins d’acides nucléiques par le mouvement ATP-dépendant de deux

domaines qui interagissent avec des régions simple- et double-brins d’acides nucléiques.

En se servant de ce mécanisme, l’hélicase XPB de TFIIH se lie au promoteur d’ADN et

initie l’ouverture de la bulle en induisant une distorsion dans l’ADN autour du site

d’initiation (Woychik 2002). C’est ensuite au tour des boucles de la polymérase à jouer

un rôle dans le maintien de la bulle transcriptionnelle lors des étapes d’élongation.

‘downom
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Après l’initiation, la chaîne d’ARN grandissante pourrait déclencher des transitions

structurelles qui mènent à la formation d’un complexe d’élongation stable. Tel que

mentionné plus tôt, cette chaîne d’ARN grandissante déplace le facteur d’initiation

TfIIB, qui se lie au domaine dock (Chen 2003) et s’étend au dessus de la saddle et

jusqu’au site de l’hybride (Bushnell 2004, Chen 2004). La transition entre un PIC fermé

à un complexe ouvert inclut le mouvement de l’ADN, qui se trouve à l’intérieur du sillon

durant l’élongation mais qui est suspendu au-dessus de ce dernier dans le complexe

d’initiation (Armache 2003, Bushnell 2003, Craighead 2002). L’ADN en amont se

trouve lié à plusieurs facteurs durant l’initiation mais demeure mobile durant l’élongation

(Chen 2004). De plus, la transition est accompagnée de l’enfouissement total de

l’hybride ADN-ARN dans le sillon, un point marquant des complexes d’élongation.

Deux boucles qui s’étendent de chaque côté du sillon, le rttdder et la boucle fork], sont

mobiles dans la polymérase libre (Cramer 2001) mais deviennent ordonnées et se

touchent dans le complexe d’élongation, créant deux éléments dans le cteft pour

maintenir la bulle de transcription (Westover 2004a). Étant donné l’importance du lid,

des boucles fork] et fork2 et du rudder pour la séparation des acides nucléiques, il est

surprenant que ces boucles ne soient pas conservées chez les polymérases I et III, et

varient même en longueur. Ces boucles seraient simplement responsables d’un

cloisonnement topologique passif du clefi de l’ARN pOlIT (Kettenberger 2004b).

La transition entre l’initiation et l’élongation a été structurellement caractérisée pour la

polymérase à sous-unité simple du bactériophage T7, qui ne requiert pas de facteurs

d’initiation. Une grande région de cette polymérase se réarrange durant cette transition

pour créer un site pour la liaison de l’hybride et un tunnel de sortie pour la chaîne d’ARN

synthétisée (Steitz 2004, Tahirov 2002, Yin 2002). Chez l’ARN pol II, le site de liaison

de l’hybride et le tunnel de sortie sont déjà définis dans la forme de l’enzyme compétente

à l’initiation, mais sont partiellement occupés durant l’initiation avec TFIIB (Bushnell

2004) et possiblement avec TFIIE (Forget 2004, Kim 2000, Meinhart 2003) et TFIIF

(Chung 2003). Ces facteurs pourraient tous contribuer à la stabilisation d’un complexe

de transcription, mais doivent libérer le site de liaison de l’hybride et le tunnel de sortie

de l’ARN durant la formation d’un complexe d’élongation stable. Malgré que les
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complexes d’initiation des polymérases de bactériophage et d’eucaryotes sont très

différents, l’arrangement des acides nucléiques dans les complexes d’élongation demeure

semblable, incluant la longueur de l’hybride ADN-ARN, la courbure de 90° des bases de

la matrice aux positions +2 et +1 et la position relative de l’hybride par rapport à l’ADN

en aval (Kettenberger 2004b).

1.5.5 Le sous-complexe Rpb4-Rpb7

Le sous-complexe formé par les sous-unités Rpb4 et Rpb7 interagit avec le reste de

l’ARN pol II via deux petites interfaces, la plus grande étant la pointe de Rpb7. Cette

pointe, formée de deux boucles, interagit avec 5 régions qui forment une «poche» dans

l’ARN p01 II, formée de 3 régions de Rpbl, une région de Rpb2 et une région de Rpb6

(Armache 2003, Buslmell 2003). L’importance de la région de Rpb6, qui forme une

hélice c conservée, a été démontrée biochimiquement alors que des mutants à cette

région deviennent incapables de lier l’hétérodimère Rpb4/Rpb7 (Tan 2003). Ce point de

contact majeur entre Rbp7 et la poche de la polymérase n’implique pas Rpb4, ce qui

explique comment Rpb7 interagit avec la polymérase indépendamment de Rpb4 (Sheffer

1999). Un autre point de contact se trouve dans la région N-terminale de Rpb4 qui

interagit avec l’extrémité N-terminale de Rpbl, stabilisant d’avantage l’interaction

(Buslmell 2003). À l’exception de ces contacts, l’hétérodimère est projeté vers

l’extérieur de la polymérase et est accessible à d’autres facteurs. De plus, Rpb4/Rpb7 est

situé à un endroit stratégique sur la surface de l’ARN pol II, près de la sortie du transcrit

et adjacent à la région «linker» liant le CTD (Armache 2003, Buslrnell 2003, Chung

2003). Cette localisation semble importante puisque Rpb7 interagit avec ESS 1, une

prolyl isornérase qui lie le CTD et régule l’élongation et la terminaison (Wu 2001b).

Le sous-complexe Rpb4/Rpb7 se retrouve en quantité sous-stoïchiométrique par rapport

aux autres sous-unités de la polymérase de S. cerevisiae (Kolodziej 1991), et tend à se

dissocier du complexe (Edwards 1991). Ceci peut s’expliquer par le fait que l’interaction

de l’hétérodimère avec la polymérase varie selon les conditions environnantes. Ainsi,

chez les cellules en prolifération exponentielle, seulement 20% des polyrnérases de S.
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cerevisiae contiennent Rpb4/Rpb7 (Choder 1993). Par contre, dans les cellules privées

de nutriments et qui entrent dans la phase stationnaire, Rpb4/Rpb7 lie la polymérase de

manière stoïchiométrique (Choder 1993). Il a été proposé que ni Rpb4 ni Rpb7 ne sont

sujettes à la phosphorylation (Kolodziej 1991) mais qu’une modification encore inconnue

de la polymérase soit responsable de l’interaction de l’hétérodimère dans les situations de

déprivation. Plusieurs explications ont été proposées par rapport à cette interaction:

premièrement, le sous-complexe Rpb4/Rpb7 pourrait protéger l’ARN pol II en évitant

certains changements conformationnels néfastes pouvant survenir durant les périodes de

déprivation à long-terme (Choder 1993). Deuxièmement, l’interaction de Rpb4/Rpb7

avec la polymérase est promoteur-spécifique (Khazak 1998, Na 2003) et l’hétérodimère

serait recruté dans seulement 20% des initiations dans les cellules en prolifération

normale. Troisièmement, l’hétérodimère et la polymérase pourraient interagir seulement

à certaines étapes spécifiques du cycle transcriptionnel (Choder 2004). Il est à noter que

les homologues de Rpb4/Rpb7 chez S. pombe et l’humain s’associent de manière

stoïchiométrique à leurs polymérases respectives durant les phases de croissance

exponentielle (Sakurai 1999, Khazak 199$) et que les différences mécanistiques entre les

espèces sont encore méconnues.

1.5.6 Le domaine C-terminal de Rpbl

Le domaine C-terminal (CTD) de Rpbl est unique à l’ARN pol II et est composé, chez

l’humain, de 52 répétitions en tandem d’un heptapeptide Tyr-Ser-Pro-Thr-Ser-Pro-Ser.

Cette séquence consensus est hautement conservée à travers les organismes mais le

nombre de répétitions semble varier d’un organisme à un autre. La séquence répétée

dévie de plus en plus de la séquence consensus à l’approche de l’extrémité C-terminale

(Fong 2001). Ces deux observations ont mené à la suggestion que différentes régions du

CTD pourraient avoir des fonctions spécifiques. Le CTD s’étend de la base de la pince

mobile à l’extérieur de la polymérase et devient désordonné dans les structures

cristallographiques après quelques résidus seulement. Si cette région adoptait une

conformation complètement étendue, l’extrémité C-terminale aurait une longueur de

1000À, en d’autres termes, 7 fois le diamètre de l’ARN ol II. Le CTD pourrait en
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principe atteindre n’importe quel endroit sur la surface, mais les études démontrent qu’un

CTD non-phosphorylé adopte plutôt un état compacté à proximité de la surface de

l’enzyme.

Le CTD sert de plate-forme pour l’assemblage des facteurs régulant l’initiation,

l’élongation, la modification de l’ARNm et la terminaison, couplant ainsi les différentes

étapes de transcription aux étapes de maturation de l’ARNm. 5 des 7 acides aminés de la

séquence répétée peuvent en principe être phosphorylés, et c’est par un patron différentiel

de phosphorylation que certaines protéines sont recrutées à certains moments de la

transcription (Dahmus 1996, O’Brien 1994). L’ARN p01 II avec un CTD

hypophosphorylé est recrutée au promoteur pour la formation du PIC, et devient

phorphorylée sur ses sérines 5 durant l’initiation par la kinase cycline-dépendente

CDK7/cycline H (sous-unité du facteur TFIIH). Lors de la transition vers l’élongation,

l’ARN pol II est phosphorylée sur ses sérines 2 par la kinase CDK9/cyclines T et K

(sous-unité du facteur d’élongation PTEF-b), ce qui entraîne le recrutement à la

polymérase en élongation des facteurs de polyadenylation d’ARN et les facteurs de

terminaison (Komarnitsky 2000). La phosphorylation de la polymérase non-liée à l’ADN

par des kinases telles que ERK et CDK8/cycline C sert plutôt à diminuer la transcription

en inhibant la formation du PIC.

D’un point de vue métabolique, les phosphatases du CTD servent donc à recycler les

ARN pol II. En effet, les phosphatases déphosphorylent le CTD pour permettre son

incorporation adéquate et efficace au PIC et son association au médiateur qui se fait

exclusivement via un CTD non-phosphorylé. Fcpl est la phosphatase responsable de

déphosphoryler des sérines 2 (Kobor 1999), et Ssu72, une sous-unité du facteur de

clivage et de polyadénylation (CPSF), serait responsable de déphosphoryler les sérines 5

(Krishnamurthy 2004). fcpl est la première composante d’une nouvelle famille de

phosphatases identifiées ne portant aucune similarité de séquence avec les autres

phosphatases, à l’exception d’un motif de signature DXDX(T/V) appartenant à la super

famille des phototransférases et des phosphohydrolases (Collet 1998). La séquence de

Fcpl comprend deux régions conservées. La région N-terminale contenant le motif
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FCPH (pour «Fcpl homology ») (Archambault 1997) inclut le motif de signature

DXDX(T/V) avec des résidus important pour la catalyse, et la région C-terminale

contenant le domaine BRCT (pour «breast cancer protein-related carboxy-terminal ») lie

le CTD phosphorylé (Yu 2003, Karnenski 2004). Fcpl est conservé à travers les

eucaryotes et est essentiel pour la viabilité cellulaire (Kobor 1999). La

déphosphorylation du CTD par fcpl peut faciliter le recyclage de la forme

hyperphosphorylée de la polyrnérase pour un nouveau cycle de transcription (Cho 1999).

fcpl déphosphoryle la polymérase en solution (Chambers 1995, Cho 1999) et lorsqu’elle

est associée au complexe d’élongation (Cho 1999, Lehmanri 2000). Cette activité

phosphatase est stimulée par TFIIF et est inhibée par TFIIB (Chambers 1995).

Ensemble, ces résultats indiquent que Fcpl est un régulateur central du cycle de

transcription, mais sa structure et mécanisme d’action demeurent peu compris.

Récemment, une deuxième phosphatase, Scpl, a été identifiée chez les eucaryotes

supérieurs (Yeo 2003) et sa structure crystallographique a été résolue (Kamenski 2004).

Scp 1 démontre une grande homologie au domaine catalytique FCPH de Fcp 1 mais ne

contient pas le domaine BRCT. La structure démontre un repliement central et un centre

actif semblables à ceux des phosphotransférases et phosphohydrolases qui partagent le

motif de signature DXDX(T/V) avec Fcp 1 /Scp 1. Le premier aspartate du motif subit une

phosphorylation assistée par un métal durant la catalyse, résultant en un phospho

aspartate intermédiaire (Kamenski 2004). La spécificité de la réaction semble découler

de la liaison du CTD à une poche hydrophobe entre le site actif et le domaine d’insertion

unique à FcpI/Scpl. De plus, la spécificité pourrait provenir du recrutement de la

phosphatase près du CTD via le sous-complexe Rpb4/Rpb7, requis pour la liaison de

Fcp 1 in vitro, tel que mentionné plus tôt.

1.5.7 Cristallographies de l’ARN pol II avec les FGTs

La structure cristallographique du facteur TFIIB en association avec l’ARN p01 II a

démontré que le ruban de zinc de TFTIB lie le domaine dock de l’ARN pol II (Bushnell

2004), suggéré auparavant de lier les facteurs d’initiation (Cramer 2001). Le ruban de

zinc ne contacte pas l’ADN du promoteur (Chen 2003), ce qui renforcerait le chargement
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de l’ADN au dessus du sillon. Par contre, après l’ouverture de l’ADN, TFIJB semble

contacter les deux brins de l’ADN dans la bulle de transcription, tel que suggéré par les

études de pontage d’ADN aux protéines du complexe transcriptionnel d’archéobactérie

(Renfrow 2004). La forme cristallographique démontre qu’une extension de TFIIB

atteint le site de liaison de l’hybride (Cramer 2004). Le ruban de zinc pourrait donc

stabiliser la présence d’un court transcrit dans le complexe de transcription pendant

l’initiation. L’ARN en synthèse entrerait éventuellement en contact avec TFIIB et

pourrait forcer le déplacement et le relâchement de TFIIB et ainsi faciliter le dégagement

du promoteur (Chen 2003). De la même manière, le facteur d’initiation bactérien u

pénètre le site de liaison de l’hybride dans la polymérase (Murakami 2002, Vassylyev

2002), suggérant que des parties de u et de TFIIB possèdent des fonctions analogues.

Le chargement du promoteur sur l’ARN pol II requiert la participation du facteur TFIIF

(Killeen 1992, Tyree 1993). Une étude récente de microscopie électronique d’un

complexe ARN pol II-TFIIf a démontré que la deuxième plus grosse sous-unité de TFIIF

s’étend au-dessus et le long du sillon de la polyrnérase, de manière semblable à

l’interaction de son homologue par séquence, le facteur u de la polymérase bactérienne

(Chung 2003). Certaines régions de TFIIF, attribuées à sa plus grosse sous-unité, lient le

complexe Rbp4/Rpb7 (Chung 2003) et cette interaction est observée également chez les

homologues des polymérases I et III (Ferri 2000, Juo 2003). Ainsi, Rpb4/Rpb7 relient la

polymérase aux facteurs d’initiation, et contribuent à la reconnaissance des promoteurs

(Cramer 2004).

La comparaison entre la structure du complexe d’ARN pol II et celle de la polymérase

bactérienne liée au facteur u et au promoteur (Murakami 2002) démontre une

ressemblance au niveau de la topologie générale du chargement du promoteur sur les

polymérases. Des domaines de TFIIF et TFIIB lient la polymérase à des régions liées

également par le facteur u et possèdent apparemment des fonctions semblables. TBP,

TF113 et des domaines de TFIIF s’assemblent à la surface d’entrée de l’ARN de la

polymérase, là où l’ADN du promoteur se situe dans les complexes bactériens. Certains

mécanismes régulateurs peuvent aussi être conservés entre les ARN pol II et la
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polymérase bactérienne. La microscopie électronique démontre que le complexe co

activateur Médiateur se lie près de l’hétérodimère Rbp3-Rpbl 1 de la polymérase, et que

la surface correspondante sur la polymérase bactérienne est importante pour la régulation

transcriptioimelle (Davis 2002).

Suite à l’assemblage du complexe ARN pol II-TfIIF-TFIIB-TBP-ADN, l’ADN du

promoteur est désapparié avec l’aide de Tf11E et TFITH. Les mécanismes correspondants

sont encore peu compris mais impliquent des changements structuraux importants. Cette

idée est renforcée par l’observation que la polymérase à sous-unité unique du

bactériphage T7 subit un changement de repliement dramatique durant la transition de

l’initiation à l’élongation (Yin 2002). Une étude structurelle récente démontre que la

région N-terminale de la grosse sous-unité de Tf11E, conservée et essentielle, forme un

domaine en hélice-tour-hélice qui recrute TFIIE à la polymérase (Meinhart 2003). Ce

motif se trouve souvent chez les protéines liant l’ADN mais dans ce cas, c’est plutôt la

petite sous-unité de TFIIE qui contacte l’ADN (Okuda 2000). Le facteur TFIIF, quant à

lui, possède deux de ces motifs, un liant l’ADN (Kamada 2001) et l’autre liant le

domaine en hélice C-terminale de la phosphatase Fcpl (Kamada 2003, Nguyen BD

2003).

Conclusion

Une des plus importantes contributions des travaux présentés durant les dernières aimées

est que les gros complexes multi-protéiques impliqués dans la transcription ressemblent à

des casses-têtes formés par des pièces flexibles, dans lesquels l’image est compréhensible

seulement lorsque toutes les composantes sont présentes. Cette perception devra guider

la conception et l’interprétation des études structurelles futures de la machinerie

transcriptionnelle des eucaryotes.
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1.6 Objectifs et hypothèses

L’objectif général poursuivi par notre équipe est d’analyser l’organisation moléculaire de

l’ARN pol II humaine. Notre laboratoire étudie la relation entre la structure et la fonction

des composantes de la machinerie transcriptionnelle au cours des diverses étapes de la

transcription. Notre objectif ultime est de construire un modèle moléculaire détaillé du

processus transcriptionnel, une tâche compliquée par le grand nombre de polypeptides

impliqués dans la transcription et par l’aspect dynamique de la réaction transcriptionnelle.

De plus, nous cherchons à comprendre comment la transcription est régulée par la

séquence et la structure de la matrice d’ADN, ainsi que par les activateurs

transcriptionnels dont plusieurs jouent un rôle important dans la croissance et la

différenciation cellulaire, ainsi que dans l’établissement de maladies comme le cancer et

les infections virales.

Au centre du complexe polypeptidique responsable de la synthèse de l’ARN se trouve un

site catalytique hautement régulé, conservé à travers les espèces et formé par les deux

plus grosses sous-unités de l’ARN 0l II. L’objectif du présent projet consiste à

investiguer le rôle de différentes boucles de la sous-unité Rpbl qui se localisent de

manière stratégique aux environs du centre catalytique de la polymérase. Nous avons

émis l’hypothèse que certaines structures ou acides aminés conservés jouent un rôle

spécifique dans une ou plusieurs des multiples étapes de la transcription. Nous avons

donc procédé à la création de plusieurs mutations dirigées et observé que, parmi les

mutants capables de s’assembler et de former correctement une enzyme à 12 sous-unités,

la plupart sont bloqués aux étapes précoces du mécanisme de transcription.

Ainsi, une série de mutants portant des mutations ou des substitutions à l’intérieur des

éléments structuraux entourant le site actif ont été créés et caractérisés. L’ARN pol II de

type sauvage et ses formes mutantes ont été purifiées par affinité à partir de cellules

humaines à l’aide de l’étiquette TAP (pour «Tandem Affinity Peptide ») placée à

l’extrémité C-terminale de Rbpl, Rpb4 ou de Rpb7.
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Deux polymérases mutantes ayant des substitutions d’alanine dans les acides aminés des

domaines switch 1 et 2 de Rpbl, proposés pour entrer en contact direct avec les

nucléotides, ont été étudiées. En effet, la boucle switch 1, dont la structure montre un

contact avec la matrice d’ADN près de la localisation de l’hybride avec l’ARN et ses

résidus $1431, F1432 et E1433, équivalents aux résidus $1401, F1402 et E1403 de la

levure, ont été substitués simultanément par des alanines. Nos résultats montrent que

cette mutation interfère probablement avec le repliement de la sous-unité Rpbl,

l’empêchant de s’assembler à la polymérase tel que démontré par la purification par

chromatographie d’affinité migrée sur gel de polyacrylamide dénaturant et révélé au

nitrate d’argent. La boucle switch 2, quant à elle, entre en contact avec l’hybride ADN

ARN dans le site actif; ses résidus K346, E347, G34$, R349, V350 et R351 (équivalents

aux résidus K332, E333, G334, R335, 1336 et R337 de la levure) ont été substitués

simultanément par des alanines. Cette mutation n’a pas interféré avec le repliement de la

sous-unité Rpbl, qui a pu s’assembler en polymérase, mais a empêché la polymérase de

former correctement le PIC sur le promoteur et d’entreprendre la transcription dans un

système in vitro sur le promoteur majeur tardif d’adénovirus.

Deux autres polymérases mutantes ayant des délétions de plusieurs acides aminés des

domaines Ïid et zzpper de Rpbl ont également été étudiées. Les boucles tid et zzpper sont

hautement conservées chez les polyrnérases bactériennes, de levure et humaine et

s’étendent de la base du ctarnp pour participer à la séparation de l’hybride ADN-ARN et

maintenir la partie en amont de la bulle de transcription dans le site actif. La délétion

partielle du Ïid détruit complètement la capacité de Rpbl à s’assembler avec les autres

sous-unités de l’ARN pol II. Par contre, la délétion complète du zzper a seulement

affecté légèrement l’assemblage de l’enzyme, surtout au niveaux des sous-unités Rpb4 et

Rpb7. D’autres expériences in vitro ont révélé que cette délétion empêche le PIC non

seulement de s’assembler sur un promoteur et d’entreprendre la transcription mais

prévient également l’élongation indépendante des étapes d’initiation.

Ces résultats confirment que les boucles conservées du site catalytique jouent un rôle

crucial dans la formation d’un complexe d’ARN p01 II stable, l’assemblage au promoteur
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et la processivité de la transcription. L’intégration des résultats de ce projet permettra de

décrire un modèle moléculaire plus détaillé de la transcription par l’ARN pol II humaine.
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Chapitre 2: Matériels et méthodes

2.1 Construction des plasmides codant pour la sous-unité Rpbl de l’ARN pol II

fusionnée à l’étiquette TA]?

Le clonage est féquemment utilisé pour étudier la structure et la fonction des gènes ainsi

que pour modifier leur niveau d’expression. De façon générale, les clones sont construits

par ligation d’un vecteur et d’un fragment d’insert de type sauvage ou portant une

mutation. Les constructions sont ensuite transformées dans des cellules bactériennes

compétentes, cultivées et sélectionnées par résistance à certains antibiotiques. Le

plasmide d’ADN est isolé à partir de ces bactéries, clivé par des enzymes de restriction et

analysé sur gel d’agarose par électrophorèse. Les plasmides sont séquencés pour assurer

la présence de l’insert avec la mutation désirée.

Le cDNA codant pour la sous-unité Rpb 1 humaine (Invitrogen) est clonée dans le vecteur

d’expression pMZI (No 1996) de manière à fusionner son extrémité C-terminale à

l’étiquette TAP (pour «Tandem Affinity Peptide ») (discuté en détail plus bas). Pour les

clones mutants, le cDNA de type sauvage est d’abord cloné dans un petit vecteur

d’expression pBS (« plasmid Blue Script» de Stratagene) de 2.9 kb au site NheI. La

mutagénèse dirigée est obtenue par PCR inverse en utilisant des amorces phosphorylées à

leur extrémité 5’ et qui contiennent les mutations désirées (figure 19). Le produit

d’amplification qui consiste en la séquence de la sous-unité mutée et du vecteur, doit être

ligué, puis transformé dans les cellules E. cou compétentes XL-1.

Les bactéries ayant acquis le plasmide d’intérêt sont sélectionnées par le gène de

résistance à l’ampicilline porté sur le vecteur pBS. La ligation par la «T4 DNA ligase»

(Life) catalyse la formation du lien phosphodiester par la condensation du phosphate en

5’ et du groupe hydroxyl en 3’. Le plasmide de différents clones est extrait (Miniprep de

Qiagen), linéarisé par digestion avec l’enzyme de restriction à Miel (Amersham) et migré

sur gel d’agarose. Les clones positifs montrent deux bandes, l’une à 6 kb (codant pour

Rpbl) et l’autre à 3 kb (pour le vecteur). Un second PCR est réalisé sur les clones
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pMZI
Xbal Noti PBShRPbI* )

digestion Xbal-Notl
ligation

[ipb1’J TAP

pMZI

Figure 19 : Construction des plasmides codant pour la sous-unité Rpbl de l’ARN

polI! fusionnée à l’étiquette TAP.

positifs afin d’insérer les sites de restriction XbaI à l’extrémité 5’ et NotI à l’extrémité 3’.

Ces sites permettent le sous-clonage de Rpbl dans le plasmide pMZI entre un promoteur

inductible et la séquence codant pour l’étiquette TAF. L’amorce introduisant NotI

modifie aussi le codon Stop de la séquence Rpbl ce qui joint l’étiquette TAP à

l’extrémité C-terminale de Rbpl. L’insert et le vecteur sont digérés, ligués et transformés

dans les bactéries compétentes. Plusieurs clones sont sélectionnés par le gène de

résistance à l’ampicilline, et leur plasmide extrait est digéré par l’un des deux enzymes de

restrictions utilisés lors du clonage. Les clones positifs montrent un bande de 12 kb (6 kb

appartenant au vecteur pMZI et 6 kb appartenant à l’insert) et sont séquencés de nouveau.

mutagénèse dirigée par PCR inverse

ligation
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2.2 Le système d’induction

Le système d’induction (Invitrogen 25-0243) est basé sur la capacité de l’hormone

d’insecte 20-OH ecdysone d’activer l’expression de gènes via son propre récepteur (No

1996). La technique utilise un hétérodimère formé d’une part par le récepteur d’ecdysone

(EcR dérivé de la Drosophile et modifié pour contenir le domaine de transactivation

VPY6), et d’autre part, par le récepteur X rétinoïde (RXR dérivé des cellules

mammifères). En présence du ligand, l’ecdysone ou un de ses analogues la muristérone

A ou la ponastérose A, l’hétérodirnère lie l’élément de réponse à l’ecdysone modifié

(RE). Cette liaison de l’hétérodimère à RE active la transcription. Puisque les cellules

mammifères ne répondent pas normallement à l’ecdysone ou à l’un de ses analogues et ne

contiennent pas le récepteur d’ecdysone, les niveaux de transcription basale demeurent

absents, ou très bas (figure 20).

EcR 293

r r r
• Bleomycin I 1 I RxR F Pcjv Ï VgEcR

Protein A
Ponasterone A

EcR

interest

RxR

VPI6

Neomycin 5xEIG RE P1, cDNA of interest TAP tag

Figure 20 Système d’induction à l’ecdysone (Voir l’explication dans le texte)

Image tirée de: Catalogue Invitrogen 20-0243
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Les deux sous-unités d’un récepteur d’ecdysone de Drosophile sont donc exprimées

constitutivement à partir d’un vecteur d’expression stable, EcR 293. Le promoteur

répondant à l’ecdysone (p-HSP), qui régule ultimernent l’expression du gène cloné, est

situé sur un deuxième vecteur d’expression inductible. La lignée cellulaire utilisée a été

transfectée avec le vecteur régulateur EcR 293 qui contient le gène de résistance

Bléomycine pour faciliter la sélection des cellules EcR-293 transfectées de manière

stable. Le vecteur d’expression inductible contenant 5 éléments de réponse modifiés

(5xE/G RE) en amont d’un promoteur minimal, suivi du gène d’intérêt, en plus des gènes

de résistance Néomycine et Ampicilline est ensuite transfecté. En présence de

l’inducteur, le récepteur d’ecdysone fonctionnel lie le promoteur répondant à l’ecdysone

et active l’expression du gène d’intérêt. Ce système assure l’expression régulée et sans

fuite de la protéine d’intérêt. La ponastérone A a été choisi dû à sa plus grande

disponibilité par rapport à l’ecdysone et à son efficacité semblable. La concentration

requise pour obtenir un niveau d’expression du gène d’intérêt semblable au niveau

physiologique avait été déterminé précédemment en comparant les niveaux du

polypeptide fusionné à l’étiquette TAF et le polypeptide endogène par immuno

buvardage (figure 21h).

2.3 Transfection stable de cellules EcR

Deux types de transfection permettent l’introdution d’ADN dans une cellule, la méthode

transitoire est la plus rapide car l’ADN n’est pas intégré dans le génome des cellules

hôtes mais le nombre de plasmides qui entrent au noyau ne peut être contrôlé et ne se

retrouve dans le noyau que pour quelques jours seulement. La méthode stable dépend de

l’intégration de l’ADN dans le génome des cellules. Un marqueur de résistance aux

antibiotiques permet la sélection des cellules contenant le transgène d’intérêt suivant

deux semaines de culture in vitro en présence d’antibiotique.

L’ADN présenté comme un précipité de phosphate de calcium (CaPO4)-ADN aux

cellules en culture améliore grandement l’efficacité de transfection. Cette méthode est

une technique simple et peu coûteuse qui peut servir potir les transfections stables et
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yse des cellules dans les conditions douce
et purification TAP
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B. 0 1 3 PonasteroneA(M)

+ TFIIB-TAP

4— Endogenous TFIIB

Figure 21: Méthode de purification par affinité en tandem (TAP)

A. Schéma général de la procédure TAP

B. Résultat d’une expérience pilote comparant les niveaux d’expression du polypeptide

TFITB fusionné à TAP avec les niveaux endogènes après l’induction à la ponastérone A.

L’expression de TFIIB-TAP dans des cellules EcR-293 après induction de 24 heures à

l’aide de différentes concentration de ponastérone A (0, 1 et 3 tLM) est comparé au niveau

de TFIIB endogène par immuno-buvardage avec un anticorps contre TFIIB (Image tirée

de: Jeronimo 2004)

transitoires (Graham 1973). 8 pg d’ADN, obtenu par la trousse de purification de Qiagen

(« QIAfilter Plasmid Maxi Kit »), sont incubés dans un volume de 1 mL en présence de

122 mM CaCl2 et 50% de tampon HeBS 2X (1.5 mM Na2HPO47H2O, 274 mM NaC1,

54.5 mM HEPES; pH 7.0) durant 10 min. à température ambiante. La suspension est

œssion inductible à I’ecdysone et codant
la double étiquette IAP

les clones exprimant la protéine de fusion
sont sélectionnés

uction à la ponastérone A pour obtenir les
niveaux d’expression physiologiques
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ensuite ajoutée goutte par goutte à une couche de cellules EcR-293 adhérées et

confluentes à 60% dans un pétri de 100 mm et les cellules sont incubées 12 à 14 heures

dans un incubateur humidifié à 3TC et 5% de C02. L’incubation est d’abord réalisée

dans un milieu non-sélectif pour permettre l’intégration du plasmide d’intérêt, les cellules

sont ensuite transférées dans un milieu adéquat pour sélectionner les cellules ayant

intégrées le plasmide (milieu DMEM de GIBCO, 10% sérum (« Fetal Bovine Serum » de

GTBCO), 2 mM glutamine, 30 g/ml bléocine et 300 /Lg/ml généticine).

Les cellules sont cultivées dans le milieu sélectif durant 10 à 14 jours, avec des

changements de milieu fréquents pour éliminer les cellules mortes et les débris, jusqu’à

ce que des colonies distinctes soient visualisées. Les colonies individuelles sont

récupérées et transférées dans des plaques à plusieurs puits pour isoler les clones tout en

les faisant pousser dans un milieu sélectif Une fraction de chaque colonie est assujettie à

l’induction de l’expression du gène d’intérèt par la ponastérone A (Invitrogen). Ces

cellules sont lysées dans un tampon de lyse par congélation à -80CC et décongélation

(tampon 0.1% Triton X-100, 0.1 M Tris-HC1 pH $ .0), et les différents échantillons sont

analysés sur gel de polyacrylarnide 12.5% en conditions dénaturantes (SDS-Page) et

testées par la méthode d’immunobuvardage afin de détecter l’expression de la protéine

d’intérêt. L’immunobuvardage a été effectué par transfert de protéine de type

«Western» sur une membrane de PVDF (polyvinylidene difluoride de Millipore). Le

premier anticorps utilisé est l’anticorps Pol II (C21) sc-900 (Santa Cruz) contre le

domaine CTD de la sous-unité Rpbl de l’ARN p01 II et le deuxième anticorps est un anti

IgG de lapin conjugué à la HRP (Horseradish peroxidase) (Amersham Pharmacia

Biotech). Les cellules exprimant le gène d’intérêt de manière stable peuvent être

congelées dans l’azote liquide pour utilisation future.

2.4 Purification TAP des complexes contenant l’ARN p01 II humaine

La méthode de purification via l’étiquette TAP (Tandem Affinity Peptide) demande la

fusion de l’étiquette à une protéine d’intérêt et l’introduction de la construction dans une

cellule hôte (Rigaut 1991). Pour des résultats optimaux, l’expression de la protéine de
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fusion a été maintenue près des niveaux physiologiques puisqu’une surexpression induit

la protéine à former des associations non-spécifiques. Les cellules sont lysées (Xiao

1994) et la protéine de fusion est isolée, avec ses partenaires protéiques associés, par

deux étapes de purification par affinité et élution. La purification TAP permet d’isoler

des complexes protéiques actifs et complets puisqu’elle est effectuée sous les conditions

physiologiques natives, à faible concentration de sels et à l’aide d’étiquettes à forte

spécificité et affinité (Rigaut 1991, Jeronimo 2004).

L’étiquette TAP consiste en deux domaines de liaison IgG de la protéine A de

Staphylococcus aureus et un peptide liant la calmoduline (CBP pour «calmodulin

binding protein »), séparés par un site de clivage de la protéase TEV (figure 22A). La

protéine A lie fortement une matrice d’IgG, nécessitant l’utilisation de la protéase TEV

pour éluer les protéines dans les conditions natives (figure 22B). L’éluat de cette

première étape de purification par affinité est incubé par la suite avec des billes de

calmoduline en présence de calcium. Après plusieurs lavages pour enlever les

contaminants et la protéase TEV, le matériel lié aux billes est relâché sous des conditions

douces à l’aide d’EGTA qui chélate le calcium et permet aux billes de relâcher les

complexes protéiques.

À partir de cellules transfectées exprimant correctement la proteine d’intérêt, des extraits

cellulaires sont obtenus après broyage des cellules dans le tampon A (contenant 10 mM

d’HEPES pH 7.9, 1.5m M MgCÏ2, 10 mM KC1, 0.5 mM DTT, 0.5 mM AEBSF (Bioshop)

et un inhibiteur de protéase sans EDTA (Roche)), suivi du tampon 3 (contenant 5OmM

d’HEPES pH 7.9, 1.5 mM MgCl2, 0.5 mM DTT, 0.5 mM AEBSF, 1.26 M d’acétate de

potassium et 75% de glycérol). Après une ultracentrifugation pour enlever les

membranes et précipités cellulaires, l’extrait est dialysé pendant environ 16 heures dans

le tampon de dialyse 100G contenant 10 mM HEPES pH 7.9, 0.1 mM EDTA, 0.1 mM
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Figure 22 : Protocole de la méthode TAP

A. Représentation schématique de l’étiquette TAP fusionnée à une protéine d’intérêt à

son extrémité C-terminale

B. Survol de la stratégie de la purification TAP

Images adaptées de: Puig 2001

DTT, 0.1 mM d’acétate de potassium et 10% de glycérol et est exposé à des billes d’IgG

Sépharose 6 (Amersham) durant une heure. Les protéines liées aux billes sont relâchés

par incubation avec la protéase du virus Tobacco etch (TEV de Invitrogen) dans 10 mM

Tris-HC1 pH 8, 100 mM NaC1, 0.1% Triton X-100, 0.5 mM EDTA, 10% glycérol et 1

mM DTT. Les protéines éluées sont ensuite passées à travers une deuxième colonne

d’affinité contenant les billes de calmoduline-Sépharose 43 (Stratagene) en présence de

1.25 mM de calcium pendant deux heures. Les complexes protéiques sont élués à l’aide

de 10 mM Tris-HC1 (pH 8), 100 mM NaC1, 2 mM EGTA, 10 mM t3-mercaptoethanol, 1

mM imidazole et 10% glycérol, et concentrés soit par lyophilization pour les essais non-
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fonctionnels, soit par dialyse contre du polyethylène glycol (PEG-800 de Fisher

Scientific) pour les essais fonctionnels. Toutes les étapes de la purification sont

effectuées à 4°C ou sur la glace pour prévenir la dénaturation des protéines ou des

complexes isolés.

2.5 Identification des protéines par spectrométrie de masse

Les éluats de la purification TAP sont migrés sur gel dénaturant contenant le suiphate

dodecyl sodium (SDS) et révélé au nitrate d’argent. L’analyse préalable du gel permet de

vérifier la composition grossière du complexe isolé; ensuite, les bandes de peptides sont

découpés des gels, réduits, alkalysés et digérés «in-gel» avec la trypsine tel que décrit

précédemment (Krogan 2002). Les bandes résultantes sont identifiées par spectrométrie

de masse.

2.6 Purification de facteurs généraux de transcription

Les protéines yTBPr (Ingles 1991), hTFIIBr (Ha 1991), RAP74 et RAP3O (Finkelstein

1992), TFIIES6/Œ et TFIIE34/3 (Ohkuma 1991, Peterson 1991, Surnimoto 1991), TFIIH

(Douziech 2000, Gerard 1997) et l’ARN pol II de thymus de veau (Hodo 1977) ont été

préparées tel que décrit précédemment.

2.7 Essais de transcription

Les essais de transcription (figure 23A) (Burton 1986) consistent à incuber TBP (30 ng),

TFIIB (30 ng), RAP3O (30 ng), RAP74 (65 ng), TFIIE34 (40 ng), TFIIE56(60 ng), TFIIH

(4 ng) et 165 ng d’ARN p01 II de thymus de veau ou humaine portant l’étiquette TAP

avec 500 ng de matrice d’ADN linéarisé, contenant le promoteur d’adénovirus majeur

tardif (AdML) de -50 à +10 nucléotides, et fusionné à une cassette sans guanine (« G

less ») (Sawadogo 1985). À l’ajout des ribonucléotides ATP, CTP et UTP et de MgC12

comme cofacteur, un transcrit de 391 nucléotides est produit.
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La réaction de 20 tcL, contenant 20 mM d’HEPES, pH 7.9, 50 mM KC1, 10% glycérol,

0.1 mM EDTA, 5 mM 3-mercaptoethanol, 200 [g/ml BSA (albumine de sérum de boeuf),

et 8 mM MgC12, est initié avec l’addition de 750 M ATP, 750 M CTP, 10 !LM UTP et

2.5 .iCi [a-32P]UTP et est incubée 30 min. à 30°C. La réaction est ensuite arrêtée avec

l’addition de 20 L d’une solution Stop contenant 0.1 M NaAc pH5.0, 0.5% SDS, 2 mM

EDTA et 100 g/ml ARNt de levure. Les chaînes d’ARN sont ensuite précipitées à

l’aide d’éthanol et analysées sur un gel dénaturant de 4% de polyacrylamide

(acrylamide: bisacrylamide 20:1) contenant 8.3 M d’urée, migré à 300V durant 1

heure 30 min. et séché 2 heures à 78°C.

FGT ARN poli!
A.

NTPs

TATA

promoteur AdML

__________________________________

391 NTPs

B RNAPII
ATP

•GTP
UTP
cw

+50

...cccccccc

___________________________________________________

GOnt

Figure 23 : Essais fonctionnels

A. Schéma d’essai de transcription in vitro. Les FGTs et l’ARN pol II sont incubés en

présence de matrice d’ADN linéarisée contenant le promoteur d’adénovirus majeur tardif

(AdML) de -50 à +10 nucléotides, et fusionné à une cassette sans guanine; un transcrit de

391 nucléotides est produit.

B. Schéma d’essai d’élongation in vitro. L’ARN p01 II est incubée avec une matrice

d’ADN formée de 2 brins appariés et laissant une extrémité 3’ libre. La polymérase se lie

à l’extrémité libre et entreprend l’élongation sans l’aide des FGTs.
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2.8 Essai de retardement sur gel

L’essai de retardement sur gel sert à vérifier la formation d’un PIC contenant l’ARN pol

II et les FGTs à un promoteur (Langelier 2001). Un plasmide d’ADN contenant le

promoteur d’adénovirus majeur tardif a été digéré à l’aide des enzymes de restriction

BamHI et DraI, et le fragment de 110 ph contenant le promoteur a été marquée à l’aide

du fragment Klenow de l’ADN polymérase d’E. Cou en présence de {Œ-32PÏdGTP pour

produire une sonde. Les protéines hautement purifiés TBP (40 ng), TFIIB (60 ng),

RÀP3O (320 ng), RAP74 (640 ng), TFIIE34 (160 ng), TF11E56 (320 ng) et 150 ng

d’ARN pol II de thymus de veau, ou 450 ng d’ARN pol II humaine portant l’étiquette

TAP ont été incubés avec 3000 cpm de la sonde marquée et 0.25 ng d’oligonucléotide

compétiteur dIdC. La réaction de 20 L contenant 12 mM d’HEPES, 6 mM KCI, 0.12

tM EDTA, 5.72 tiM f3-mercaptoéthanol, 8 mM MgCl2, 1 ug BSA et 24% de glycérol, a

été incubée 30 min. à 30°C, suivi de 5 min. sur la glace. Les complexes ont ensuite été

passés sur un gel refroidi de 4.5% polyacrylamide (40:1 ratio d’acrylamide à

bisacrylamide), 2 mM MgCl2, 0.5X Tris-borate-EDTA (TBE), dans un tampon 0.5X

TBE, 2 mM MgCl2, également refroidi, durant 1 heure à 400V et à 4°C. Le gel a été

séché et visualisé par Phosphor-Imager (Molecular Dynarnics Inc.) ainsi que par

exposition sur un film Biomax MS (Kodac hic.).

2.9 Essai d’élongation

L’essai d’élongation utilise un duplexe d’ADN portant une extension simple-brin en 3’

recomiu et transcrit par l’ARN polIT qui permet la transcription en absence de FGTs et en

évitant les étapes limitantes de la reconnaissance du promoteur et de l’ouverture de la

bulle de transcription (Kadesch 1982). La matrice a été préparée en hybridant 2

oligonucléotides de séquences complémentaires, dont l’un contient une extension de 15

CMP, ou cytidine monophosphate (Pan 1994). Les brins transcrits et non-transcrits (ratio

de 1:1.1) ont été incubés dans une réaction d’hybridation de 12 pi contenant 25 mM

Tris-Cl, pH 8.0, 50 mM KC1, et 8 mM MgC12, chauffée à 90°C pendant 10 min., et

refroidie à température ambiante pendant 5 heures. Durant l’essai d’élongation (figure
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23B) (Pan 1994), 10 ng de matrice ont été incubés avec 165 ng d’ARN pol II de thymus

de veau ou humaine portant l’étiquette TAP. La réaction a été initiée avec l’addition de

750 M ATP, 750 !LM CTP, 750 M GTP, 10 /LM UTP et 3.75 JLCi de [a-32P]UTP et est

incubée 30 min. à 30’C. La réaction est ensuite arrêtée avec l’addition de 20 /LL d’une

solution Stop contenant 0.1 M NaAc pH 5.0, 0.5% SDS, 2 mM EDTA et 100 g/ml

ARNt de levure. Les chaînes d’ARN sont ensuite précipitées à l’aide d’éthanol et

analysées sur un gel dénaturant de 18% de polyacrylamide (acrylamide:bisacrylamide =

40:2) contenant 9% d’urée et migré à 400V durant 3 heures 30 min..



79

Chapitre 3 Résultats

Parmi les résultats présentés dans ce chapitre,j’ai entièrement fait les figures 24B, 26, 27,

2$ et 29. Dans la figure 25, les sections Rpb4 et Rpb7 ont également été faites par moi

tandis que le reste est une collaboration avec Célia Jéronimo et Marie-France Langelier.

La figure 24A a été faite par Célia Jéronimo, et le tableau III est une collaboration avec

Marie-France Langelier. Certains de ces résultats ont été publiés dans:

Jeronimo C, Langelier MF, Zeghouf M, Cojocaru M, Bergeron D, Baali D, Forget
D, Mnaimneh S, Davierwala AP, Pootoolal J, Chandy M, Canadien V, Beattie
BK, Richards DP, Workman JL, Hughes TR, Greenblatt J, Coulombe B. 2004.
RPAP1, a novel human RNA polymerase II-associated protein affinity purified with
recombinant wild-type and mutated polymerase subunits. Mol Cell Biol. 24(16):
7043-5$.

Langelier Mf, Baalï D, Trinh V, Greenblatt J, Archambault J, Coulombe B. 2005.
The highly conserved glutamic acid 791 of Rpb2 is involved in the binding of NTP
and Mg(B) in the active center of human RNA polymerase II. Nucleic Acids Res.
33(8): 2629-39.

Dans la première publication, j’ai cloné et purifié les sous-unités Rpb4 et Rpb7, ainsi que

le mutant de Rpb2, sw3-107$, par la méthode TAP. Dans le second, j’ai cloné et purifié

les trois mutants de Rpb2 utilisés lors de l’étude, notamment MB E791A-D792A, MB

E791A et MB D792A.

3.1 Purification par affinité d’un complexe contenant l’ARN pol II humaine fusionnée

à l’étiquette TAP

Notre laboratoire a adapté la procédure TAP (Puig 2001, Rigaut 1999), développée

originellement pour isoler des complexes protéiques à partir de cellules de levure, pour la

purification de l’ARN p01 II humaine et des FGTs. Durant la procédure TAP, les

conditions natives sont maintenues grâce à l’utilisation de tampons à basse concentration

de sel (0.1 M Na) et à pH neutre. Tel que démontré dans la figure 21A, les cDNA

codants pour les polypeptides d’intérêts portent la double étiquette TAP à leur extrémité

C-terminale et sont clonés dans un vecteur d’expression mammifère inductible à
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Figure 24 : Purification du complexe de l’ARN ol II fusionné à TAP

A. Les lysats cellulaires préparés à partir de cellules EcR-293, induites et non-induites,

programmées pour exprimer la sous-unité Rpb 11 -TAP ont été purifiés par la méthode

TAP et les éluats ont été analysés par SDS-PAGE. Les bandes de gel contenant les

polypeptides les plus abondants ont été découpés, digirés à la trypsine et analysés par

MALDI-TOF. Les sous-unités identifiées sont indiquées.

B. Sont présentés également les éluats préparés à partir de cellules programmées pour

exprimer Rpbl-TAP, Rpb4-TAP et Rpb7-TAP et purifiés par la méthode TAP. Seules

les sous-unités de l’ARN pol II sont indiquées.

l’ecdysone (No 1996). Ces polypeptides sont exprimés dans des cellules EcR-293 à des

niveaux physiologiques après induction avec un analogue de l’ecdysone, la ponastérone

A. La concentration de ponastérone A requise pour obtenir les niveaux d’expression

physiologiques des polypeptides d’intérêt a été déterminée lors d’une expérience qui

comparait les niveaux des polypeptides fusionnés avec les polypeptides endogènes par

immuno-buvardage (voir figure 213). Les lysats cellulaires ont été préparés à partir des

lignées cellulaires induites à la ponastérone A et passés à travers deux colonnes de

chromatographie d’affinité successives constituées de billes de IgG-Sépharose et de
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calmoduline (Rigaut 1999). Les éluats ont été congelés et analysés par différentes

méthodes.

Plusieurs sous-unités de l’ARN p01 II, notamment Rpbl, Rpb2, Rpb4, Rpb7 et Rpbll,

ont été exprimés individuellement dans des cellules EcR-293 et les lysats des cellules

induites à la ponastérone A ont été utilisés pour la purification par double affinité. Les

éluats ont été migrés à travers un gel SDS-PAGE (pour «polyacrylamide gel

electrophoresis » dénaturant) et les bandes colorées au nitrate d’argent ont été identifiées

par spectrométrie de masse. Comme contrôle négatif, les lysats de cellules transfectées

mais non induites à la ponastérone A ont également été purifiés par double affinité et

migrés et révélés sur le gel SDS-PAGE. Plusieurs bandes majeures sont détectées sur le

gel chez les éluats des cellules induites et des contrôles négatifs. Cependant, un total de

17 polypeptides, absents dans les cellules contrôles et formant la majorité des

composantes des éluats ont été identifiés (figure 24). Les autres bandes majeures qui se

trouvent dans les deux éluats ont également été identifiées et correspondent à des

protéines qui lient les colonnes d’affinité de manière non-spécifique. Dans les éluats des

cellules induites, le complexe contient les 12 sous-unités de l’ARN pol II, TFIIB, les

deux sous-unités de TF11F (RAP30 et RAP74), Fcpl (la phosphatase du CTD associée à

TfTIF) ainsi qu’un polypeptide humain nouvellement identifié, RPAP1 (Jeronimo 2004).

Pour valider l’existence d’un complexe unique à 17 sous-unités, TFIIB et RAP3O ont été

fusionné à l’étiquette TAP, exprimés dans des cellules EcR-293 transfectées de manière

stable et purifiés par la méthode TAP. Les éluats ont été analysés par gel SDS-PAGE

révélé au nitrate d’argent, immuno-buvarge (Western) et/ou spectrométrie de masse

(figure 25). Ces résultats indiquent que les 17 polypeptides sont des composantes du

complexe de l’ARN p01 II humaine (Jeronirno 2004). Dans les cas où l’ARN pol II a été

purifiée à partir de l’étiquette TAP lié à l’extrémité C-terminale de Rpb4 ou Rbp7 (figure

24), une hausse importante de la concentration relative des deux sous-unités est observée

et confirme que les deux polypeptides forment un sous-complexe qui se rattache à

l’ensemble des sous-unités, mais qui existe également à l’état non-lié à l’ARN p01 II dans

les cellules transfectées.
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CeH )Ines expressin TAP-tagad polypeptidos

PoIpeptides Rpbll Rpb2 Rpb4 RpbZ TFflB RAP3O

Rpbl SSÎMS/WB SSiWB $5 SS SStMS SS
RPAP1 SSfMS SS SS SS 55 SS

FcpJ 5S/M5 8$ 5$ $5 SS $5
Rpb2 SS/MS SS SSIMS SS SS SS

RAP74 SStMSÎWB SS SSW SSIWB WB 53
Rpb3 SS/MS SSftlS SS $5 SS $5
TFIIB SSIWB SS SSWB SSAWB SSfMSNB SS

RÂP3O SS!MSIWE SSIWB S&WB SSiWB SSM(B SSJWB
Rpb5 SSIMS 5$ 85 55 53 SS
Rpb7 SS SS SSMS SS/MS SS SS
Rpb4 SS SS SSMS SS/MS SS 5$

Rpb6,8-12 SS SS SS SS SS SS

Figure 25 : Rpb2, Rpb4, Rpb7, Rpbll, TFIIB et RAP3O fusionnés à l’étiquette TAP

ont mené à la purification d’un complexe à 17 sous-unités.

Les composantes du complexe ont été identifiées selon leur poids moléculaire dans les

gels colorés au nitrate d’argent (SS), leur empreinte par analyse MALDI-TOF (MS), et

leur immuno-réactivités (WB).

Image tirée de: Jeronimo 2004

3.2 Le complexe de l’ARN p01 II fusionné à l’étiquette TAP peut être recruté à un

promoteur in vitro

Pour déterminer si le complexe de l’ARN pol II fusionné à l’étiquette TAP purifié est

fonctionnel, son habileté à former le PIC sur un promoteur in vitro a été testée dans un

essai de retardement sur gel. L’essai de retardement sur gel sert à déterminer les

interactions ADN-protéines et est basé sur le principe que les complexes de protéines et

d’ADN migrent à travers un gel de polyacrylamide natif plus lentement que les fragments

d’ADN libre ou double-brin. L’essai est réalisé en incubant d’abord les protéines avec

une sonde d’ADN marquée au {a-32Pj contenant le site de liaison du complexe protéique

et les produits de la réaction sont analysés sur un gel de polyacrylamide non-dénaturant.

La spécificité de liaison entre le complexe protéique et la sonde est établie par

compétition avec des fragments d’ADN ou d’oligonucléotides contenant des séquences

d’ADN non-reliées à celle de la sonde. Dans ces expériences, l’oligonucléotide dIdC a

été utilisé comme compétiteur à la sonde. Cette spécificité est validée en comparant des
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complexes assemblés avec tous les facteurs FGTs avec des complexes assemblés en

l’absence de TBP. L’absence de TBP prévient l’assemblage du PIC sur la boîte TATA.

La figure 26A démontre que le complexe d’ARN p01 II humaine peut former un PIC en

présence de TBP, TFIIB, TFIIF et TFIIE sur une sonde radio-marquée contenant le

promoteur d’adénovirus majeur tardif Tel que discuté précédemment, un assemblage

fait en absence de TBP ne supporte pas la formation du PIC.

3.3 Le complexe de l’ARN p01 II fusionné à l’étiquette TAF permet l’initiation correcte

de la transcription in vitro

L’ARN p01 II fusionnée à l’étiquette TAP a été testée pour sa capacité d’initier la

transcription in vitro dans un système reconstitué avec les fGTs purifiés. L’ARN p01 II

humaine fusionnée à l’étiquette TAP et celle du thymus de veau ont été incubées avec

une matrice d’ADN contenant le promoteur d’adénovirus majeur tardif en présence des

facteurs purifiés TBP, TFIIB, TFIIF, TFIIE et TFIIH. La matrice consiste en une

séquence d’ADN linéarisée contenant le promoteur et une région transcrite de 391

nucléotides de long (figure 27A). La formation d’un transcrit de 391 nucléotides indique

que la polymérase fusionnée à TAP est compétente pour une transcription sélective au

promoteur in vitro (figure 27B).

3.4 Purification et analyse fonctionnelle de variantes de l’ARN pol II humaine générée

par la mutagénèse dirigée des régions Ïid et zzjper

Afin de comprendre les détails moléculaires de la réaction de transcription, la méthode

TAP a été utilisée pour isoler des variants de la polyrnérase mutés à certains éléments qui,

selon la structure cristallographique de l’enzyme de levure, jouent certains rôles présumés

dans la réaction de transcription. Le tableau III repésente l’ensemble des mutants étudiés

et, pour chacun, les essais qui ont été effectués. Les boucles lid et zipper de Rpbl sont

hautement conservées chez les polymérases bactériennes, de levure et humaine. Elles se

projettent à partir de la base de la clamp dans le cleft pour participer à la séparation de
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figure 26 : Le complexe de l’ARN p0! II fusionné à l’étiquette TAP peut être

recruté à un promoteur ut vitro.

L’essai de retardement sur gel (EMSA) a été effectué avec 450 ng d’ARN p01 II

fusionnée à TAP, sauvage (A) ou mutante (B, Zip; C, Sw2-34$), en présence de TBP,

TFIIB, TFIIF et TFIIE. Une réaction contrôle assemblée en absence de TBP est

présentée. La sonde utilisée est formée d’un fragment d’ADN radio-marqué contenant le

promoteur AdML. La position du PIC est indiquée.

A.
Ga14 binding sites +1 GML 33

ess casse e

IIIII ITATAI
-67 -30 .25 I

Ad2ML Promoter (.501+1 0)

B.

391 nt —*

Figure 27 : Essai de transcription in vitro

A. Représentation schématisée de la matrice d’ADN linéaire utilisée pour les essais de

transcription in vitro. Cinq sites de liaison de Ga14 répétés en tandem sont situés à 37

paires de bases en amont de la boîte TATA.

B. Les réactions de transcription in vitro contiennent 165 ng d’ARN pol II de type sauvage

(WT Rpbl-TAP) ou mutantes (Sw2-348 et Zip) en présence de TBP, TfIIB, TFIIf, TfIIE

et TFIIH. La position du transcrit de 391 nt est indiquée.
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l’hybride ADN-ARN et maintenir le côté amont de la bulle de transcription dans le site

actif (voir section 1.5.2). À l’exception de la phénylalanine 252 (chez la levure), les

résidus de la boucle lid n’entrent pas en contact avec les acides nucléiques séparés et sont

peu conservés à travers les 3 ARN polymérases nucléaires. Par conséquent, le lid jouerait

probablement un rôle stérique dans la séparation des brins ADN-ARN (Kettenberger

2004b). De plus, le Ïid et la saddle entre le waÏÏ et la clarnp (Cramer 2001) forment un

tunnel étroit de sortie de l’ARN qui permet seulement la sortie d’un simple brin (figure

1$). Chez la levure comme chez l’humain, la boucle correspondant au lid s’étend sur 13

acides aminés et une délétion de 7 résidus a été effectuée pour ne garder que les 3

premiers et les 3 derniers acides aminés et donner au mutant une boucle plus courte

(mutant Lid6 — tableau III). Le raccourcissement de la boucle lid détruit complètement la

capacité de Rpbl à s’assembler avec les autres sous-unités de l’ARN pol II (figure 28),

probablement parce que la délétion déstabilise Rpbl, la rendant incapable de se replier

correctement et d’interagir avec ces partenaires.

La boucle correspondant au zzpper s’étend sur 11 acides aminés et un mutant portant la

délétion complète de la boucle a été créé (mutant Zip) (tableau III). Le mutant a été

utilisé pour purifier avec succès tous les éléments du complexe de l’ARN pol II. Le gel

révélé au nitrate d’argent dans la figure 28 montre que l’abondance relative de quelques

protéines du complexe varient entre le mutant et la polymérase de type sauvage,

indiquant que la délétion n’a affecté que légèrement l’assemblage du complexe, surtout

au niveau des sous-unités Rpb4 et Rpb7. Pour élucider la fonction du z;pper dans la

transcription, nous avons comparé le mutant Zip avec l’ARN pol II sauvage dans

différents essais. Nous avons tenté d’établir la capacité du mutant Zip à s’assembler dans

le PIC sur un ADN contenant le promoteur d’adénovirus. L’essai de retardement sur gel

démontre que le complexe mutant Zip est incapable de s’assembler sur le promoteur

d’ADN et de former le PIC (figure 263). La figure 273 montre que le mutant Zip est

inactif dans les essais de transcription in vitro avec le promoteur d’AdML et en présence

de tous les FGTs. Pour démarquer avec plus de précision le défaut moléculaire qui

affecte l’activité transcriptioimelle in vitro du mutant Zip, son activité dans un essai

d’élongation, indépendant du promoteur a également été testée.
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Tableau III:

Noms des mutants et sommaire des expériences réalisées sur les complexes d’ARN p01 II
humaine portant l’étiquette TAP sur les sous-unités Rpbl ou Rpb2 mutées

Domaine
structurel

Mutant
Assemblage

du complexe à
12 sous-unités

Formation
du PIC

Transcription
promoteur
dépendente

Essai
d’élongation

Lid Iid Ê265-271 - NA NA NA
Rudder rud t321-334 + - ND -

Rnbl Switch 1 swl S1431A F1432A E1433A + ND ND NDsw2
K346A E347A G348ASwitch 2

R349A V350A R351A +
+ ND ND

Zipper zip M5-55 + - - -

flap t876-887 + + ND NDRap loop
fIap88O-881 + + ND ND

fork 1 M53-465 - NA NA NA
fork 1 A455-464 - NA NA NA

Fork
Ioo 1 fork 1 M58-459 + + - -

fork 1 W453A G454A D455A - NA NA NA
fork I R463A G465A - NA NA NA

fork 2 M87-499 - NA NA NA
Fork fork 2 M93-494 - NA NA NA

R b2
100P2 fork 2 G490A R491A D492A - NA NA NA

p fork 2 K497A P498A R499A - NA NA NA
MBE791AD792A - -

- NA
Métal B MB E791A + + -1+ +

MB D792A - - - NA
sw31O64-1O85 - NA NA NA

Switch3 sw3R1O78AS1O79AR1O8OA + - - -

sw3L1O84AR1O85AF1O86A - NA NA NA
sw411O9-1114 - NA NA NA

Switch4 sw41111-1112
- NA NA NA

sw4S1111AD1112AP1113A - NA NA NA

ND: Non-Detenniné, NA: Non-ApplicaDle
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L’essai d’élongation est basé sur l’observation que l’ARN p01 II purifiée possède une

plus grande affinité pour les matrices de type homopolymère simple-brin (Dezelee 1974).

Lorsqu’une extension simple-brin est attachée en 3’ à un duplexe d’ADN, l’ARN p01 II

s’y attache préférentiellement et initie la synthèse de chaînes d’ARN (figure 233); il est

donc possible de réaliser un essai quantitatif pour étudier la transcription en évitant les

étapes limitantes de la reconnaissance du promoteur et de l’ouverture de la bulle de

transcription. En d’autres termes, cet essai permet de mesurer la capacité catalytique de

transcription des ARN pol II purifiées indépendamment des FGTs (Kadesch 1982). La

matrice utilisée dans la figure 29 porte une extension de 15 dC sur le brin 3’. L’ARN pol

II sauvage produit des transcrits de 60 nt de long, indiquant que la polymérase initie la

transcription 10 nt en amont de la jonction double-brin. Par contre, le complexe d’ARN

pol II portant la délétion Zip est inactif dans l’essai d’élongation (figure 29).

wT
M Rpbl TAP liU6 5w2348 Zip

2OO--——— b -Ri -RpbI 1 -Rpb

=
Rpb? Rpb2

45-

____

—

Rph3 Rph3

31-

- RpbS Rpb5

Rph? •Rpb
-R bi

21 p

- Rpb4
Rpbl -

•Hpb8 -RpbB

6.5- —

Figure 28 : Purification et identification des sous-unités du complexe d’ARN p01 II

humain portant l’étiquette TAP sur Rpbl et les mutations Sw2-348 et Zip.

Le gel de polyacrylamide SDS coloré au nitrate d’argent montre d’abord la sous-unité

Rpbl sauvage portant l’étiquette TAP et certains des mutants illustrés dans le tableau 3.

Le mutant Lid6 démontre un problème au niveau de l’assemblage de l’ARN pol II. Les

purifications ont été effectuées au minimum 3 fois et les résultats sont reproductibles.

- Rpb3

__— -Rpb5
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Figure 29 : Essai d’élongation

L’expérience a été effectuée sur une matrice portant un extension de 15 C simple-brin sur

son extrémité 3’ et en l’absence des FGTs. La taille attendue des transcrits est de 60 nt et

les réactions contiennent 165 ng d’ARN polIT (sauvage ou mutante).

3.5 Purification et analyse fonctionnelle d’une variante humaine de l’ARN pol II

générée par la mutagénèse dirigée des régions switch 1 et 2 de Rpbl

Les boucles switch 1 et 2 sont très peu ordonnées dans la structure de l’enzyme en

solution mais deviennent ordonnées dans la structure du complexe en élongation. Cette

disposition est induite par la liaison des switches à l’ADN en duplexe avec l’ARN et celui

plus en aval de l’hybride. Ainsi, la boucle switcÏt 1 entre en contact direct avec la matrice

d’ADN près de la localisation de l’hybride avec l’ARN (figure 14C). Puisque la boucle

est située à un endroit clé par rapport au cÏarnp et au site actif, une délétion de la boucle,

au complet ou en partie, affecterait probablement le repliement de Rpbl et l’assemblage

de l’ARN pol II. Parmi les 22 acides aminés de cette boucle, 3 sont conservés en terme

de séquence et de position relative chez les polymérases de bactéries, levure et humains.
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Un mutant dans lequel ces acides aminés, notamment S1401, F1402 et E1403, sont

substitués par des résidus d’aÏanine (tableau III) a été créé. Chez la sous-unité Rpbl

humaine, ces acides aminés correspondent à S1431, F1432 et E1433. Le mutant a été

nommé Swl-1431. La mutation Swl-143 1 prévient probablement le repliement adéquat

du peptide Rpbl fusionné à TAP et, de ce fait, l’assemblage du complexe transcriptionnel

(figure non-présentée).

La boucle switch 2 entre également en contact avec l’hybride ADN-ARN dans le site

actif (figure 14C). Pour les mêmes raisons mentionnées précédemment, une stratégie de

mutagenèse dirigée a été empruntée plutôt qu’une délétion. Un mutant dans lequel les

acides aminés K332, E333, G334, R335, 1336 et R337 ont été remplacés par des résidus

d’alanine a été créé. Chez la sous-unité RpbI humaine, ces acides aminés correspondent

à K346, E347, G34$, R349, V350 et R351. Le mutant a été nommé Sw2-348 (tableau

III). La figure 2$ montre que la sous-unité Rpb 1 portant la mutation Sw2-34$ est aussi

efficace que celle du type sauvage à s’assembler en solution. Par contre, l’essai de

retardement sur gel (figure 26) indique que le mutant Sw2-348 n’est pas aussi spécifique

que le type sauvage pour entrer dans le PIC sur un promoteur en présence des fGTs. Le

signal de retard sur gel étalé (« smear ») en présence de TBP à la figure 26C pourrait

représenter des complexes transitoires instables. De plus, tel qu’on s’attendrait d’après

les résultats de retard sur gel, le mutant Sw2-34$ est incapable de supporter la

transcription in vitro (figure 273).
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Chapitre 4 . Discussion

4.1 Purification simple et efficace de l’ARN pol II humaine dans des conditions

natives

Les approches classiques pour la purification de l’ARN pol II humaine utilisent

typiquement plusieurs étapes de chromatographie, incluant la chromatographie d’échange

d’ions. L’élution de ces colonnes à l’aide de tampons à haute concentration de sels

modifie la composition polypeptidique des complexes purifiés. Par exemple, les

protéines régulatrices, souvent liées faiblement à l’enzyme qu’elles régulent, peuvent être

perdues durant ces procédures de purification. Le groupe de Séraphin (Rigaut 1999) a

développé la procédure TAP pour permettre la purification de complexes protéiques dans

les conditions natives. Pour réaliser cette étude, nous avons adapté la procédure TAP

pour la purification de complexes protéiques exprimés au niveau physiologique à partir

de cellules humaines. Ainsi, en empêchant la surexpression des protéines fusionnées à

TAP, la technique permet de limiter la formation d’interactions protéiques non-

spécifiques.

Notre laboratoire a démontré l’utilisation de la méthode TAP sur des cellules humaines

pour la purification simple et efficace du complexe transcriptioimel contenant les 12

sous-unités de l’ARN pol II ainsi que les deux sous-unités de TFIIF, TFIIB, la

phosphatase Fcpl et une protéine de fonction inconnue, RPAP1 (Jeronimo 2004a, figure

24A). Dans un effort pour comprendre si les 17 polypeptides font partie du même

complexe, plusieurs d’entre elles ont été fusionnées à la double-étiquette TAP (figure

243). La purification ayant donné les mêmes résultats, nous avons démontré que tous ces

polypeptides font partie d’un unique complexe. De plus, trois raisons nous permettent de

croire que ce complexe d’ARN pol II fusionné à TAP est la forme la plus abondante,

soluble et stable dans les cellules humaines. Premièrement, les polypeptides fusionnés à

TAP sont exprimés au niveau physiologique dans les cellules transfectées de manière

stable. Deuxièmement, l’extraction des protéines est réalisée dans des conditions douces,

à basse concentration de sels; et finalement, les étapes de purification par affinité sont
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accomplies dans des conditions natives. Si le complexe médiateur se retrouve associé

(Rachez 2001) à l’ARN pol II dans les extraits de cellules humaines (voir section

1.2.3.2), il n’apparaît pas sur les gels colorés au nitrate d’argent possiblement à cause de

deux raison: soit que sa concentration est beaucoup moins élevée que celle de l’ARN pol

II, soit que son association avec la polymérase est trop faible pour survivre à la

purification par double affinité.

La présence de l’étiquette TAP à l’extrémité C-terminale des différentes sous-unités de

l’ARN p01 II n’affecte pas leur activité. Les complexes d’ARN pol II sauvages fusionnés

à TAP sont parfaitement actifs in vitro, puisqu’ils sont capable de former un PIC avec les

FGTs sur un promoteur d’adénovirus (figure 26), initier adéquatement la transcription

(figure 273) et allonger des transcrits (figure 29).

4.2 Analyse structure-fonction du centre catalytique de l’ARN pol II

La structure cristallographique de l’ARN pol II eucaryote a été utilisée pour prédire la

fonction de plusieurs éléments structuraux dans le site actif. Par exemple, plusieurs

boucles et hélices qui lient directement ou se rapprochent du duplexe ARN-ADN au site

actif de l’enzyme en élongation ont été proposées pour réguler la formation et maintenir

la bulle de transcription et l’hybride ARN-ADN. Le tableau III énumère tous les motifs

et les boucles des sous-unités Rpbl et Rpb2 qui ont été ciblés par notre analyse. Une

série de 25 mutants a été créé par délétions partielles ou substitutions par des alanines.

Les substitutions par alanines permettent d’éliminer les chaînes latérales au-delà du

carbone /3, tout en gardant une charge neutre. De plus, elles sont plus adéquates que les

substitutions par des glycines qui pourraient avoir un effet déstabilisant sur la structure

secondaire de la protéine. Nos résultats indiquent que les mutations au site actif affectent

l’assemblage et/ou la stabilité du complexe d’ARN pol II à 12 sous-unités puisque 16

parmi ces mutants présentent des défauts d’assemblage. Étant donné que les mutations

affectant l’assemblage de l’ARN pol II ne se situent pas, selon les structures

cristallographiques, dans des domaines directement impliqués dans les interactions entre

les différentes sous-unités (Cramer 2001, Gnatt 2001, Westover 2004a), il est probable
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que ces mutations affectent plutôt le repliement de la sous-unité mutée, l’empêchant de

s’associer correctement avec les sous-unités adjacentes.

La mutation au domaine s’vvitch 1 se trouve parmi celles qui affectent le repliement de

Rpb 1. Ainsi, des 22 acides aminés formant la boucle switch 1 à la base de la clarnp, 3

sont conservés à travers les espèces et ont été remplacés par des alanines aux positions

1431, 1432 et 1433. Ce mutant, nommé Swl-1431, a mené à des défauts dans

l’assemblage du complexe de l’ARN p01 II à 17 sous-unités. La délétion de 7 des 13

acides aminés de la boucle Ïid a également mené à certains défauts dans l’assemblage du

complexe d’ARN pol II (figures non-présentées). Une étude structurelle récente a

démontré que 3 boucles, dont le lid (en plus du rudder et de la bouclefork]), qui étaient

désordonnées et ne pouvait être résolues dans toutes les structures cristallographiques

antérieures, devenaient ordonnées dans la structure de la polymérase en transcription à

l’état post-transloqué (Westover 2004a). Les 3 boucles joueraient un rôle clé dans la

séparation de l’hybride ADN-ARN (figure 30). La mise en ordre de ces boucles prouve

leur interaction entre elles et avec l’ARN et l’ADN. Le lid servirait de cale (« wedge »)

pour pousser l’ARN et l’ADN à se séparer et interagirait avec les résidus -8, -9 et -10 de

l’ARN. Cette boucle servirait de barrière pour maintenir la séparation des brins et guider

l’ARN à travers la voie de sortie. Le résidu de Rpbl à la pointe de la cale, Phe 252 chez

la levure, rompt le lien ARN-ADN à la position -10 tout en contactant la base d’ADN,

son extrémité aromatique étant perpendiculaire à la base d’ADN (Westover 2004). Chez

l’humain, ce résidu correspond à Met 265, un autre acide aminé de la classe hydrophobe.

Le résidu Phe 264 (correspondant à His 277 chez l’humain) pourrait contacter l’ADN de

manière semblable à la position -10 ou -11.

En plus d’interagir avec l’ARN et l’ADN, le Ïid interagit avec le rudder qui lui-même

interagit avec la boucle forkÏ (Westover 2004a). Il a été proposé qu’ensemble, ces

boucles contribuent au maintien de l’amont de la bulle de transcription. De plus, elles se

trouvent à proximité de la saddÏe dans la polyrnérase (voir figures 1$ et 303), entre la

cÏamp et le waÏÏ, où le Ïid interagit avec d’autres éléments pour former un arc (ou

«arch ») au dessus de la saddÏe (figure 303). L’ARN quitte la région du site catalytique
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Figure 30 : Séparation de l’hybride ARN-ADN et voie de sortie de l’ARN

A. Le complexe en élongation est illustré avec la localisation de la pince et du mur en

pointillé.

3. Vue sectionnée du complexe en élongation pour laisser voir l’arc au-dessus de la selle

et le pore de sortie à travers lequel passe l’ARN après séparation de la matrice d’ADN.

C. Deux voies de sortie de l’ARN possibles. Le structure est colorée selon le potentiel

electrostatique de la surface (négatif en rouge, neutre en blanc et positif en bleu (les

domaines mur, rudder et lid ont été omis pour permettre de mieux visualiser les

trajectoires 1 et 2 de l’ARN).

D. Quelques résidus des boucles Lid, rudder et embranchement 1 interagissent avec

l’ARN et l’ADN.

Image tirée de: Westover 2004

à travers un pore de sortie en dessous de l’arcli, tandis que l’ADN quitte au-dessus de

l’arch, empêchant la possibilité de réassociation. Au-delà de la saddle, deux voies de

plane
section $ section

D
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sortie de l’ARN avaient été identifiées selon les distributions des charges à la surface de

l’ARN pol II (figure 30C) (Westover 2004). La voie 1, un sillon chargé positivement

traversant la base de la pince, mène à la sous-unité Rpb7 qui contient un repliement

retrouvé chez les protéines liant les chaînes d’ARN simple-brin (Bushnell 2003). La voie

2, un sillon chargé positivement traversant le côté arrière de la polyrnérase, mène à Rpb8,

qui contient également des motifs pour l’interaction possible avec des acides nucléiques

simple-brin (Krapp 1998). Il a été proposé que l’ARN devait effectuer un tournant aigu

pour atteindre la voie 1 et que seule la voie 2 est chargée positivement chez la bactérie

(Westover 2004). L’ARN suivant la voie 2 passe d’abord en dessous du domaine Ïid.

Or, le réseau d’interactions complexes dont fait partie le domaine Ïid explique sa

nécessité lors du repliement de Rpbl et de son assemblage dans le complexe de la

polymérase et justifie le défaut d’assemblage du complexe lors d’un raccourcissement de

la boucle.

Deux autres mutants semblaient ne pas affecter le repliement de Rpbl et la formation du

complexe en solution. En effet, le remplacement de 6 acides aminés, notamment K346,

E347, G348, R349, V350 et R351, de la boucle switch 2 (mutant Sw2-348) par des

alanines n’a pas affecté l’assemblage du complexe en solution (figure 28), ce qui a

permis d’analyser la fonction de cette boucle dans la réaction de transcription. Le mutant

Sw2-348 semble pouvoir former le PIC avec tous les FGTs avec une efficacité moindre

au complexe contenant la polymérase de type sauvage. Par contre, le mutant forme un

complexe aussi spécifique dans sa liaison au promoteur et reproductible dans le cas où

TBP est omis de la réaction. Or, tous les résultats d’assemblage du PIC démontrent que

TBP est le premier facteur à s’assembler spécifiquement sur le promoteur de la sonde

étudiée, que sa présence est requise pour la formation d’un complexe spécifique et qu’en

son absence, les fGTs et la polymérase ne s’assemblent pas au promoteur.

Les 5 switches situées au bas de la pince mobile ont d’abord été impliquées dans le

jumelage de la fermeture de la pince à la présence de l’hybride ADN-ARN (Cramer

2001, Gnatt 2001). Cette hypothèse a été basée sur le fait que ces boucles sont

désordonnées dans la structure cristallographique de l’ARN p01 II à 10 sous-unités en
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solution (sans le dimère Rpb4-Rpb7), mais se retrouvent ordonnées dans l’enzyme en

élongation. Le réarrangement de ces boucles coïncide avec le mouvement de la pince de

l’état ouvert dans l’enzyme libre, qui était suggéré de permettre l’entrée de l’ADN dans le

sillon, à l’état fermé dans la polymérase liée à l’hybride ADN-ARN pour assurer la

stabilité du complexe en élongation. Puisque les boucles entrent en contact direct avec

l’ADN dans la région de l’hybride, elles pourraient être responsable de détecter la

présence d’un ARN naissant et de jumeler la fermeture de la pince sur l’ADN. Par

contre, les structures cristallographiques récentes du complexe d’ARN pol II à 12 sous-

unités (Armache 2003, Bushnell 2003) ont révélé que la pince est fermée en présence du

dimère Rpb4-Rpb7. Ces résultats ont permis aux auteurs de proposer que l’ADN est

d’abord chargé sur la pince loin du site actif de manière semblable à la polymérase

bactérienne (Murakami 2002) et atteint le sillon après que la bulle de transcription ait été

ouverte. Dans ce cas, les boucles switches entreraient en contact avec l’ADN seulement

après l’ouverture du promoteur et l’entrée de l’ADN dans le sillon. Les résultats de

l’étude structurelle par mutagénèse indiquent que switch 2 est important pour

l’assemblage spécifique du PIC sur un promoteur d’ADN. L’alanine est un acide aminé

hydrophobe et le site de la mutation de Sw2-34$ se trouve près du cÏeft, un domaine de la

polymérase chargé positivement. Or, le remplacement de 6 acides aminés par des

alanines aurait clairement affecté la spécificité et l’activité de l’ARN pol ii à former le

PIC ou d’entreprendre la transcription en présence des FGTs in vitro.

L’autre mutant qui semblait ne pas affecter le repliement de Rpbl et l’assemblage du

complexe en solution est celui portant la délétion complète de la boucle zzpper. À
première vue, cette mutation n’a pas affecté l’assemblage du complexe en solution

(figure 28), mais en examinant de plus près, on réalise que les sous-unités Rpb4 et Rpb7

se retrouvent en quantités plus faibles chez le mutant Zip que chez la polymérase de type

sauvage. Cette diminution est attendue puisque Rpb4 interagit avec une région à

l’extrémité N-terminale de Rpbl située à proximité du Zipper. Nous avons tout de même

poursuivi l’analyse de la fonction de cette boucle dans la réaction de transcription. Le

mutant Zip semble incapable de former le PIC avec tous les FGTs. Par ce fait même, il

est incapable de mener une réaction de transcription reconstituée in vitro sur le promoteur
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AdML. De plus, dans l’essai d’élongation, réalisé indépendamment du promoteur et en

absence de FGTs, le mutant s’est prouvé incapable de produire des transcrits.

Il a été suggéré que la boucle ztper joue un rôle dans la séparation des brins codant et

non-codant de l’ADN. Ces résultats supportent l’hypothèse que la délétion de la boucle

ztper mènerait à un défaut au niveau de l’ouverture de la bulle de transcription et la

séparation des brins d’ADN en amont du site actif. La polymérase serait incapable de

contacter l’ADN à cet endroit clé, menant au mauvais positionnement de la matrice

d’ADN dans le site actif et corrompant la capacité de l’enzyme à initier la transcription

efficacement. Cette interprétation justifierait le défaut au niveau de l’élongation à partir

d’une matrice étendue à son extrémité 3’. Une autre alternative serait que le mutant est

incapable d’interagir avec l’un des FGTs impliqués dans la formation du PIC. En effet, il

a été observé que le domaine en forme de doigt du facteur TFIIB pénètre au centre

catalytique de la polymérase à travers le canal de sortie de l’ARN (Chen 2004, Bushnell

2004). Lors de l’ouverture de la bulle de transcription, une région d’ADN désappariée

est retenue transitoirement par une interaction du brin non-codant avec RAP30 et une

interaction du brin codant avec le domaine en doigt de zinc de TFIIB et le site actif de la

polymérase. C’est à cet endroit que l’ADN du promoteur est d’abord plié, dû à la

flexibilité de la région simple-brin, avant de descendre dans le cÏeft. C’est également à

cet endroit que l’ADN interagit vraisemblablement pour la première fois avec le cÏeft du

site actif de la polymérase et avec les structures protéiques qui définissent la bulle de

transcription, notamment le rudder et le zzpper à l’extrémité amont, et la boucle fork2 à

l’extrémité avale (Gnatt 2001, Cramer 2001, Bushnell 2004). La délétion du zzper aurait

donc un impact important au niveau de l’interaction avec TFIIB, de la formation du

complexe ouvert et de l’initiation (figures 26B, 27B et 28). Cette explication

impliquerait par contre que le mutant possède un deuxième défaut au niveau de

l’élongation expliquant son incapacité de transcrire dans l’essai d’élongation indépendant

des facteurs généraux (figure 29).
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Conclusion et perspectives

Les travaux réalisés dans le laboratoire du Dr Benoit Coulombe (Jeronimo 2004,

Langelier 2005) ont démontré l’importance des études biochimiques dans l’analyse

structure-fonction de l’ARN pol II. Malgré qtte les structures cristallographiques donnent

un aperçu du mécanisme transcriptionnel en se basant sur le positionnement des éléments

protéiques de l’ARN pol II et des facteurs qui y sont associés, les dissections

biochimiques et génétiques élaborées demeurent un moyen essentiel pour construire un

modèle moléculaire détaillé du processus transcriptionnel, ainsi que de comprendre les

mécanismes exacts de la régulation et de la synthèse des ARNm.

Les objectifs de mon travail de maîtrise étaient de purifier, grâce à la méthode TAP, une

forme de l’ARN pol II exprimée au niveau physiologique dans les cellules humaines et

active dans les essais de transcription in vitro. Un autre objectif était de démontrer que

les différentes boucles de la sous-unité Rpbl qui se localisent de manière stratégique aux

environs du centre catalytique de la polymérase jouent un rôle crucial dans la formation

d’un complexe d’ARN p01 II stable en solution, l’assemblage au promoteur (PIC) et la

processivité de la transcription.

L’observation des bandes colorées au nitrate d’argent et les analyses de spectrométrie de

masse ont permis de conclure que le complexe purifié contient toutes les sous-unités de

l’ARN pol II. De plus, les essais de retard sur gel, de transcription et d’élongation in

vitro ont démontré que l’ARN pol II fusionnée à l’étiquette TAP et purifiée par double

chromatographie d’affinité est capable de s’assembler au promoteur et de supporter la

transcription spécifique et processive d’un transcrit d’ARN. Ces résultats indiquent que

l’ajout de l’étiquette TAP aux sous-unités étudiées n’affectent pas leur fonction. Nous

proposons alors que cette technique peut être employée pour la purification simple et

efficace de différentes formes mutantes de l’ARN pol II dans l’effort d’étudier les

structures et acides aminés conservés entourant le site actif.
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Nous avons donc procédé à la mutagénèse dirigée à certaines boucles localisées de

manière stratégique autour du site catalytique de l’ARN ol II. Dans plusieurs cas, les

mutations affectent probablement le repliement de la sous-unité fusionnée à l’étiquette

TAP et la rendent incapable de s’assembler et de former le complexe de l’ARN pol II à

12 sous-unités. Par contre, parmi les mutants capables de s’assembler et de former

correctement le complexe de polymérase à 12 sous-unités, la plupart sont bloqués aux

étapes précoces du mécanisme de transcription. Dans le cas de la boucle switch 2, le

remplacement par des acides aminés hydrophobes d’une région rapprochée du clefi

chargé positivement affecterait la spécificité de l’ARN poi ii à se lier à l’ADN dans le

contexte du PIC. Par contre, la délétion totale de la boucle z;per mènerait à un défaut au

niveau de l’ouverture de la bulle de transcription et de la séparation des brins d’ADN en

amont du site actif La polymérase semble incapable de contacter l’ADN à cet endroit et

de le positionner adéquatement dans le site actif afin d’initier la transcription.

Les étapes futures envisagées pour la continuité de ce projet impliquent la construction

d’autres mutants au niveau des boucles et hélices impliquées dans les étapes d’élongation

tel que la transiocation, le backtracking et le proofreading. Ceci pourrait compléter le

modèle moléculaire et vérifier les hypothèses émises suite à l’observation des stuctures

cristallographiques. De plus, il serait intéressant d’approfondir les expériences sur

certains mutants déjà en cours afin de confirmer nos conclusions, par exemple, un essai

de transcription in vitro avec un promoteur ouvert devrait corriger le défaut du mutant

z;pper. finalement, il serait intéressant de comparer les effets des mutants du site

catalytique de la polymérase à des mutants des domaines importants chez les FGTs. Ceci

pourrait nous permettre d’observer la complérnentation du site actif déjà décrite dans la

littérature et de confirmer la fonction de chacun des domaines.
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