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SOMMAIRE

La transcription des genes est un processus relativement simple chez les organismes

procaryotes. Une seule enzyme en est responsable, 1'ARN polymerase (ARN pol) qui est

composee de quatre sous-unites dz, P' et P. Afin de pouvoir transcrire, 1'ARN polymerase

procaryote a recours au facteur o. Ensemble, ces cinq sous-unites forment 1'holoenzyme

procaryote fonctionel en transcription.

Chez les organismes eucaryotes, la transcription des genes est beaucoup plus complexe.

D'une part, 1'ADN est condense sous forme de cb-omatine, ce qui constitue une premiere

barriere pour les proteines impliquees dans la transcription des genes. De plus, depuis que Ie

genome humain a ete sequence, plus de 30 000 genes ont ete repertories. Ce ne sont pas

tous les genes qui sont exprimes dans la cellule. Selon Ie tissus, certains genes seront

exprimes, tandis que d'autres seront reprimes. II existe trois classes de genes chez les

eucaryotes, les genes de classe I, de classe II et de classe III. Les genes de classe I codent

pour des ARN ribosomaux (ARNr) et les genes de classe III codent principalement pour des

ARN de transfert (ARNt). Chacune de ces classes de genes possede sa propre enzyme de

transcription. II s'agit de 1'ARN pol I et de 1'ARN pol III, respectivement. Quant aux genes

de classe II, 1'enzyme responsable de la synthese des ARNm est 1'ARN polymerase II. A la

difference de 1'ARN polymerase procaryote, 1'ARN pol II est composee d'une dizaine de

sous-unites et a recours a plusieurs autres facteurs de transcription pour etre fonctionnelle.

L'ARNm contient toute I'mformation necessaire pour mener a la production d'une proteine.

Les proteines joueront differents roles dans la cellule et sont essentielles a son

fonctionnement. La transcription des genes de classe II peut etre decortiquee en plusieurs

etapes soit la reconnaissance du promoteur genique et la formation d'un complexe de

preinitiation a la transcription, 1'ouverture du promoteur au site d'initiation de la

transcription, 1'initiation proprement dite qui consiste en la formation du premier lien
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phosphodiester de PARNm, Ie degagement du complexe d'elongation du promoteur et enfin

Pelongation de 1'ARNm.

En presence d'ATP, Ie complexe pretranscriptionnel est en mesure d'ouvrir Ie promoteur au

site d'initiation de la transcription. La formation du complexe pretranscriptionnel et

1'ouverture du promoteur necessitent 1'enroulement de 1'ADN du promoteur autour de 1'ARN

pol II. Puisque 1'enroulement de 1'ADN joue un role important dans 1'assemblage du

complexe d'initiation, notre hypothese est que la courbure naturelle de 1'ADN du promoteur

peut influencer la force transcriptionnelle basale du promoteur. Afin de verifier cette idee,

nous avons introduit une serie de cinq adenines (A5), reconnue pour induire une courbure

d'un angle de 18 ° dans 1'ADN, a differentes positions Ie long du promoteur majeur tardifde

PAdenovirus. Selon la position de la serie d'adenines, nous observons une variation dans

1'activite transcriptionnelle basale pour les promoteurs mutes, certains etant plus forts,

d'autres plus faibles que Ie promoteur sauvage. Deux de nos promoteurs mutants, lesquels

possedent une serie d'adenines immediatement en aval de la boite TATA (GML108; A5 -23,-

19) ou dans 1'initiateur (GML162; A5 -1/+4), ont une activite transcriptionnelle basale plus

faible que Ie promoteur sauvage. La courbure presente dans Ie mutant de promoteur

GML108 affecte la formation des complexes TBP-ADN et TBP-TFIIB-ADN, mais non

1'assemblage des complexes contenant TFIIE, TFIIF et 1'ARN pol II en plus de TBP et de

TFIIB. Les resultats obtenus supportent la notion qu'une courbure induite dans 1'ADN et

1'enroulement de celui-ci jouent un role significatif dans Pimtiation de la transcription et

revelent un nouveau mecanisme de regulation des genes.

La regulation de la transcription est primordiale pour maintenir 1'homeostasie cellulaire. Un

simple desequilibre peut mener a de graves maladies tel Ie cancer. II est done important de

comprendre les mecanismes impliques dans la transcription afin de pouvoir developper des

outils pouvant mener a des eventuelles therapies geniques.
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CHAPITRE 1
INTRODUCTION

1.1 Transcription des genes de classe II chez les metazoaires

1.1.1 Description d'un gene de classe II (metazoaires)

Un gene de classe II peut etre subdivise en deux regions principales: la region promotrice

(promoteur) et la region transcrite. La region transcrite est celle qui sera utilisee comme

matrice pour la synthese du pre-ARNm. Ce pre-ARNm subira des modifications telles que

Ie coiffage, 1'epissage et la polyadenylation, avant d'etre exporte au cytoplasme pour la

traduction. Le site d'initiation de la transcription (site +1) constitue Ie premier nucleotide du

pre-ARNm et delimite generalement Ie promoteur de la region transcrite. Le promoteur

contient plusieurs elements de sequence pouvant jouer un role dans la regulation de la

transcription ou comme port d'attache pour les proteines impliquees dans 1'initiation de la

transcription. Les elements responsables de la regulation transcriptionelle sont des

regulateurs proximaux et distaux (enhancers, silencers). Les elements servant de port

d'attache sont la boite TATA, 1'initiateur (Inr), 1'element BRE (TFIIB recognition element)

et Pelement DPE (downstream promoter element) (Fig. 1). La boite TATA et 1'Inr

constituent Ie "core" du promoteur, c'est-a-dire qu'a eux seuls, Us sont en mesure de

supporter la transcription tant in vivo qu'in vitro (Hahn 1998). Certains promoteurs peuvent

avoir a la fois une boite TATA et un Inr, 1'un ou 1'autre ou aucun des deux (Smale 1994).

La boite TATA est un element de sequence de 8 pb dont la sequence consensus est

TATAa/tAa/t et est situee a 30 pb en amont du site +1. L'extremite 5' de la boite TATA (T-

A-T-A) est consideree comme etant tres flexible par la presence du dinucleotide TA (Kim,

Y. et al., 1993; Juo et al., 1996; El Hassan et Calladine 1996; Dickerson 1998). Cette

flexibilite serait essentielle pour accepter 1'encombrement sterique de certains acides amines

de la proteine TBP (TATA binding protein). Ceci pourrait expliquer pourquoi 1'extremite 5'
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de la boite TATA est invariable dans sa sequence (Juo et al., 1996). Quant a 1'extremite 3'

de la boite TATA (a/t-A-a/t), celle-ci est plus variable. Selon sa sequence, elle peut etre

flexible (t-A-t) ou courbee et rigide (a-A-a) (Koo et al., 1986; Nelson et al., 1987; El Hassan

et Calladine 1996; Dickerson 1998). La boite TATA, grace a sa sequence, adopterait une

confonnation particuliere pouvant etre reconnue specifiquement par TBP (Juo et al., 1996;

Grove et al., 1998; de Souza et al., 1998, Davis et al., 1999). La distance entre la boite

TATA et Ie site +1 est cruciale pour une initiation precise par 1'ARN pol II au site

5'-1

Elements r6gulateurs ^16ments r6gu(ateurs
distaux proximaux

(-10 000 pb) (-50 ^-100 pb)
d'initiation.

BRE TATA Inr DPE
(-35 pbX-30 pb) (-3^+5) (+30 pb)

Figure 1. Description d'un gene de classe II

L'initiateur (Inr) chevauche Ie site d'initiation de la transcription et s'etend de -3 a +5. La

sequence consensus PyPyANt/aPyPy est plus variable que celle de la boite TATA. L'lnr,

tout comme 1'element DPE situe a 30 pb en aval du site +1 (Burke et Kadonaga 1996),

deviennent essentiels pour la transcription in vivo lorsque les promoteurs n'ont pas de boite

TATA ou possedent une boite TATA non consensus (Stmhl et Moqtaderi 1998; Hahn

1998). L'lnr, via des interactions avec differentes proteines, a pour fonction de positionner

1'ARN pol II adequatement pour 1'initiation de la transcription. L'element DPE, dont la

sequence consensus est PuGa/tCGTG, est retrouve dans presque tous les promoteurs sans

boite TATA chez la drosophile (Burke et Kadonaga 1996, 1997). Son role serait aussi

important que la boite TATA. II en est de meme pour la distance qui Ie separe de 1'Inr afin

d'initier la transcription au site +1 (Kutach et Kadonaga 2000).



L'element BRE, dont la sequence consensus est g/cg/cg/aCGCC, a ete decouvert par

Reinberg et collaborateurs (1998). II est recoimu de fa9on specifique par Ie facteur general

de transcnption TFIIB. La localisation de 1'element BRE, immediatement en amont de la

boite TATA, pourrait impliquer TFIIB dans 1'orientation que doit prendre TBP lors de sa

liaison a 1'ADN (Littlefield et al., 1999). En effet, deux orientations sont possibles pour la

liaison de TBP a la boite TATA (Cox et al., 1997). Une seule des orientations mene a la

formation d'un complexe de preinitiation fonctionnel.

Quant aux sequences regulatrices, celles-ci sont generalement situees de 50-100 pb en amont

du site +1 (regulateurs proximaux) ou a de grandes distances (pouvant allerjusqu'a plusieurs

kpb) en amont ou en aval du site +1 (regulateurs distaux ou enhancers) (Mitchell et Tjian

1989; Ptashne 1988). Ces elements regulateurs lient de fa^on gene-specifique soit des

activateurs ou des represseurs transcriptionnels. Cette liaison permet de moduler de fa9on

positive ou negative differentes etapes de la transcription dont entre autres Ie recmtement

des facteurs generaux de transcription, de 1'ARN pol II au promoteur ou la vitesse

d'elongation de la transcription par 1'ARN pol II.

1.2 Initiation de la transcription

1.2.1 ARN polymerase II

L'enzyme responsable de la synthese de 1'ARNm est 1'ARN pol II. L'ARN pol II est

composee de 10 a 12 sous-unites (Rpbl-Rpbl2), selon 1'organisme. Les trois plus grandes

sous-unites de PARN pol II, Rpbl (200kDa), Rpb2 (150kDa) et Rpb3 (45kDa) ainsi que

Rpbl 1 forment Ie "core" de PARN pol II au meme titre que leurs homologues procaryotes,

c'est-a-dire les sous-unites ?' (Rpbl), ? (Rpb2) et a^ (Rpb3 et Rpbll) de 1'ARN pol

procaryotes (Young 1991). Chez les eucaryotes, de la levure a 1'humain, presque toutes les

sous-unites de 1'ARN pol II sont structurellement conservees (McKune et al., 1995). Chez



la levure, dix des douze sous-unites sont essentielles a la survie de la cellule, ce qui suggere

Ie meme raisonnement pour les organismes plus evolues.

II est connu que les trois plus grosses sous-unites Rpbl, Rpb2 et Rpb3 jouent Ie role de

charpente pour les autres sous-unites de 1'ARN pol II (Kolodziej et Young 1991).

Recemment, des etudes utilisant les techniques de diffraction des electrons et des rayons X

ont permis de caracteriser la structure de 1'ARN pol II (Fig. 2) (Cramer et al., 2000). La

sous-unite Rpbl, capable de lier 1'ADN, et Rpb2, capable de Her les nucleosides

triphosphates, s'assemblent pour former une crevasse au fond de laquelle se trouve Ie site

catalytique de 1'ARN pol II. La grandeur de la crevasse est suffisante pour Her 9 pb de

1'hybride ARN-ADN, permettant alors 1'alignement de 1'extremite 3' de 1'ARNm avec 1'ion

Mg sitie dans Ie fond du site catalytique de 1'ARN pol II. A 1'entree de la crevasse, les

sous-unites Rbpl, Rpb5 et Rpb9 forment une structure mobile qualifiee de machoire : Rpbl

et Rpb9 formant la partie superieure et Rpb5 formant la partie inferieure de la machoire.

Cette machoire amovible aurait pour fonction de placer PADN (-20 pb) adequatemement en

aval du site catalytique de 1'ARN pol II. Dans la meme region de la crevasse, une autre

structure amovible, la pince, est formee par la partie N-terminale de Rbpl, de Rpb6 et de la

partie C-terminale de Rpb2. Le role de la pince serait de stabiliser 1'hybride ADN-ARN

present dans Ie site catalytique de PARN pol II, augmentant la stabilite du complexe

d'elongation. La longueur de 1'ADN utilise dans cet experience ne permet pas de definir la

trajectoire qu'emprunterait celui-ci au fur et a mesure de la synthese de 1'ARNm. En effet,

1'ADN une fois sortie du site catalytique se heurterait a un mur consit.ite de Rpb3, RbplO,

Rpbll et Rbpl2 lies au sous-complexe Rbpl-Rpb2. Deux hypotheses sont envisageables,

soit que 1'ADN passe par-dessus Ie mur ou Ie contoume. Par contre, la presence d'un sillon

a la base de la pince servirait de porte de sortie pour 1'ARNm naissant. Le fait que les sous-

unites Rpbl, Rpb2, Rpb3 et Rpbl 1 aient des homologues dans 1'ARN pol I et 1'ARN pol III,

et que les sous-unites Rpb5, Rpb6, Rpb8, RpblO et Rpb 12 soient communes aux trois ARN

polymerases (Young 1991; Coulombe et Burton 1999), suggerent un mecanisme similaire

pour la synthese des ARNr et ARNt.



Figure 2. Architecture de 1'ARN polymerase II de levure. Le squelette des 10 sous-

unites est schematise par des rubans. Les trois vues sont reliees par des

rotations de 90° tel qu'mdique. L'ADN (bleu) est situe en aval du site

catalytique de PARN pol II tel qu'indique par des etudes de cristallographie

electronique. L'ion magnesium du site catalytique de PARN pol II est

represente par une sphere rose. La boite situee dans 1c coin superieur droit

contient Ie code des couleurs correspondant aux 10 sous-unites (Cramer et ai,

2000).



Rpb9, en plus de former la machoire superieure de 1'ARN pol II, influence la selection du

site d'initiation de la transcription ainsi que Pelongation de la transcription. En effet, des

etudes demontrent que la transcription faite en absence de Rpb9 est initiee a partir d'un

nouveau site d'initiation situe en amont du site original in vitro et in vivo (Hull et al., 1995).

Certaines mutations presentes dans Ie gene Rpb9 modifieraient aussi Ie site d'initiation de la

transcription (Furter-Graves et al., 1994; Sun et al., 1996). Le domaine C-terminal de Rpb9

ainsi que des interactions entre Ie facteur general de transcription TFIIB et Rpb9 seraient

impliques dans la selection du site +1 (Sun et al., 1996). Au cours de Pelongation, des

facteurs d'elongation viennent aider 1'ARN pol II a relever certains obstacles presents sur

1'ADN. Le facteur d'elongation TFIIS ou SII (voir liste des abreviations) necessite la

presence de Rpb9 pour exercer sa fonction (Awrey et al., 1997). La presence de Rpb6

influencerait aussi Pinteraction entre TFIIS (voir section 2.3) et PARN pol II (Ishiguro et

al., 2000).

Le role qu'exercent Rpb4 et Rpb7 est de plus en plus connu. Rpb4 et Rpb7 forment un

sous-complexe apte a Her FARN pol II dans Ie fond de la crevasse formee de Rpbl-Rpb2

(Asturias et al., 1997; Jensen et al., 1998). En absence de Rpb4-Rpb7,1'ARN pol II n'est

pas en mesure d'initier correctement la transcription, ce qui suggere un role dans la selection

du site +1 pour ce sous-complexe. Le sous-complexe Rpb4-Rpb7 serait aussi implique dans

la stabilisation de 1'ARN pol II aux sites de pause (Rasmussen et Us 1995). Malgre Ie fait

que Ie gene RPB4 ne soit pas essentiel, la presence de la proteine Rpb4 devient essentielle en

conditions stressantes ameliorant 1'interaction de Rpb7 a 1'ARN pol II. Cette interaction

Rpb7-ARN pol II stabilise davantage 1'interaction de PARN pol II avec 1'ADN.

La sous-unite Rpbl est unique en sons genre en ce sens qu'elle possede un domaine C-

terminal (CTD) hautement conserve chez les eucaryotes. Le CTD est compose d'un

heptapeptide (Tyr-Ser-Pro-Thr-Ser-Pro-Ser) repete 26 fois chez la levure et 52 fois chez

Phumain (Dahmus 1996). II semble done y avoir une correlation entre Ie nombre de

repetitions de 1'heptapeptide et la complexite du genome. II peut survenir des deletions dans



Ie CTD modifiant Ie nombre de repetitions de 1'heptapeptide. Des etudes ont demontre que

chez la levure, 1'ARN pol II dont Ie CTD contient de 11-12 repetitions de Pheptapeptide

possede une sensibilite a la temperature (chaude et froide); lorsque Ie nombre de repetitions

est inferieur a 10, il y a mort de la cellule (Young 1991). Selon 1'organisme et la longueur

de la deletion, differents phenotypes sont observes. Le CTD est done essentiel a la viabilite

de la cellule (Nonet et al., 1987).

Le CTD peut etre phosphoryle par differentes kinases telles que cdc2, cdk8/SrblO-Srbll,

cdk9 et cdk7, la kinase de TFIIH. Le degre de phosphorylation du CTD joue un grand role

sur sa fonction et celle de 1'ARN pol II. Par exemple, lorsque Ie CTD est hypophosphoryle,

1'ARN pol II, nomme alors ARN pol IIA, est preferentiellement recmtee au complexe de

preinitiation (Lu et al., 1991). Par ailleurs, 1'ARN pol II associee au complexe d'elongation

est retrouvee sous une forme hyperphosphorylee appellee ARN pol 110. II a done ete

suggere que la phosphorylation du CTD entramerait Ie degagement du promoteur brisant,

des liens entre certains facteurs generaux de transcription tels que TBP et TFIIE et Ie CTD

non-phosphoryle de 1'ARN pol II. II a ete demontre dans un systeme entierement

reconstitue qu'il existe des genes CTD-independents. La presence d'une boite TATA est

responsable de cette independence du CTD (Li et Komberg 1994; Buermeyer et al., 1995).

Depuis plusieurs annees, des etudes ont demontre que 1'ARN pol II, in vivo, se retrouve dans

un mega complexe proteique nomme holoenzyme qui repond a 1'activation de la

transcription autant in vivo qu'm vitro (Kim, Y.-J. et al., 1994; Koleske et Young 1994). La

composition de Pholoenzyme varie selon la technique de purification utilisee. De fa^on

generate, 1'holoenzyme est constitue de 1'ARN pol II, de certains facteurs generaux de

transcription, a 1'exception de TFIID et de TFIIE, d'un sous complexe mediateur (Kim, Y.-J.

et al., 1994; Kolseke et al., 1994; Thompson et Young 1995) et, dans certains cas, du

complexe de remodelage de la chromatine SWI/SNF (Wilson et al., 1996). Le mediateur

fait part! de 1'holoenzyme par les interaction entre les Srb et Ie CTD de PARN pol II.



Le mediateur a ete decouvert chez la levure par les laboratoires de Roger Komberg

(Flanagan et al., 1991) et de Richard Young (Thompson et Young 1995) via la decouverte

des proteines Srb (Suppressor of RNA polymerase b). En fait, Ie "core" du mediateur (1,5

MDa) contient une vingtaine de polypeptides dont les proteines Srb2, 4, 6 et 7, les proteines

Medl, 2, 4, 6, 7 et 8 et les proteines Galll, Sm4, Rgrl et Rox3 (Myers et al., 1998). H

existe un sous-complexe contenant les Srb8, 9, 10 et 11 pouvant faire parti, selon les

chercheurs, du mediateur (Hengartner 1995)

Les proteines Srb2, 4, 5 et 6 forment un complexe stable in vitro. L'orgnisation du noyau est

la suivante: Srb2 lie Srb5, tandis que Srb4 lie Srb6. L'interaction de Srb2 avec Srb4 relie

ces deux heterodimeres. Srb2-Srb5 est implique dans la stabilite du complexe

pretranscriptionnel (Thompson et al., 1993) et Srb4-Srb6 est essentiel pour la transcription

de certains genes (Thompson et Young 1995). En effet, Pinactivation des genes SRB4,

SRB6 ainsi que SRB7 resulte en une diminution draconienne de la synthese des ARNm. Les

genes SRB2 et SRB5 ne sont pas essentiels, mais importants pour 1'activite de 1'ARN pol II.

Les proteines Med forment un sous-complexe relie d'un cote au complexe Srb, via Med6,

(Myers et Young 1995) et de Pautre cote au sous-complexe SrblO/Srbll, via Medl

(Balciunas et al., 1999). Le troisieme groupe de proteines contient Gall 1, Sin4, Rgrl et

Rox3 et est relie aux Srb via Rgrl (Li et al., 1995). Les proteines Gall 1, Sin4, Rgrl et Rox3

sont impliquees a la fois dans 1'activation et la repression de la transcription (Chen et al.,

1993; Stillman et al., 1994). Selon Han et collaborateurs (1999), Ie sous-complexe Rgrl

recevrait les signaux en provenance des activateurs/represseurs les transmettant, par la suite,

aux sous-complexes Srb et Med. Ceux-ci moduleraient Pactivite de 1'ARN pol II selon les

signaux re9us. Chaque proteine du sous-complexe Rgrl serait activateur/represseur-

speciflque.

Le mediateur decouvert par Ie laboratoire de Richard Young contient d'autres proteines Srb

dont les Srb8, 9, 10 et 11,. tandis que Ie mediateur decouvert par Ie laboratoire de Roger



Komberg ne les contient pas. SrblO et Srbll forment une kinase cycline-dependente ou

SrblO est la kinase et Srbll la cycline (CdkS-cyclinC chez 1'humain). La kinase

SrblO/Srbll est apte a phosphoryler Ie CTD aux memes residus que la kinase cdk7 de

TFIIH (Hengartner et al., 1995). Or, la phosphorylation du CTD par la kinase cdk7 se fait

lorsque 1'ARN pol II est recmtee dans Ie complexe de preinitiation, ce qui permet a 1'ARN

pol II de faire la transition entre 1'initiation et 1'elongation de la transcription. La

phosphorylation du CTD par SrblO/Srbll, quant a elle, a lieu avant que 1'ARN pol II soit

recmtee au complexe de preinitiation, ce qui suggere un role negatif pour cette kinase.

Cependant, selon Ie moment ou Ie CTD est phosphoryle, 1'activite de la kinase SrblO/Srbl 1

peut etre positive. Les Srb8 et 9 servent de point d'ancrage entre Ie mediateur et

SrblO/Srbll (Myers et Young 1998).

Des etudes de microscopie electronique et de traitements d'images ont montre que Ie

mediateur de la levure prend la forme d'un triangle dont les pointes correspondent a un

domaine nomme tete, domaine central et queue (Fig. 3). Seule la tete et Ie domaine central

lient 1'ARN pol II. Le domaine central contacte Ie CTD, tandis que la tete se lie directement

a 1'ARN pol II. Puisque les Srb se lient au CTD, il est possible d'envisager que les Srb

constituent Ie domaine central du mediateur. Ces deux sites de liaison sont requis pour une

interaction stable entre Ie mediateur et 1'ARN pol II (Asturias et al., 1999). II etait deja

connu que Ie mediateur se liait au CTD via les Srb (Nonet et Young 1989; Thompson et al.,

1993). Le deuxieme point de contact avec 1'ARN pol II est totalement nouveau. La

structure et Ie mode d'interaction du mediateur avec 1'ARN pol II sont conserves de la

levure a Phumain (Asturias et al., 1999).



Figure 3. Holoenzyme de levure forme du mediateur et 1'ARN pol II. Le mediateur est

la forme allongee avec une tete (h), un domaine central (m) et une queue (t).

La t^te contacte 1'ARN pol II directement et Ie domame central contact 1c

CTD represente par Ie point noir (Asturias et at, 1999).
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Avec tout ce qui est maintenant connu sur Ie mediateur, il est plus aise de comprendre son

role de co-facteur dans 1'activation et la repression de la transcription in vivo et in vitro. En

effet, un systeme hautement purifie contenant TBP, TFIIB, TFIIE, TFIIF, TFIIH et 1'ARN

pol II, ne repond pas a 1'activation de la transcription en presence d'activateurs. Par contre,

Pajout du mediateur permet une reponse aux activateurs, ce qui lui a donne Ie role de co-

activateur (Kim, Y. et al., 1994). Le mediateur est aussi en mesure de stimuler de 5-10 fois

la transcription basale et de stimuler de 30-50 fois la phosphorylation du CTD par la kinase

cdk7 de TFIIH (Bjorklund et Kim 1996). Recemment, un nouveau role a ete attribue au

mediateur Pimpliquant dans la desorganisation de la chromatine via une activite

acetyltransferase decouverte dans la proteine Nut 1, une nouvelle sous-unite du mediateur

(Lorch etal., 2000).

Malgre toutes les fonctions que remplit 1'ARN pol II, celle-ci n'est pas en mesure d'initier

correctement la transcription en 1'absence de proteines accessoires nommees facteurs

generaux de transcription (FGT) dont TFIIA, TFIIB, TFIID (TBP+TAFn), TFIIE, TFIIF et

TFIIH (revue dans Orphanides 1996; Hampsey 1998). Afln de former Ie complexe de

preinitiation sur Ie promoteur genique, 1'assemblage des FGT et de 1'ARN pol II peut se

faire de deux fa9ons, soit par un assemblage sequentiel (Fig. 4), soit par recrutement de

Pholoenzyme (Fig. 5). L'assemblage sequentiel in vitro a permis de caracteriser Ie role de

chacun des facteurs generaux de transcription dans Ie processus transcriptionnel.
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TATA Inr

5'-

TATA

B
hARN pot lla-TFIIF

-3'

-3'

TATA

Figure 4. Schematisation de Passemblage sequentiel pour la formation du complexe de

premitiation. A) Reconnaissance de la boite TATA par TBP et stabilisation

du complexe par TFIIB, B) recrutement de PARN polymerase II par TFIIF

et completion du complexe par Parrivee de TFIIE et TFIIH
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TATA Inr

HOLOENZYME:ARN pol II, FGTet m6diateur

B

TATA

Figure 5. Schematisation de la formation du complexe pretranscriptionnel par 1c

recrutement de Pholoenzyme

13



1.2.2TFIID

La premiere etape menant a la formation du complexe pretranscriptionnel, peu importe s'il

s'agit d'un assemblage sequentiel ou du recrutement de 1'holoenzyme, est la reconnaissance

du promoteur. Le facteur general de transcription TFIID est responsable de cette

reconnaissance. TFIID est un complexe proteique de 700 kDa compose de la proteine TBP

(TATA-binding protein) et de 10 a 12 TAFn (TBP-associated factor). TBP et les TAFn sont

des proteines hautement conser^ees au cours de 1'evolution de la levure a 1'humain ainsi que

dans d'autres complexes, SL1 et TFIIIB, impliques dans la transcription par 1'ARN pol I et

1'ARN pol III respectivement (Hampsey 1998; Lee et Young 1998). TFIID est done un

facteur important chez tous les organismes eucaryotes et pour les trois classes de genes.

TBP est une petite proteine dont sa masse moleculaire varie de 22 kDa chez Arabidobsis

(aTBP), 27 kDa chez la levure (yTBP) a 38 kDa chez 1'humain (hTBP) et la drosophile

(dTBP). La sequence en acides amines de TBP montre une structure symetrique composee

de deux domaines C-tenninaux repetes imparfaitement et de fa9on inversee, et de deux

domaines N-terminaux. La structure de TBP a 1'allure d'une selle de cheval ou Ie cote

concave de la selle lie 1'ADN, tandis que Ie cote convexe sert de support pour d'autres

proteines telles que les TAFn(Kim, J.L. et al., 1993).

Le domaine C-terminal de TBP est grandement conserve a travers les organismes tel que

demontre par la forte homologie de sequence entre aTBP, hTBP et yTBP (Peterson et al.,

1990; Lieberman et al., 1991; Juo et al., 1996). TBP reconnait de fa^on speciflque la boite

TATA et s'y lie par son domaine C-terminal. Le domaine N-terminal de TBP quant a lui,

diverge enormement d'un organisme a 1'autre et son role reste encore tres obscur quoiqu'il

semblerait etre implique dans des interactions TBP-activateurs (Peterson et al., 1990;

Lieberman et al., 1991). Grace a la grande homologie de sequence et de structure de TBP

chez divers les organismes, il est possible d'interchanger cette proteine d'un organisme a

1'autre sans affecter la transcription (Hampsey 1998).
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Bien qu'il soit possible de purifier la proteine TBP active a partir d'un extrait cellulaire,

TFIID represente la forme physiologique retrouvee in vivo (Struhl et Moqtaderi 1998).

Cependant, Wu et collaborateurs (1998) soutiennent que TBP pourrait se retrouver libre

dans la cellule et supporter la transcription in vivo. Comme TBP, les TAFu sont

phylogenetiquement conserves de la levure a 1'humain. Les TAFn, au nombre de 10 a 12,

ont une masse moleculaire allant de 20kDa a 250kDa chez 1'humain. Parmi les TAFn

presents dans TFIID, yTAFn60, yTAFnl7(20) et yTAFn61(68), et leurs homologues humain

et drosophile, forment un octamere TAFji-histone-like grace a leur motif-histone H4, H3 et

H2B, respectivement (revue dans Orphanides 1996; Michel et al., 1998; Stmhl et Moqtaderi

1998). Cet octamere TAFjj-histone-like se retrouve dans d'autres complexes tels que Ie

complexe histone acetyltransferase SAGA chez la levure, et PCAF chez 1'humain (voir

section 3). Les TAFu-histones-like sont generalement requis pour la transcription in vivo et

les interactions presentes entre les TAFn-histones-like sont primordiales pour la stabilite de

1'octamere (Michel et al., 1998). II est possible d'imaginer que Poctamere TAFn-histone-

like constitue Ie "core" des complexes TFIID et SAGA/PCAF. L'assemblage des autres

composantes vers 1'un ou 1'autre de ces complexes pourrait etre sous Ie controle des

regulateurs transcriptionnels. Un autre point commun des complexes TFIID et

SAGA/PCAF est la presence d'une activite histone acetyltransferase (HAT) (Mizzen et al.,

1996). Dans Ie cas de TFIID, cette activite est mediee par yTAFiJSO (hTAFn250 et

dTAFn250), tandis que Gcn5 et PCAF sont les histories acetyltransferases de SAGA et

PCAF, respectivement (Struhl et Moqtaderi 1998).

Le role des TAFu est tres diversifle. D'une part, ils semblent etre relies a la desorganisation

de la chromatine via differents complexes HAT. D'autre part, contrairement a TBP, les

TAFnSont en mesure de supporter 1'activation de la transcription en etablissant des

interactions avec des activateurs speciflques tels que NTF-1 et Spl permettant Ie

recrutement de la machinerie transcriptionnelle a certains promoteurs et jouant ainsi Ie role

de co-activateurs (Smale et al., 1990; Chen et al., 1994; Stmhl et Moqtaderi 1998).

Toutefois, la presence des TAFn, in vivo, n'est pas essentielle pour Pactivation de la
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transcription puisque Ie mediateur sert aussi d'intermediaire entre la machinerie

transcriptionnelle et les activateurs (Koleske et Young 1995; Oelgeschlager et al., 1998;

Michel et al., 1998). Chez la levure, la presence des TAFn est essentielle pour sa croissance,

quoique la deletion de certains TAFn n'affecte pas serieusement 1'activation de la

transcription pour la majorite des genes (Moqtaderi et al., 1996). Les TAFn peuvent aussi

agir comme des cofacteurs negatifs (Liu et al., 1998; Chalkley et Vemzerj 1999). En effet

des etudes ont demontre que la region N-terminale de yTAFul45 et des homologues

hTAFn250 et dTAFn230 mime la structure de la boite TATA (Nakatani et al., 1990; Liu et

al., 1998). De par cette immitation, yTAFnl45 (hTAFn250 dTAFn230) est en mesure de Her

la surface de TBP impliquee dans sa liaison a 1'ADN, empechant alors la liaison de TBP a la

veritable boite TATA. La derepression de cet assemblage serait possible par la presence

d'activateurs tels que VP16 et E1A connus pour interagir directement avec TBP.

Plusieurs sous-unites de TFIID sont impliquees dans la selection du promoteur. Bien que

TBP reconnaisse specifiquement la boite TATA, certains TAFn sont en mesure de

reconnaitre PInr et 1'element DPE (Chalkley et Verrijzer 1999; Burke et Kadonaga 1997).

Ainsi, la reconnaissance du promoteur pourrait se faire differemment selon la presence ou

non d'une boite TATA consensus.

Par exemple, chez les promoteurs sans boite TATA, TBP n'est pas en mesure de supporter

la transcription et la presence de TFIID est essentielle. Le duplex TAFn250-TAFnl50 et les

TAFji60 et TAFn40 seraient sollicites pour reconnaitre Ie promoteur via leur interaction avec

1'Inr et 1'element DPE au merne titre que TBP pour la boTte TATA (Burke et Kadonaga

1997; Chalkley et Verrijzer 1999). Chez ces promoteurs sans boite TATA, TBP servirait

uniquement comme proteine de support pour Ie complexe TFIID.

En ce qui concerne les promoteurs contenant une boite TATA consensus, TBP est

directement sollicite pour lier Ie promoteur et initier 1'assemblage du complexe pre-

transcriptionnel. La presense des TAFu servirait a la selection du site d'initiation et dans la
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stabilite du complexe TFIID-ADN. Chalkley et Verrijzer (1999) ont demontre que Ie duplex

TAFji250-TAFnl50 lie PInr directement et selectionne Ie site d'imtiation. La liaison de TBP

a la boite TATA se fait dans Ie sillon mineur (Kim, J.L. et al., 1993; Kim, Y. et al., 1993)

contrairement a la majorite des proteines liant 1'ADN (Jones et al., 1999). Lors de sa

liaison, TBP induit deux flexions situees aux extremites de la boite TATA, courbant 1'ADN

d'un angle de 90° (Koo et al., 1986; Kim, J.L. et al., 1993; Kim, Y. et al., 1993).

L'amplitude de la courbure de 1'ADN influence Paffinite de TBP pour la boite TATA (Starr

et al., 1995; de Souza et al., 1998; Grove et al., 1998). De plus, Wolner et Gralla (2000a;

2000b) ont demontre que les sequences bordant la boite TATA peuvent influencer la liaison

deTBPaPADN.

Des etudes biochimiques et cristallographiques ont demontre que TBP peut se lier a 1'ADN

dans les deux orientations possibles (Cox et al., 1997; Tsai et al., 1998). Or, une seule

orientation mene a la formation d'un complexe pretranscriptionnel fonctionnel. Differents

modeles ont ete proposes afin d'elucider la fa^on dont TBP se lie a la boite TATA afin de

dicter la polarite de la transcription. L'orientation de TBP sur la boite TATA pourrait etre

dictee par la conformation que prend la boTte TATA due a sa sequence (Grove et al 1998).

La boite TATA est composee d'une sequence non variable et flexible (extremite 5') et d'une

sequence variable (extremite 3') pouvant etre soit flexible, soit rigide et courbee (Nelson et

al., 1987; Dickerson et al., 1989; Kim, J.L. et al., 1993; Juo et al., 1996; de Souza et al.,

1998). Des etudes ont determine que TBP se lie dans la bonne orientation dans un rapport

60:40 et ce pour la boite TATA du promoteur majeur tardifde 1'adenovims (TATAAAA) ou

du promoteur CYC1 (TATATAAA) (Cox et al., 1997). II semble done qu'il y ait une autre

fa(?on de dicter Porientation de TBP atm d'assembler un complexe pre-transcriptionnel dans

la bonne polarite. Ce role serait exerce par les FGT TFIIB et TFIIA (Imbalzano et al., 1994;

Littlefield^a/., 1999; Cox et al., 1997).

La liaison de TBP a 1'ADN est une etape limitante de la transcription pour plusieurs raisons.

Tout d'abord, TBP peut s'oligomeriser en solution, ce qui 1'empeche de Her la boite TATA
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(Daugherty et al., 1999; Coleman et al., 1995). De plus, la reconnaissance de la boite

TATA et sa liaison dans la bonne orientation fait intervenir plusieurs parametres

complexifiant la liaison de TBP 1'ADN. L'obtention d'un complexe TBP-ADN stable est

souvent signe d'une bonne activite transcriptionnelle (Hoopes et al., 1992).

1.2.3TFIIB

TFIIB reconnait Ie complexe TBP-ADN et s'y lie par des interactions proteine-proteine ainsi

que par des interactions proteine-ADN (Nikolov et al., 1995). TFIIB, humain, est une petite

proteine de 316 acides amines (33 kDa) composee de domaines N-terminal et C-terminal

fonctionnellement distincts. TFIIB joue differents roles dans 1'initiation de la transcription

soit en stabilisant Ie complexe TBP-ADN, soit dans la selection du site d'initiation de la

transcription (Imbalzano et al., 1994; Hawkes et Roberts 1999; Sun et al., 1996).

Le domaine C-terminal de TFIIB est forme de deux repetitions directes et imparfaites qui

resistent aux proteases. II est suffisant pour former Ie complexe TFIIB-TBP-ADN et

interagit avec la boucle (stirup) du domaine C-terminal de TBP (Hisatake et al., 1993;

Nikolov et al., 1995). II est a noter que TFIIB est en mesure de lier TBP uniquement

lorsque TBP est lie a 1'ADN (Malik et al., 1993). Des etudes de photo-pontage proteines-

ADN (Coulombe et al., 1992; Lagrange et al., 1996) ont localise TFIIB en amont et en aval

de la boite TATA. De plus, Nikolov et collaborateurs (1995), en cristallographiant Ie sous-

complexe TFIIB-TBP-ADN, out determine que Ie domaine C-tenninal de TFIIB lie a la fois

1'ADN en amont et en aval de la boite TATA supportant les resultats de photo-pontage. La

liaison de TFIIB en aval de la boite TATA a lieu uniquement lorsque que TBP est lie a

1'ADN. La courbure induite par la liaison de TBP permet ce contact (Lagrange et al., 1998).

Le domaine N-terminal de TFIIB est hautement conserve et contient un motif mban de zinc.

II est de plus sensible aux proteases (Barbaris et al., 1993; Malik et al., 1993). Malgre Ie fait

que Ie domaine N-terminal de TFIIB ne soit pas necessaire pour sa liaison au complexe
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TBP-ADN, celui-ci est important pour la liaison avec 1'ARN pol II et la sous-unite RAPS 0

de TFIIF (Ha et al., 1993). La capacite de TFIIB a Her a la fois les complexes TBP-ADN et

ARN pol II-TFIIF Ie rend essentiel a la formation du complexe pretranscriptionnel et lui

confere Ie role de pont moleculaire.

TFIIB est implique dans la stabilite du complexe TBP-ADN de deux fa^ons. D'une part,

lorsque TFIIB se lie au complexe TBP-ADN, sa liaison se trouve renforcee par la presence

de P element BRE situe immediatement en amont de la boTte TATA, stimulant ainsi la

transcription basale (Lagrange et al., 1998; Littlefield et al., 1999). Parmi les genes qui ont

une boite TATA, 46% possedent aussi 1'element BRE avec une sequence homologue de 4-5

nucleotides sur 7. Quant aux genes n'ayant pas de boite TATA, la presence de 1'element

BRE est beaucoup plus marquee, atteignant 77% et dont 1'homologie de sequence est plus

elevee (6-7 nucleotides). D'autre part, Imbalzano et collaborateurs (1994) ont demontre que

TFIIB augmente Paffmite de TBP a 1'ADN. En assurant la stabilite du complexe TBP-

ADN, TFIIB augmente 1'activite transcriptionnelle du promoteur. En effet, la duree de vie

du complexe TBP-ADN est correlee a 1'activite transcriptionnelle du promoteur (Hoopes et

al., 1998).

TFIIB joue un role tres important dans la selection du site d'initiation. Cette selection est

assuree par Ie domaine N-terminal. En effet, la presence de mutation dans la region N-

terminale de TFIIB, plus particulierement dans Ie "hinge" domaine, cree un nouveau site

cTinitiaton situe en aval du site d'initiation original (Pinto et al., 1994). De plus, il a ete

demontre chez la levure que la selection du site d'initiation par TFIIB se fait conjointement

avec 1'ARN pol II. En effet, dans un systeme reconstitue ne contenant que des facteurs de

Saccharomyces cerevisiae, a 1'exception de 1'ARN pol II et TFIIB qui sont de

Schizosaccharomyces pombe, il y a apparition d'un site d'initiation caracteristique a celui de

S. pombe. L'interaction de TFIIB avec 1'ARN pol II se fait probablement via Rpbl et Rpb9,

deux sous-unites ayant un role dans la selection du site +1 (Li et al., 1994; Furter-Graves et

al., 1994). Chez la levure, TFIIB est code par Ie gene SUA7, un gene essentiel. Le mutant

sua7-l confere a la fois une defectuosite de croissance aux basses temperatures ainsi qu'un
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deplacement (en aval) du site d'initiation de la transcription. Ces deux comportements

peuvent etre supprimes par la proteine mutante ssu73-l (Rpb9). Ces resultats etablissent

une interaction fonctionnelle entre TFIIB (sua7) et Rpb9 (ssu73) dans la selection du site

d'initiation (Sun et al., 1996).

TFIIB est implique dans la regulation de la transcription par des interactions directes avec

certains activateurs tels que GAL4-VP16, CTF-1 et GAL4-AH. La presence de ces

activateurs stimulerait la transcription soit en recmtant TFIIB ou en stabilisant sa liaison a

1'ADN (Lin et Green 1991). II est connu que TFIIB possede une liaison intramoleculaire

entre Ie domaine N-terminal et Ie domaine C-terminal (Fig. 6). L'activateur GAL4-VP16

modifle cette conformation, ce qui pennettrait eventuellement a TFIIB d'etre recrute au

promoteur et de stabiliser Ie complexe TBP-ADN. Cette conformation ouverte (intraligation

absente) libererait par Ie fait meme les sites de liaison pour 1'ARN pol II et TFIIF (Lin et al.,

1991). Or, Bangur et collaborateurs (1999) ont demontre que la conformation fermee de

TFIIB (intraligation presente) stabilise plus efflcacement Ie sous-complexe TBP-ADN que

la forme ouverte.

^
FORME OUVERTE

Intraligation absente

FORME FERMEE

Intraligation presents

Figure 6. Schematisation de Pintraligation presente dans Ie facteur general de

transcription TFIIB. Le domaine C-terminal est represente par la lettre C

et Ie domaine N-terminal par la lettre N (Bangur et aL, 1999)
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1.2.4TFIIA

Le facteur general de transcription TFIIA est non essentiel a la transcription basale de

plusieurs promoteurs in vitro. Sa presence peut, selon les promoteurs, stimuler la

transcription basale et supporter 1'activation de la transcription (Liu et al., 1999).

Chez Phumain, TFIIA est compose de trois sous-unites: a (33 kDa), p (19 kDa) et y (13

kDa). Cependant, les sous-unites a et ? sont codees par un seul gene. II n'est pas encore

connu s'il s'agit d'un clivage post-traductionnel ou d'un clivage artificiel suite a la

puriflcation. Chez la levure, deux sous-unites, Toal et Toa2, ont ete identiflees.

L'homologie de sequence entre les regions N-terminale et C-terminale de Toal et les sous-

unites a et (3 humaines, respectivement, favorise 1'hypothese du clivage post-traductionel

d'un precurseur a-R (Orphanides et al., 1996).

TFIIA peut faire parti integrante du complexe de preimtiation et son entree dans Ie complexe

se fait a n'importe quelle etape de sa formation. (Cortes et al., 1992). Des etudes de

microscopie electronique et de traitement d'images ont montre que dans Ie complexe TFIIA-

TFIIB-TFIID-ADN, TFIIA et TFIIB se situent de part et d'autre de TFIID et TBP se

retrouve au centre (Andel III et al., 1999).

La stimulation de la transcription par TFIIA requiert la presence de TFIID. Imbalzano et

collaborateurs (1994) ont demontre que, dans des conditions suboptimales pour la liaison de

TBP a 1'ADN, TFIIA augmente 1'affinite de TBP au promoteur et stabilise Ie complexe

TBP-ADN. D'autre part, 1'augmentation de 1'affinite de TFIID pour Ie promoteur serait due

a un changement de conformation de celui-ci induit par TFIIA. Ce changement

conformationel favoriserait des contacts additionnels entre TFIID et Ie promoteur

(Lieberman et Berk 1994; Oelgeschalger et al., 1996). TFIIA est en mesure de Her PADN en

amont de la boite TATA, ce qui contribue a sa capacite de stabiliser Ie complexe TBP-ADN
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(Geiger et al., 1996; Tan et al., 1996). La stimulation de la transcription par TFIIA pourrait

done etre reliee a la stabilite du complexe TBP-ADN (Hoopes et al., 1992).

La stimulation de la transcription par TFIIA pourrait aussi etre regulee par sa

phosphorylation. Recemment, des etudes ont demontre que TFIIA est phosphoryle in vivo

chez la levure (Solow et al., 1999). En utilisant des TFIIA mutes au niveau des residus

phosphorylables de Toal, I'efflcacite de liaison de TFIIA a TBP est grandement diminuee in

vitro ainsi que Ie niveau de transcription chez plusieurs genes inductibles. La

phosphorylation de TFIIA contribuerait a une meilleure interaction avec TBP ou 1'ADN.

Celle-ci pourrait aussi induire un changement conformationnel augmentant la stabilite du

complexe TFIIA-TBP-ADN. En effet. Ie complexe TBP-ADN est 30 fois plus stable

lorsque TFIIA est phosphoryle. La phosphorylation de TFIIA serait importante pour la

liaison au domaine N-terminal de TBP (Solow et al., 1999)

La capacite de TFIIA a contrecarrer 1'action des represseurs specifiques a TBP est un autre

moyen de stimuler la transcription. TFIIA agit alors comme anti-represseur. Par exemple,

chez la levure, Ie represseur MOT 1 se lie a TBP et provoque sa dissociation de son site de

liaison, empechant la formation d'un complexe de preinitiation. TFIIA, en liant TBP,

empeche Faction de MDT1 (Auble et Hahn 1993). NC2 est un autre represseur qui se lie a

TBP et inhibe la formation du complexe de preinitiation en prevenant 1'assemblage des

autres facteurs tels que TFIIB. TFIIA est en mesure de competitionner NC2, rendant son

action inhibitrice moins efficace (Orphanides et al., 1996; Lee et Young 1998).

Le facteur de transcription TFIIA joue un role important comme mediateur dans 1'activation

de la transcription et sert de cible pour moduler la transcription des genes de classe II. En

effet, dans un systeme reconstitue, TFIIA est en mesure de supporter 1'activation de la

transcription par 1'intermediaire d'activateurs (Spl, VP16, NTF-1 et Zta), mais seulement en

presence de TFIID et non de TBP. Cependant, une etroite interaction entre TBP et TFIIA

est necessaire pour 1'activation de la transcription in vivo (Stargell et Stmhl 1995). Une
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fa9on par laquelle TFIIA peut exercer son role de co-activateur est d'accelerer la vitesse de

dissociation de dimere TBP-TBP ou TFIID-TFIID. Cette dissociation est un processus lent

pouvant etre considere comme une etape limitante de la transcription (Coleman et al., 1995).

1.2.5TFIIF

Le facteur general TFIIF est implique dans Ie recmtement de 1'ARN pol II au promoteur.

TFIIF est particulier en ce sens qu'il est requis a toutes les etapes de la transcription, c'est-a-

dire dans la formation du complexe de preinitiation, dans la selection du site d'initiation,

pendant Ie degagement du promoteur par 1'ARN pol II, et dans 1'elongation de la

transcription (Tan et al., 1994; Fang et Burton 1996; Dvir et al., 2001).

TFIIF est un heterotetramere de la forme a^ 2 compose des sous-unites RAPS 0 (RNA

polymerase II-associated protein of30kDa) et de RAP74 (58 kDa). La difference entre les

poids moleculaires prevus et observe en SDS-PAGE est due a la phosphorylation des deux

sous-unites de TFIIF in vivo, ce qui ere une migration atypique des sous-unites RAP30 et,

surtout, RAP74 (Flores et al., 1989; Burton et al., 1988). RAP30 et RAP74 jouent des roles

distincts et fonctionnellement separables au cours de la transcription.

La sous-unite RAPS 0, humain, comprend 249 acides amines et possede trois regions

fonctionnelles (Fig. 7a). La region N-terminale (a.a. 1-110) est en mesure de Her la sous-

unite RAP74 et TFIIB (a.a. 1-176). Puisque les deux sites de liaison se chevauchent, la

liaison de RAP74 a RAPS 0 inhibe la liaison de RAPS 0 a TFIIB. La region centrale est

impliquee dans la liaison de 1'ARN pol II. Quant au domaine C-tenninal, il est capable de

lier 1'ADN non-specifiquement et est important pour une transcription initiee correctement

au site +1 (Fang et Burton 1996).
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RAP74, humain, comprend 517 acides amines et peut etre divise en deux regions principales

(Fig.7b). Le domaine N-terminal (a.a. 1-217) supporte la majorite des fonctions de RAP74

dans Passemblage du complexe de preinitiation, dans 1'initiation au site +1 et durant

Pelongation. II est requis pour la liaison de RAP30 (a.a. 1-172) et possede un domaine de

dimerisation avec RAP74, nomme HIR1 (Homomeric interaction domain), essentiel pour

son activite en transcription (Robert et al., 1998). Le domaine C-terminal, quant a lui,

contacte 1'ARN pol II et TFIIB (a.a. 358-517). II possede aussi une activite stimulatrice

pour la CTD phosphatase, ce qui 1'implique dans Ie recyclage de 1'ARN pol II (Fig. 7b)

(Fang et Burton 1996; Lei et al., 1998). La region centrale entre les acides amines 207-356

masque la region C-terminale au niveau des sites de liaison de 1'ARN pol II et TFIIB, et

inhibe Pactivite stimulatrice de la CTD phosphatase.

A)RAP30

Liaison TFIIB

Liaison 1'ARN pol II Liaison 1'ADN

A)RAP74

Liaison 1'ARNpolII

I—I
Domaine HIR1 Inhibition de la trx

1 172 205 357 517

N.^_•^^^^^•^•-C
Liaison RAP30 Phosphorylation par Liaison TFIIB

CKII

Figure 7. Schematisation des domames et fonctions des sous-unites A) RAP30 et B)

RAP74 de TFHF
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Un heterodimere comportant les domaines N-terminaux de RAP30 (a.a. 2-119) et RAP74

(a. a. 2-172) a recemment ete cristallographie (Fig. 8) (Gaiser et al., 2000). La dimerisation

requiert conjointement un repliement des domaines N-terminaux prennant la forme de deux

cylindres formes de plusieurs feuillets P entrelasses (cylindre-feuillet-P). L'interface des

deux domaines adopte aussi la forme cylindre-feuillet-P, d'ou Ie nom de triple cylindre-P. A

chaque extremite des cylindres de RAP30 et RAP74 sortent deux boucles pouvant etre

impliquees dans des interactions avec les autres composantes de la machinerie

transcriptionnelle. De plus, la surface engendree par ce triple-cylindre-P est relativement

grande pour une simple interaction proteine-proteine.

cylindre RAP74

cylindre RAP30

Figure 8. Structure du dimere RAP30 (2-119)-RAP74 (2-172) formant un triple

cylmdre-(3 (Gaiser et aL, 2000)
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TFIIF est implique dans la formation du complexe pretranscriptionnel par sa capacite de lier

1'ARN pol II. RAPS 0 est reconnu pour etre suffisant au recmtement de 1'ARN pol II au

promoteur. La presence de RAP74 augmente la capacite de RAPS 0 a recmter 1'ARN pol II

et augmente la stabilite du complexe TBP-TFIIA-TFIIB-TFIIF-ARN pol II-ADN. La

stabilisation assuree par la presence de RAP74 est due aux nombreuses interactions avec les

autres composantes du complexe comme TFIIB, TAFn250 et TFIIE (Ha et al., 1993; Maxon

et al., 1994; Ruppert et Tjian 1995; Dickstein et al., 1996).

La presence de TFIIF dans Ie complexe pretranscriptioimel induit une reorganisation de

celui-ci. En effet, des etudes de photo-pontage proteines-ADN ont demontre que 1'ARN pol

II, en absence de RAP74, est localisee entre les positions -19 et -1, tandis qu'en presence de

RAP74,1'ARN pol II est localisee entre les positions -40 et +13 (Forget et al., 1997; Robert

et al., 1998). Un autre fait interessant est que RAP74 se situe entre les positions -60 et +30.

Dans les deux cas, la longueur de Pempreinte de RAP74 et de 1'ARN pol II, en presence de

RAP74, est superieure a leur plus grande dimension. Conjointement avec les etudes de

microscopie electronique suggerant que Ie complexe pretranscitpionnel engouffre environ 51

pb et les resultats de photo-pontage, Coulombe et collaborateurs (1997; 1998) ont developpe

un modele ou TFIIF provoque 1'enroulement de 1'ADN du promoteur autour de 1'ARN pol

II (Fig. 9). Afin que TFIIF puisse induire cet enroulement, il doit entrer sous forme

d'heterotetramere dans Ie complexe. Le domaine HIR1 (a.a. 172-205) de RAP74 est

responsable de cette homomerisation (Robert et al., 1998).
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Figure 9. Modele d'enroulement mduit par la presence de TFIIF (Robert et ai 1998)
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L'initiation de la transcription est facilitee par 1'action de TFIIF. La sous-unite RAPS 0 est

en mesure d'empecher la liaison non-speciflque de 1'ARN pol II a 1'ADN. Par contre,

ensemble, les sous-unites RAP30 et RAP74 sont capables de deloger 1'ARN pol II deja liee

non-specifiquement a 1'ADN (Killeen et al., 1992).

La presence de TFIIF dans Ie complexe pretranscriptionnel aide 1'ouverture de Phelice

d'ADN au niveau du site d'initiation. Ceci pourrait etre du a 1'enroulement de 1'ADN du

promoteur autour de 1'ARN pol II (Coulombe et Burton 1999). En effet, lors de

Penroulement, des tensions sont emmagasinees dans 1'ADN, ce qui causeraient une legere

ouverture des brins d'ADN. De plus, la presence de TFIIF est necessaire pour certains

promoteurs afin d'initier la transcription efficacement. Cependant, des etudes de

transcription in vitro ont demontre que lorsque les promoteurs ont la region d'initiation pre-

ouverte, TFIIF n'est pas essentiel pour la transcription (Pan et Greenblatt 1994).

Une particularite de TFIIF est d'agir a la fois sur 1'initiation et 1'elongation de la

transcription. Tout d'abord, TFIIF aide 1'ARN pol II a se degager du promoteur en

participant a la synthese du premier lien phosphodiester (Tan et al., 1994). Aussi, TFIIF,

par sa presence dans Ie complexe d'elongation, est en mesure de stimuler la processivite de

1'ARN pol II aidant PARN pol II a surpasser les site de pause de la meme fa^on que Ie

facteur d'elongation SIII (Bradsher et al., 1993, voir section 2.3). TFIIF diminue ainsi la

frequence d'ARNm abortifs. L'interaction de TFIIF avec TFIIE et TFIIH 1'impliquerait

d'une autre fa9on dans Ie degagement du promoteur dependente a TFIIH. Les fonctions de

TFIIF dans Ie degagement du promoteur sont mediees par deux regions fonctionnelles

differentes(Dvir^a/., 1997a;Yanera/., 1999).

Selon Dvir et collaborateurs (2000), TFIIF pourrait etre un obstacle au degagement du

promoteur. D'une part, lorsqu'il induit 1'enroulement de PADN, il se trouve a contacter

1'ADN en aval du site +1. Cette interaction nuirait a 1'elongation precoce de 1'ARN pol II.

L'action de Phelicase XPB de TFIIH en presence d'ATP hydrolysable premettrait de
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renverser cette inhibition en elargissant Pouverture du promoteur, brisant 1'interaction

TFIIF-ADNdb.

Plusieurs etudes ont demontre que 1'activite de TFIIF peut etre regulee soit par une

acetylation ou une phosphorylation de RAP74. L'acetylation est assuree par les histones

acetylases p300/CPB ou PCAF, tandis que la phosphorylation est mediee par la caseine

kinase 11 (CKII) (Rossignol et al., 1999; Kitajima et al., 1994). II est a noter que TAFn250 a

la capacite d'acetyler et de phosphoryler RAP74. Cette phosphorylation de TFIIF augmente

son affinite pour 1'ARN pol II, pouvant mener a 1'acceleration de la formation du complexe

de preinitiation (Kitjima et al., 1994). TFIIF possede aussi une activite kinase lui permettant

de s'autophosphoryler sur des residus differents des sites d'acetylation et de phosphorylation

par CKII (Rossignol et al., 1999). L'autophosphorylation de RAP74, contrairement a la

phosphorylation par CDKII, inhibe sa capacite d'augmenter la processivite de 1'ARN pol II.

La phosphorylation de RAP74 se fait dans sa region centrale.

Dans Ie complexe d'initation, 1'activite stimulatrice de RAP 74 pour la CTD phosphatase est

inhibee par la liaison de TFIIB a RAP74. Cette inhibition serait maintenue un certain temps

dans Ie complexe d'elongation, suggerant que TFIIB fait aussi parti du complexe

d'elongation (Lei et al., 1998). Le relargage de TFIIB au cours de 1'elongation

enclencherait 1'activite CTD phosphatase et 1'ARN pol II passerait de la forme 110 a la

forme IIA.

1.2.6 TRIE

La completion de 1'assemblage du complexe pretranscriptionnel se fait par Parrivee de

TFIIE suivie de celle de TFIIH. TFIIE entre dans Ie complexe sous forme d'heterotetramere

medie par la dimerisation possible entre la sous-unite E56 (E34-E56-E56-E34) (Okhuma et

al., 1990; Peterson et al., 1991). TFIIE est un facteur conserve au cours de 1'evolution de la

levure (facteur a) a 1'humain (TFIIE). L'entree de TFIIE dans Ie complexe
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pretranscriptionnel depend du domaine N-terminal de E56 (Kuldell et Buratowski 1997).

Plusieurs roles ont ete definis pour TFIIE soit dans la formation du complexe de

preinitiation, dans 1'ouverture de la bulle de transcription et dans Ie degagement du

promoteur par 1'ARN pol II. De plus, TFIIE influence directement les activites

enzymatiques de TFIIH soit les activites kinase, helicase ADN-dependente et ATPase

(Ohkuma et Roeder 1994; Ohkuma et al., 1995).

Le premier role attribue a TFIIE est Ie recmtement de TFIIH au sein du complexe de

preinitiation. Le recmtement de TFIIH, via la sous-unite XPB, depend des domaines C-

terminaux de E56 et de E34 (Yokomori et al., 1998; Okamoto et al., 1998). Des etudes de

photo-pontage proteine-ADN (Robert et al., 1996) ont localise la sous-unite E34, et non

E56, dans la region du site d'initiation de la transcription entre les positions -14 et -2. De

plus, TFIIE, via la sous-unite E34, etablit de nombreux contacts avec des composantes de la

machinerie transcriptionnelle comme TFIIB, RAP30 et 1'ARN pol IIA pres de son site

catalytique, appuyant sa position dans la region du site d'initiation (Leuther et al., 1996; Pan

et Greenblatt 1994; Okamoto et al., 1998). Selon Maxon et collaborateurs (1994), TFHE

dirigerait TFIIH vers Ie CTD de PARN pol 11. La position de TFIIE dans Ie complexe

pourrait favoriser Ie positionnement de TFIIH.

Lors de 1'enroulement du promoteur, il est probable qu'une pre-ouverture de 1'ADN soit

generee au niveau du site d'initiation. La presence d'ADN simple brin (ADNsb) peut causer

une instabilite du complexe pretranscriptionnel. Or, TFIIE est en mesure de stabiliser en

formant des interactions proteines-proteines avec les composantes de la machinerie

transcriptionnelle et en liant lajonction de 1'ADNdb-ADNsb (Maxon et al., 1994; Kudell et

Burotowski 1997; Okuda et al., 2000). En effet, la sous-unite E34, via son domaine C-

terminal, est en mesure de Her 1'ADNsb, tandis la liaison a 1'ADNdb depend des deux sous-

unites a la fois (Kuldell et Buratowski 1997).
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En maintenant la pre-ouverture du promoteur, TFIIE participe indirectement a 1'ouverture du

promoteur en foumissant aux helicases de TFIIH un substrat ADNsb leur permettant

d'ouvrir davantage Ie promoteur. De plus, TFIIE est en mesure de stimuler 1'activite

helicase ADN-dependent et ATPase de TFIIH (Ohkuma et Roeder 1994; Serizawa et al.,

1994). Tijerina et Sayre (1998), ainsi que Holstege et collaborateurs (1995) ont demontre

que pour certains promoteurs, et dans Ie cas ou Ie promoteur est pre-ouvert au niveau de

Pinitiateur, TFIIE et TFIIH n'etaient pas requis pour la transcription, renforcant 1'idee qu'ils

jouent un role dans 1'ouverture du promoteur.

TFIIE est aussi relie au degagement du promoteur. Dans certaines conditions, Dvir et

collaborateurs (1996, 1997) ont observe que la presence de TFIIE, TFIIH et d'ATP

hydroly sable permettait a PARN pol II de surpasser les sites de pause proximaux diminuant

ainsi la frequence d'ARNm abortifs. Ceci peut etre du a deux phenomenes. Premierement,

TFIIE, en stimulant Pactivite helicase et ATPase de TFIIH, permet 1'expansion de

Pouverture du promoteur. Deuxiement, TFIIE stimule 1'activite kinase de cdk7, favorisant

ainsi la phosphorylation du CTD de 1'ARN pol II (Ohkuma et Roeder 1994; Serizawa et al.,

1994).

Un autre role attibue a TFIIE est sa capacite de recruter TBP ou TFIID en absence des autres

facteurs generaux de transcription, via Ie domaine N-terminal de E5 6. La sous-unite E34

aide la liaison de TFIIE a TBP ou TFIID en se liant non -specifiquement a PADN et a

TFIIA (Yokomori et ai, 1998).

1.2.7TFIIH

TFIIH est un complexe multiproteique compose de neuf sous-unites dont XPB/p89,

XPD/p80, p62, p52, p44, p32, la kinase cdk7, la cycline H et MAT1. Six de ces sous-unites

(XPB/p89, XPD/p80, p62, p52, p44, p32) forment Ie "core" de TFHH, alors que les trois
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autres sous-unites (la kinase cdk7, la cycline H et MAT 1) forment un sous-complexe

nomme CAK (CDK-activating kinase) pouvant etre associe ou non avec Ie "core" de TFIIH.

Recemment, 1'architecture moleculaire de TFIIH a ete determinee par microscopie

electronique a une resolution de 3,8 nm. TFIIH prend 1'allure d'un anneau avec une

protiberance dont la dimension totale est de 16x12,5x7,5 nm (Fig. 10) (Schultz et al., 2000).

Par des marquages faits a 1'aide d'anticorps, certaines sous-unites de TFIIH ont ete

localisees dans cette structure. La protuberance contient la kinase cdk7, ce qui suggere

qu'elle pourrait representer Ie sous-complexe CAK (cdk7, cyclin H et MAT1). Quant a

Panneau proprement dit, la sous-unite p44 a ete localisee a 1'interface entre la protuberance

et Panneau. De part et d'autre de p44 se trouvent les helicases XPB et XPD. La localisation

des autres sous-unites reste a deflnir. XPD est en mesure de lier a la fois MAT 1 du

complexe CAK et p44 de TFIIH, lui conferant Ie role de chamiere entre les deux complexes.

Ceci peut etre appuye par Ie fait que XPD peut se retrouver soit dans Ie "core" de TFIIH ou

dans Ie sous-complexe CAK (Feaver et al., 1994; Rossignol et al., 1997).

Figure 10. Structure du facteur general de transcription TFIIH montrant la

localisation des sous-unites et leurs interactions (Schultz et aL, 2000)
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A la difference des autres facteurs generaux de transcription, TFIIH possede a la fois des

activites enzymatiques ATPase, helicases ADN-dependentes et kinase (Feaver et al., 1991

1993; Lu et al., 1992; Schaeffer et al., 1993, 1994). Les helicases XPB/p89 et XPD/p80

possedent respectivement une activite 3'-5' et 5'-3'dependente de Phydrolyse d'ATP. Ces

activites enzymatiques procurent a TFIIH plusieurs fonctions importantes dans 1'initiation

de la transcription, particulierement dans 1'ouverture et dans Ie degagement du promoteur

par 1'ARN pol II.

L'entree de TFIIH dans Ie complexe pretranscriptionnel apporte une reorganisation des

composantes de la machinerie de transcription. Ceci est demontre par des etudes de photo-

pontage proteines-ADN en presence ou non de TFIIH (Douziech et al., 2000). La presence

de TFIIH dans Ie complexe de preinitiation modifie la localisation de certaines sous-unites.

Par exemple, la sous-unite TFIIE56 n'est pas photo-pontee en absence de TFIIH, tandis

qu'en presence de TFIIH, celle-ci est localisee a plusieurs positions telles qu'a -45/-48, -39,-

40, -5 et +13. RAP30, TFIIE34 et les deux plus grosses sous-unites de 1'ARN pol II, Rpbl et

Rpb2 ont egalement ete localisees a des nouvelles positions sur Ie promoteur en presence de

TFIIH. L'helicase XPB/p89 a ete localisee a differents endroits sur Ie promoteur entre les

positions -45 et +35, dont entre autres a la position -5 au coeur de la region qui sera ouverte

en presence d'ATP. II en est de meme pour 1'helicase XPD/p80. Ces resultats supportent

1'idee que TFIIH resserre 1'enroulement de 1'ADN autour de 1'ARN pol II. De plus, la

region centrale (a.a. 51-277) de TFIIE34 est non seulement essentielle pour 1'initiation de la

transcription in vitro, mais aussi pour bien positionner TFIIH et permettre Ie resserement de

1'ADN autour de 1'ARN pol 11.

Un role important de TFIIH dans 1'initiation de la transcription est Pouverture du promoteur

entre les positions -9 et +2. Cette ouverture permet a 1'ARN pol II de faire contact avec Ie

brin-matrice afin d'initier la transcription. L'ouverture du promoteur est mediee

essentiellement par Phelicase XPB/p89. L'helicase XPD/p80 n'est pas essentielle quoique

sa presence stimule Pactivite de XPB/p89 (Tirode et al., 1999; Moreland et al., 1999;
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Bradsher et al., 2000). Dans les experiences de Douziech et collaborateurs (2000), Ie signal

de Phelicase XPB/p89 est plus fort que celui de 1'helicase XPD/p80, ce qui est consistant

avec Ie fait que XPB/p89 soit essentiel a 1'ouverture du promoteur et non XPD/p80

(Douziech et al., 2000). Ceci est particulierement vrai pour Ie contact a la position -5 dans

la region d'ouverture du promoteur.

Douziech et collaborateurs (2000) ont propose un modele definissant Ie mecanisme

d'ouverture du promoteur par 1'helicase XPB/p89 (Fig. 11). Par analogie a 1'helicase

procaryote PrcA, XPB/p89, en absence d'ATP, lierait PADNsb cree par 1'enroulement serre

de 1'ADN autour de 1'ARN pol II a la position -5. Lorsque 1'ATP se lie sur XPB/p89, ce

demier subirait un changement conformationnel accentuant la separation des brins d'ADN

catalysant ainsi la forme ouverte du complexe. L'ouverture du promoteur en presence

d'ATP apporte deux nouvaux contacts des composantes de la machinerie transcriptionnelle

avec 1'ADN: Rpbl localise a la position -5 et Rpb2 localise a la position +1. Ces resultats

indiquent que 1'ouverture du promoteur entre -9 et +2 positionne 1'ADN dans Ie site

catalytique de 1'ARN pol II.

Reinberg et collaborateurs (2000) ont aussi etudie 1'organisation du complexe

pretranscriptionnel en utilisant la technique de photo-pontage proteine-ADN. Dans ce cas,

les complexes ont ete prealablement laves avec Ie detergent sarkosyl. Selon ces auteurs, Ie

traitement au sarkosyl permettrait d'eliminer les complexes non-speciflques et non-

productifs. Les resultats obtenus indiquent que 1'arrivee de TFIIE et de TFIIH dans Ie

complexe pretranscriptionnel n'altere pas son organisation et que TFIIH est localise

uniquement en aval du site d'initiation (+3 a +25).

De plus, les resultats de Reinberg et collaborateurs (2000) indiquent qu'en presence d'ATP,

1'organisation du complexe pretranscriptionnel n'est pas modiflee en amont de 1'ouverture

du promoteur. Des nouveaux contacts sont cependant induits pour Rpb2 a la position -2,

TFIIE entre les positions -10 et +10 ainsi que pour Phelicase XPB de TFIIH entre les
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positions +1 et +25. A la lumiere de ces resultats, 1'helicase XPB n'utiliserait pas Ie meme

mecanisme qu'une helicase conventionnelle. Le modele propose pour 1'ouverture du

promoteur est que XPB, situe en aval du site d'ouverture, deroulerait 1'ADN en prenant

comme point d'appui Ie complexe pretranscriptionnel, menant a 1'ouverture du promoteur.

XPB agirait comme une de a molette.

TFIIH joue aussi un role dans Ie degagement de 1'ARN pol II du promoteur. Dans un

premier temps, TFIIE et TFIIH en presence d'ATP, sont en mesure de prevenir un arret

premature de 1'ARN pol II entre les posititions +10 et +14 juste avant la transition entre

Pelongation precoce et 1'elongation productive (Dvir et al., 1996; 1997a; Dvir et al., 1997b).

L'helicase XPB est probablement responsable de ce phenomene, alors que XPD jouerait un

role plutot structural qu'enzymatique (Moreland et al., 1999; Bradsher et al., 2000). TFIIE

stabilise la liaison de TFIIH a 1'ARN pol 11 au debut de 1'elongation (Dvir et al., 1997a). La

presence de CAK dans Ie complexe TFIIH augmente 1'efficacite de 1'initiation, mais d'une

fa(?on stmcturale et non enzymatique in vitro (Bradsher et al., 2000). Or, TFIIH possede une

activite kinase cdk7 apte a phosphoryler Ie CTD de 1'ARN pol II (Lu et al., 1992; Makela et

al., 1995) et essentielle pour la transciption in vivo. La phosphorylation du CTD par cdk7

permet Ie passage de 1'ARN pol II en mode elongation. TFIIH est retenue dans Ie complexe

d'elongationjusqu'au trentieme nucleotide (Zawel et al., 1995).

La phosphorylation du CTD par la kinase cdk7 se fait uniquement lorsque CAK est lie au

"core" du promoteur via 1'interaction MAT1-XPD. Lorsque CAK se retrouve dissocie du

"core" de TFIIH, la specificite de cdk7 change et ce demier phosphoryle preferentiellement

la kinase cdc2, une kinase impliquee dans Ie cycle cellulaire. MAT 1 dicterait alors la

speciflcite de cdk7 (Busso et al., 2000). La kinase cdk7 peut etre regulee par la kinase

cdk8/cycline C. Celle-ci est en mesure de phosphoryler la cycline H de cdk7 inhibant

1'activite kinase de TFIIH et la capacite d'activer la transcription (Akoulitchev et al., 2000).

Advenant que CAK soit dissocie du "core" de TFIIH, 1'activite kinase de cdc2/cycline B
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sera inhibee de la meme fa9on. II est a noter que ce processus d'inhibition est unique chez

les organismes superieurs et n'est pas present chez la levure.

Une particularite de TFIIH est son role dans la reparation de 1'ADN par excision des

nucleotides (NER). Lors du NER, la region endommagee est reconnue par la machinerie de

reparation dont fait partie TFIIH. Par la suite, deux incisions sont faites en 5' eten 3' de la

region alteree. Les residus situes entre ces deux incisions, environ 24 a 32, seront enleves et

remplaces par une synthese de reparation (de Laat et al., 1999). La presence des helicases

XPB et XPD est essentielle pour 1'action des endonucleases responsables de ces deux

incisions (van Vuuren et al., 1994; Winkler et al., 2000). Les helicases permettent

Pouverture de la region endommagee dormant acces aux endonucleases XPF (incision en 5')

et XPG (incision en 3').

CAK peut reguler negativement la reparation de 1'ADN en phosphorylant la proteine XPG.

En effet, il a ete remarque que Pactivite kinase de TFIIH dans les cellules de mammiferes,

baisse en conditions d'irradiation aux UV, suggerant que les cellules peuvent avoir un

mecanisme supprimant 1'activite de CAK lorsque la reparation de 1'ADN est urgente

(Adamczewski et al., 1996).

Le double role de TFIIH dans la transcription et dans la reparation de 1'ADN lui donne un

tres grande importance. La presence de mutations non-letales dans les genes XPB et XPD

donne lieu a des maladies hereditaires telles que Xeroderma pigmentosum (XP), Ie

syndrome de Cockayne (CS) et Ie la trichothiodystrophie (TTD). Selon la mutation, il peut

sur^enir une defectuosite soit dans Ie mecanisme de la transcription, dans la reparation de

1'ADN ou les deux, menant a des symptomes differents et plus ou moins severes selon les

cas.
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Figure 11. Modele de 1'ouverture du promoteur par 1'helicase XPB/p89 (orange) de TFIIH Cjaune)
(Douziech^a/.2000)
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1.3 Elongation de la transcription

L'elongation de la transcription consite en 1'allongement du pre-ARNm par 1'ARN pol II.

L'etape d'elongation peut etre subdivisee en trois parties: Ie degagement du promoteur, la

phase precoce et la phase productive. Au cours de 1'elongation, Ie complexe d'elongation

rencontrera differents obstacles comme des sites de pause, des sites d'arret, des signaux de

terminaison, des proteines liees a 1'ADN ou des nucleosomes. Ces obstacles nuiront a la

progression de la synthese de 1'ARNm. Afln de contrer ces obstacles, des facteurs

d'elongation viendront en aide a 1'ARN pol II (revue dans Maldonado et Reinberg 1995,

Marshall^ al., 1996).

Lors du degagement du promoteur, la phosphorylation du CTD de 1'ARN pol II par la

kinase cdk7 de TFIIH permet la transition entre 1'initiation (ARN pol IIA) et 1'elongation

(ARN pol 110). Cette transition mene a la synthese des premiers liens phosphodiesters. Au

cours de la synthese des 10 premiers nucleotides, et conjointement a la phosphorylation du

CTD, plusieurs composantes de la machinerie transcriptionnelle se dissocient de 1'ARN pol

II. L'ARN pol 11 jumelee avec 1'ARNm naissant, 1'ADN et autres proteines (TFIIF, TFIIH,

CTD phosphatase, etc) forment maintenant Ie complexe d'elongation et entrent dans la

phase precoce de Pelongation (Orphanides et al., 1996, Conaway et al., 2000).

La phase precoce de Pelongation est propice a la synthese d'ARNm abortifs. Dans plusieurs

promoteurs, la presence d'un site d'arret proximal a ete observee autour du 10e ou 15e

nucleotide. Puisque 1'ARNm ne couvre qu'une dizaine de nucleotides. Ie complexe

d'elongation peut etre instable, ce qui Ie predispose a 1'arret. En effet, la stabilite du

complexe d'elongation est determinee par la stabilite de 1'heteroduplex ARNm-ADN (Yager

et al., 1991). Comme mentionne auparavant, les facteurs TFIIF, TFIIE et TFIIH peuvent

minimiser la production d'ARNm abortifs. Ceci est plus particulierement observe pour

TFIIF, un facteur qui augmente la vitesse d'elongation de 1'ARN pol II durant la phase

precoce, amenant plus rapidement a la stabilite du complexe d'elongation (Yan et al., 1999).
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La phosphorylation du CTD par la kinase cdk7 n'est pas suffisante pour permettre la

transition entre 1'elongation abortive et productive (Marshall et al., 1996). De plus, lorsque

Ie complexe d'elongation atteint Ie 30e nucleotide, Ie facteur TFIIH est relargue du complexe

d'elongation (Zawel et al., 1995). Marshall et collaborateurs (1996) ont demontre que la

kinase cdk9 (P-TEFb) peut phosphoryler Ie CTD de 1'ARN pol II au stade precoce de

Pelongation conduisant 1'ARN pol II en mode d'elongation productive. La kinase cdk9

requiert que Ie CTD soit initialement phosphoryle par cdk7.

Afin que 1'ARN pol II puisse poursuivre la transcription, la phosphorylation du CTD doit

etre maintenue. Or, 1'ARN pol II contient un site d'attache pour la CTD phosphatase. Ce

site est essentiel pour 1'activite CTD phosphatase et est distinct du CTD (Chambers et al.,

1995). La CTD phosphatase doit done etre inhibee. Le facteur capable d'inhiber 1'activite

phosphatase est TFIIB. En effet TFIIB, en se liant a la sous-unite RAP74 de TFIIF, inhibe

1'activite stimulatrice de RAP74 pour la CTD phosphatase. (Greenblatt 1997; Lei et al.,

1998).

La transcription se termine lorsque Ie signal de polyadenylation est transcrit et que 1'ARN

pol II a atteint un site de terminaison situe a quelque paires de bases en aval du signal de

polyadenylation (Aranda et Proudfout 1999). Selon Ie modele propose par Greenblatt

(1997), la transcription du signal de polyadenylation provoquerait Ie relargage de TFIIB,

supprimant 1'effet d'inhibition. La dephosphorylation du CTD peut done etre initiee.

L'ARN pol II passerait alors de la forme 110 a la forme IIA. Les facteurs TFIIB et TFIIF

contribueraient ainsi au recyclage de 1'ARN pol II.

Lorsque PARN pol II rencontre un site de pause ou d'arret, elle s'arrete et effectue un

mouvement de recul sur 1'ADN. Durant ce recul, il y a deplacement de 1'extremite 3' de

1'ARNm du site catalytique de 1'ARN pol II. Ce deplacement est spontanement reversible.

A la difference des sites de pause, les sites d'arret ne sont pas reversibles de fa9on

spontanee. Ceci est du au fait que Ie recul de 1'ARN pol II est plus important, causant un
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desalignement majeur de 1'extremite 3' de 1'ARNm du site catalytique de 1'ARN pol II. II

n'est done pas possible pour 1'ARN pol II de poursuivre la synthese et elle reste en etat

d'arret (revue dans Conaway et al., 2000). La stabilite du complexe d'elongation est un

facteur important qui detennine si 1'ARN pol II est sensible aux sites de pause et d'arret

(Landick 1999). Afin de pouvoir poursuivre la transcription une fois arretee sur un de ces

sites, 1'ARN pol II a recours a des facteurs delongation.

Les facteurs d'elongation forment trois classes. La premiere classe contient une proteine

capable de reactiver 1'ARN pol II en mode d'arret. Jusqu'a maintenant, un seul facteur,

TFIIS (ou SII ou RAP38), a ete identifie. L'interaction de TFIIS avec 1'ARN pol 11 arretee

stimule Ie clivage, par 1'ARN pol II, d'environ 7 a 17 nucleotides de 1'extremite 3' de

1'ARNm. Ce clivage cree une nouvelle extremite 3' bien positionnee dans Ie site catalytique

de 1'ARN pol II. II devient alors possible pour 1'ARN pol II de poursuivre la transcription

(revue dans Maldonado et Reinberg 1995). La deuxieme classe de facteurs d'elongation

contient plusieurs membres dont TFIIF, SIII (Elongine), ELL et, decouverts tout recemment,

CSB (Cockanye syndrome B), Tat-Sfl et CA150. Ces facteurs sont en mesure de prevenir

1'arret de 1'ARN pol II sur les sites de pause en augmentant sa vitesse d'elongation de la

transcription. La troisieme classe permet 1'elongation de la transcription en modifiant la

structure de la chromatine et contient les facteurs SWI/SNF (complexe de remodelage de la

chromatine), HMG14, FACT et Ie complexe Elongator (Dvir et al., 2000).

Anciennement, il etait convenu que la transcription et la maturation des ARNm etaitent deux

processus distincts. Or, de plus en plus d'evidences tendent a demontrer une cooperation

entre la transcription et la maturation des ARNm. En effet, il a ete demontre que la

phosphorylation du CTD permet Ie recrutement de plusieurs complexes proteiques dont des

complexes impliques dans la maturation et 1'epissage des ARNm (Chabot et al., 1995; Cho

etal., 1997;McCraken^a/., 1997a, McCraken ^ a/., 1997b; Hirose^o/., 1999).
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1.4 Regulation de la transcription

La regulation des genes specific quels groupes de genes seront exprimes, a quel niveau et

dans quels tissus. La regulation de la transcription fait interyenir des proteines nommees

activateurs et represseurs de la transcription, et des elements de sequence particuliers

impliques soit dans 1'activation (enhancers) ou dans la repression de la transcription

(elements regulateurs negatifs, silencers).

Un activateur transcriptonnel typique est compose d'un domaine de liaison speciflque a

1'ADN et d'un domaine d'activation. II existe differentes classes d'activateurs basees sur

leur composition en acides amines tels que des activateurs riches en glutamine, en

serine/threonine, riche en proline ou en isoleucine. L'activateur VP16 du vims HSV2, par

exemple, possede un domaine d'activation de type acide. Les activateurs sont generalement

genes-specifiques.

Par leur domaine de liaison a 1'ADN, les activateurs transcriptionnels se lient a des

sequences d'ADN nominees enhancers. A ce moment. Ie domaine d'activation est en

mesure de contacter certaines composantes de la machinerie transcriptionnelle et d'activer la

transcription. Malgre des annees de recherche, tres peu de choses sont connues sur la fa9on

dont 1'interaction entre les activateurs et machinerie transcriptionnelles mene a I'activation.

Plusieurs etapes de la transcription sont ciblees par les activateurs, soit 1'assemblage du

complexe pretranscriptionnel (recrutement des FGT au promoteur), 1'ouverture du

promoteur (activites enzymatiques de TFIIH), Ie degagement du promototeur (site de

pause/arret), 1'elongation de la transcription (phosphorylation du CTD) et d'autres.

L'activation de la transcription peut etre modulee par Ie nombre de sites de liaison aux

activateurs sur Ie promoteur, la force du domaine de liaison a 1'ADN et du domaine

d'activation ainsi que la concentration d'activateurs dans Ie noyau cellulaire (revue dans

Barberis et Gaudreau 1998).
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II existe deux famous d'activer la transcription. Dans la premiere, les activateurs peuvent

cibler les composantes de la machinerie transcriptionnelle (facteurs generaux de

transcription ou autres). C'est Ie cas avec 1'activateur VP16 qui peut Her les facteurs TBP et

TFIIB (Sigler et al., 1990; Lin et al., 1991). Les activateurs peuvent aussi cibler un

intermediaire tel un co-activateur. Les TAFu, TFIIA, Ie mediateur et bien d'autres proteines

(PC1 a PC4) sont des exemples de co-activateurs. Dans la deuxieme, 1'activateur peut

contribuer a lever une barriere negative, un processus appele anti-repression. L'anti-

repression consiste a contrecarrer 1'action des represseurs soit par une interaction directe

entre Pactivateur et Ie represseur ou via un co-activateur. TFIIA est un exemple de co-

activateur qui est en mesure de contrecarrer 1'action repressive de certains represseurs dont

MOT1, NC2 et TAFn250 (Orphanides et al., 1996; Lee et Young 1998).

La presence de represseurs au cours de la transcription permet de reguler certaines etapes.

Par exemple, la formation du complexe de preinitiation peut etre ralentie par 1'action des

represseurs MOT 1 et NC2. MOT 1 agit en dissociant TBP de la boite TATA, tandis que

NC2 se lie a TBP et empeche les liaisons subsequentes des autres facteurs (Lee et Young

1998). D'un autre cote, 1'elongation de la transcription peut etre reprimee par la presence

des represseurs DSIF et NELF. NELF regulerait 1'elongation negativement en interagissant

avec 1'ARN pol IIA (Conaway et al., 2000). Dans certaines conditions, les represseurs

peuvent agir comme stimulateurs de la transcription. Muldrow et collaborateurs (1999) ont

demontre que MOT 1, in vitro, pouvait aussi agir comme activateur faible de la transcription

en quantite stoechiometrique avec TBP. Dans cette situation, MOT1 dissocie TBP de sites

non-specifiques sur 1'ADN, Ie liberant ainsi pour des sites specifiques telle la boTte TATA.

DSIF stimulerait 1'elongation de la transcription sous certaines conditions (Price 2000).

Le premier niveau de repression de la transcription est la cbromatine. La condensation de

1'ADN autour des nucleosomes rend inaccessible Ie promoteur pour la machinerie

transcriptionnelle inhibant toute transcription. La chromatine peut etre desorganisee par

1'action des activateurs qui recmtent, au niveau de la chromatine, des complexes particuliers.
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Ces complexes agissent comme des co-activateurs et sont de deux types: les complexes

histories acetyltransferases (HAT) et les complexes de remodelage de la chromatine ATP-

dependant.

Les complexes HAT sont presents chez tous les organismes eucaryotes tels que la levure

(SAGA/ADA, NuA3-4), la drosophile (TFIID) et 1'humain (TFIID, PCAF). Leur activite

histone acetyltransferase est assuree par les proteines Gcn5, TAFn250 (drosophile et

humain) et PCAF, respectivement (Mizzen et al., 1996; Lee et Young 1998; Brown et al.,

2000). Ces complexes acetylent la queue des histories formant 1'octamere dans Ie

nucleosome et provoquant une desorganisation de la structure superieure de la chromatine.

Les nucleosomes quant a eux, sont encore intacts (Kornberg 1999). Le processus

d'acetylation est reversible et 1'etape de deacetylation est assuree par des complexes histones

deacetylases (HDAC) tels que mSBSf3 etNURD chez Phumain.

Les complexes de remodelage de la chromatine viennent completer la desorganisation de la

chromatine, d'une maniere ATP dependante, en ciblant les nucleosomes. II existe deux

families de complexes de remodelage qui agissent de fa^ons differentes. La famille

SWI/SNF perturbe la structure du nucleosome, tandis que la famille ISWI relocalise les

nucleosomes sur 1'ADN (Komberg 1999). II est a note que les complexes de remodelage de

la chromatine peuvent etre associes avec la machinerie transcriptionnelle.

La repression de la transcription peut se faire par 1'action de proteines liant des sequences

repressives telles que les silencers classiques ou non classiques (Ogboume et Antalis 1998;

Udvary 1999). Les silencers classiques sont de courtes sequences d'ADN speciflques dont

la position dans Ie gene importe peu, poiu-vu qu'ils soient situes en amont du promoteur

(Ogboume et Antalis 1998). L'action des silencers classiques est generalement d'interferer

dans 1'assemblage des facteurs transcriptionnels. Quant aux silencers non classiques,

nominees NRE (negative regulatory element), ils sont positionnes a des endroits precis sur

Ie genes et sont lies par des represseurs. La combinaison NRE-represseur se nomme alors
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Insulator. Les Insulators sont des represseurs tres puissants qui interferent avec 1'action des

enhancers non-specifiques au gene de faQon a ce que celui-ci soit regule uniquement par les

enhancers qui lui sont specifiques (figurel2) (revue dans Udvary 1999).

5'- -3'

PROMOTEUR INS PROMOTEUR

Figure 12. Schematisation d'un Insulator et de son role dans Pinhibition d'enhancers

non-specifiques a un gene. E, enhancer; INS, Insulator (Udvardy 1999)
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1.5 Topologie de I'ADN

Lors de I'initiation de la transcription, 1'ADN s'enroule autour de 1'ARN pol II afin de

former Ie complexe pretranscriptionnel (Robert et al., 1998; Douziech et al., 2000). Pour

qu'il y ait enroulement de 1'ADN, ce demier doit posseder une certaine flexibilite de

sequence de fa^on a accepter les tensions nouvellement creees par 1'enroulement. II est

possible que la topologie de 1'ADN du promoteur, donnee par sa sequence (Fig. 13)

(Hagerman 1985), dicte la force transcriptionnelle du promoteur en favorisant ou non

Penroulement de 1'ADN.

COURBURES DISPOSEES DE FAQON ALEATOIRE

COURBURES PHASEES

COURBURES DEPHASEES

Figure 13. Conformation de PADN en fonction de sa sequence selon la disposition des

series d'adenines (Hagerman 1985)
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Depuis la decouverte de 1'ADNk (ADN kinetoplastique) (Marini et al., 1982; Hagerman

1984; Marini et al., 1984), il est maintenant convenu que les sequences telles que des suites

d'adenines (An) et de thymines (Tn), et des regions riches en A+T conferent une structure

particuliere a 1'ADN. La sequence n'agit plus seulement en tant qu'un simple alignement de

bases ou de sequences speciflques reconnues par des proteines, mais donne une structure

tridimensionnelle a PADN lui conferant un role important dans la transcription.

1.5.1 Modeles

Plusieurs chercheurs se sont penches sur Ie type d'interactions susceptibles de provoquer des

changements structurels dans 1'ADN. Le resultat de ces efforts a mene a 1'aboutissement

d'un code universel: Ie code Cambridge, etabli en 1989, et base sur Ie modele de Dickerson-

Calladine (Dickerson et al., 1989). Le code Cambridge traite a la fois des distorsions

presentes dans 1'axe de 1'ADN, parametres globaux, et des distorsions presentes dans les

bases, parametres locaux (revue dans Amano et al., 1997).

Les parametres locaux consistent principalement en quatre angles de rotation. Trois de ces

angles se situent entre deux paires de bases adjacentes (dinucleotide) et sont nommes helical

twist, roll et tilt (Fig. 14). Le quatrieme angle de rotation, quant a lui, se situe entre les

bases formant une paire et se nomme propeller twist (Fig. 14). Le helical twist est

responsable de la forme helicoidale de 1'ADN. Le roll peut compresser Ie sillon majeur (roll

positif) ou Ie sillon mineur (roll negatif) d'un angle de 45° et 15°, respectivement. Le tilt

peut induire un angle de rotation dans Ie dinucleotide mais de moindre importance que Ie

roll. Seul Ie roll et tilt sont en mesure de changer la direction de 1'ADN. La particularite

du propeller twist est d'empecher la formation d'un plan entre les paires appariees, mais

aussi entre les bases avoisinantes creant une mclinaison a 1'interieur du dinucleotide

(Dickerson et aL, 1989; Suzuki et al., 1996).
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COORDONNEES AXIALES

HELICAL TWIST ROLL TILT

PROPELLER TWIST

Figure 14. Representation schematique des principaux angles de rotations retrouves au

niveau des dinucleotides ou au sem d'une paire de bases (Dickerson et ai,

1989)
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Deux modeles tentent d'expliquer Ie comportement de 1'ADN en fonction de sa sequence.

Le premier modele, inspire par Trifonov dans les annees 1980, se nomme Ie Wedge model

(Fig. 15b) (Trivonov et Sussman 1980). Ce modele stipule que Ie dinucleotide ApA

demontre la plus forte inclinaison entre ses paires de bases (propeller twist eleve) par

rapport aux autres dinucleotides possibles. En accumulant chacune de ces inclinaisons dans

une serie d'adenines (An), la distorsion imposee a la molecule d'ADN devient plus

prononcee. Une serie de cinq adenines (A5) peut courber 1'ADN d'un angle pouvant

atteindre 18° (Koo et al., 1986; Lilley 1986; Suzuki et al., 1996). Le wedge model souleve

aussi 1'importance de la periodicite des series An afin de produire une courbure

macro scopique, c'est-a-dire visible par Ie ralentissement de la migration du fragment

d'ADN courbe en gel de polyacrylamide non-denaturant. Les resultats obtenus par Plakson

et Wartell (1987) demontrent que des series An disposees aleatoirement dans 1'ADN ne

provoquaient aucune courbure. La periodicite est done un element de a la formation d'une

courbure macroscopique.

Figure 15. Modele des courbures. a) Modele des jonctions {Kink model) de Crick et

Klug, et b) Wedge model de Trifonov (Suzuki et ai, 1996)

Le second modele, Ie junction model ou kink model (Fig. 15a), propose par Crick et Klug au

cours des annees 1975, dit qu'il est plus aise, d'un point de vue mecanique, de plier une

molecule d'ADN a quelque endroits afin de creer une courbure (revue dans Suzuki et al.,

1996). Les series An correspondent bien a ce modele. En effet, la serie An adopte des

caracteristiques intermediaires entre la forme ADN-B et ADN-A et est nommee ADN-B' ou

ADN-H (heteronome) (Amott et al., 1983; McNamara et Hamngton 1991). C'est a la
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jonction des forme B-B' et B'-B qu'il y aurait une flexion induite dans 1'ADN provoquant

une courbure (Fig. 16).

II semble done y avoir un accord entre les deux modeles quant a la presence de series

d'adenines responsables d'un changement confonnationnel de 1'ADN. Cependant, la

tendance se dirige davantage vers 1'acceptation du junction model. Des etudes ont demontre

que Pinterruption d'une serie d'adenines, peu importe la base utilisee, annulle la courbure

induite par la serie An. Ceci est observable en gel de polyacrylamide non-denaturant ou Ie

fragment contenant une serie d'adenines interrompue migre selon sa taille reelle (Koo et al.,

1986, revue dans Hagerman 1990). Ceci refute Ie Wedge model puisque selon ce demier, la

serie d'adenines interrompue courberait encore du a la presence des autres dinucleotides

ApA.

ROLL
+

TILT ROLL

±^5'-GGCC AAAAA CGGC-3'
3'-CCGG TTTTT GCCG-5'

%SLi)

Figure 16. Representation du changement conformationnel de PADN selon 1c modele

des jonctions (Sinden 1994)
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1.5.2 Sequences courbees et flexibles

Pour qu'une sequence d'ADN puisse courber, celle-ci doit contenir une serie d'adenines. La

longueur optimale pour qu'une serie d'adenines induise une courbure est de 4 a 6 adenines

consecutives. Deux facteurs peuvent influencer 1'amplitude de la courbure, soit les bases

adjacentes a la serie An et la fa9on dont les series sont phasees entre elles. Par exemple, la

serie CA^T ou CA4.6C (GA4.gG) ne courbe pas PADN avec Ie meme angle. La presence des

bases C et T en 5' et 3', respectivement de la serie, influence davantage 1'angle de la

courbure que les bases C, C ou G, G (Koo et al., 1986). De plus, la courbure devient

maximale lorsque les extremites 5' et 3' des series d'adenines sont phasees 1'une par rapport

a Pautre.

Malgre Ie fait que les series An provoquent une courbure, il n'en reste pas moins qu'a

1'interieur de la serie se trouve une forte rigidite de sequence. Rhodes (1979) et Simpson et

Kunzler (1979) ont demontre qu'une serie d'adenines s'avere aussi rigide qu'une serie de

guanines (Gn). Selon la longueur de la serie An, celle-ci peut se retrouver soit partiellement

inclue (courte serie), soit totalement exclue (longue serie) de la formation d'un nucleosome

(Rhodes 1979; Simpson et Kunzler 1979; Kunkel et Martinson 1981; Prunell 1982).

Sachant que 1'ADN du promoteur s'enroule autour de 1'ARN pol II dans Ie complexe de

preinitiation, la presence d'une serie d'adenines peut nuire a cet enroulement. Nelson et

collaborateurs (1987) expliquent cette rigidite par la presence d'un troisieme lien hydrogene

non Watson-Crick entre 1'azote N6 de 1'adenine et 1'oxygene 04 de la thymine de la paire de

bases suivante (Fig. 17). La presence d'un faible helical twist et d'un propeller twist eleve

dans Ie dinucleotide AA/TT renforce 1'hypothese de la rigidite (Sarai et al., 1989; El Hassan

etCalladmel996).

Les regions A+T riches sont considerees comme etant tres flexibles. Ceci decoule du fait

que Ie dinucleotide AT/TA demontre une grande fluctuation au niveau de Vhelical twist et

du roll. Ce demier peut subir soit un deroulement (untwist) ou un surenroulement
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(supertwist), ce qui lui donne une grande flexibilite (Sarai et al., 1989). Grace a ces

caracteristiques, la sequence A+T riche demontre un minimum de contraintes quant a la

conformation qu'elle peut prendre.

N6-H

N6-H

N6-H

04

04

04

T

Figure 17. Schematisation du troisieme lien hydrogene non Watson-Crick entre 1c N6

de Padenine et Ie 04 de la thymine suivante (Nelson et a/., 1987)

II existe un autre groupe de chercheurs qui soutient 1'idee qu'une sequence d'ADN peut

courber sans la presence de series d'adenines (Bolshoy 1991; McNamara et Hamngton

1991; Brukner et al., 1993). Lorsque des series de guanines-cytidmes (GGGCCC) sont

dephasees par rapport a des series An, il y a annulation de la courbure induite par la presence

de la serie An (Brukner et al., 1993). Cependant, un fragment d'ADN contenant uniquement

des series GGGCCC ne voit pas sa migration ralentir dans un gel de polyacrylamide non-

denaturant. Ceci indique que la courbure induite par les series GGGCCC est moins

51



prononcee que celle induite par les series An (Bruckner et al., 1993; McNamara et

Hamngton 1991).

1.5.3 Role de la sequence d'ADN en transcription

Apres la decouverte de sequences pouvant conferer une sti^ict.ire particuliere a 1'ADN, une

serie d'ehides ont vu Ie jour. Ces etudes avaient principalement pour objectif d'etudier Ie

role de ces structures dans les sequences promotrices. Plakson et Wartell (1987)

decouvraient une region courbee en amont du site d'initiation de la transcription chez

certains promoteurs procaryotes. De ceci, ces auteurs ont etabli un lien entre ces regions

courbees et la force d'initiation de la transcription des promoteurs in vivo. Les regions

riches en A+T ont par la suite ete identifiees et impliquees dans la transcription. Par

exemple, Asayama et collaborateurs (1999) ont demontre que la region riche en A+T

presente dans Ie promoteur procaryote RpoDl est necesaire pour la liaison de 1'ARN pol au

promoteur et que, sans cette sequence, la transcription est tres reduite. Cette sequence riche

en A+T situee de -40 a -200, par rapport au site d'initiation, a ete nommee element UP et se

retrouve dans un tres grand nombre de promoteurs procaryotes (Gaal et al., 1994).

L'element UP interagit avec la sous-unite a de 1'ARN polymerase bacterienne, stimulant la

transcription en contribuant a 1'enroulement de 1'ADN autour de 1'ARN polymerase (Aiyar

et al., 1998). II semble done que les sequences d'ADN influencent I'efflcacite

transcriptionnelle d'un promoteur differemment de ce qui avait ete imagine auparavant.

Pour montrer 1'equivalence de fonction existant entre une courbure intrinseque dans 1'ADN

et une courbure induite par la liaison d'une proteine a 1'ADN, des chercheurs ont

interchange la region contenant Ie site de liaison pour la proteine induisant une courbure

avec une courbure synthetique dans Ie gene bacterien gal (Bracco et al., 1989) et Ie gene lac

(Gartenberg et Crother 1991). Us ont constate que la courbure synthetique est aussi efficace

que la sequence intiale pour la transcription. Ceci assigne done une importance significative

pour la sequence d'ADN et son role actifdans la transcription.
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Chez les eucaryotes, les elements de sequence dans un promoteur (boite TATA, Inr) sont

tres importants pour supporter la transcription en permettant la formation d'un complexe

pretranscriptionnel. La force du promoteur est reliee a la sequence de ces elements. Par

exemple, Ie promoteur E4 de 1'adenovirus contient une boite TATA (TATATATA) et un Inr

(TTTTACACC). II en est de meme pour Ie promoteur majeur tardif de Padeno virus qui

possede une boite TATA dont la sequence est TATAAAA et un Inr dont la sequence est

CTCACTCT. Or ces deux promoteurs ne possedent pas la meme activite transcriptionnelle.

Le promoteur E4 est beaucoup plus faible que Ie promoteur majeur tardifde 1'adeno virus.

Recemment, Gralla et collaborateurs (2000) ont demontre que les sequences bordantles

elements TATA et Inr sont aussi impliquees dans la force transcriptionnelle du promoteur.

En interchangeant des blocs de sequence predefinis entre les promoteurs E4 et Ie promoteur

majeur tardif, ils ont constate que 1'efficacite de transcription du promoteur chimerique etait

modifiee. Le promoteur E4 contenant un bloc du promoteur majeur tardif voit son activite

transcriptionnelle augmentee, tandis que Ie promoteur majeur tardif contenant un bloc de

sequence de E4 voit son efficacite transcriptionnelle diminuee. II semble done que la

sequence de 1'ADN influence 1'activite du promoteur autant chez les procaryotes que chez

les eucaryotes.

1.6 Ob/ectif

Un objectif poursuivi par Ie laboratoire du Dr Coulombe est d'analyser 1'organisation

moleculaire du complexe de preimtiation contenant 1'ARN pol II et les facteurs generaux de

transcription TBP, TFIIA, TFIIB, TFIIE, TFIIF et TFIIH. L'imtiation de la synthese des

ARNm necessite la liaison de la machinerie transcriptionnelle de 1'ARN pol II sur les

promoteurs geniques. Cette liaison requiert une interaction entre la machinerie

transcriptionnelle et des elements de sequences tels que la boite TATA (TATAa/tAa/t) et

1'Inr (Inr: PyPyANt/aPyPy). Des etudes de photo-pontage proteines-ADN, de microscopie

electronique et d'interactions proteine-proteine ont demontre que 1'ADN du promoteur

s'enroule de presqu'un tour autour de 1'ARN pol II suite a 1'entree de TFIIF, plus
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particulierement de RAP74, dans Ie complexe de preinitiation (Forget et al., 1997; Robert et

al., 1998; Douziech et al., 2000).

II est maintenant admis que 1'ADN est non lineaire et qu'il adopte une conformation

stmcturale dictee par sa sequence. Certaines sequences d'ADN telles que des series riches

en A+T ou des series d'adenines (An) modifient davantage la conformation de 1'ADN. Les

series A+T riches conferent une flexibilite de sequence a 1'ADN, tandis que les series

d'adenines courbent et rendent plus rigide 1'ADN (Koo et al., 1986; Nelson et al., 1987;

Sarai et al., 1989; Dickerson 1998). II est done possible d'imaginer que lors de la formation

du complexe d'initiation, 1'ADN peut s'enrouler plus ou moins favorablement selon sa

malleabilite autour de 1'ARN pol II. L'enroulement de 1'ADN peut alors influencer

Pefficacite transcriptionnelle du promoteur.

L'objectif de mon projet de maitrise est d'etudier 1'effet de la topologie de 1'ADN du

promoteur sur la transcription par 1'ARN pol II. L'activite transcriptionnelle de base varie

d'un promoteur a 1'autre. Certains promoteurs ont des activites transcriptionnelles

totalement differentes meme s'ils possedent des boites TATA et Inr tres semblables.

Sachant que 1'ADN doit s'enrouler autour de la machinerie transcriptionnelle, notre

hypothese est que la malleabilite de 1'ADN (flexibilite/rigidite) bordant les elements du

promoteur peut favoriser ou defavoriser 1'enroulement de 1'ADN, jouant ainsi un role dans

la force du promoteur basal.
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CHAPITRE 2

EFFET D'UNE CCXJRBURE ARTIFICIELLE DANS L'ADN DU
PROMOTEUR SUR LA TRANSCRIPTION PAR

L'ARN POLYMERASE II

2.1 Preambule

L'aticle presente dans ce memoire est intitule "Artificial Bending of Core Promoter DNA

M'odulates Basal Transcription by RNA polymerase IF. II sera soumis au journal Journal of

Biological Chemistry. J'ai realise la totalite des experiences presentees dans cet article.

Les travaux deja realises dans Ie laboratoire du Dr Benoit Coulombe ont demontre que lors

de 1'initiation de la transcription, 1'ADN du promoteur s'enroule autour du complexe

pretranscriptionnel compose de 1'ARN polymerase II et des facteurs generaux de

transcription TBP, TFIIB, TFIIF, TFIIE et TFIIH. II est connu que la sequence d'un

fragment d'ADN dicte sa conformation (Hagerman 1990). Par exemple, une serie d'adenines

courbe et rigidifie 1'ADN, tandis que les series A+T riche rend 1'ADN flexible. Selon la

malleabilite de 1'ADN (flexibilite/rigidite) 1'enroulement de 1'ADN autour du complexe

pretranscriptionnel peut etre favorise ou non modulant ainsi la force transcriptionnelle du

promoteur. L'article qui suit demontre que la topologie de 1'ADN influence la force

transcriptionnelle soit positivement ou negativement, et met en evidence certains

mecanismes pouvant etre impliques dans ce phenomene.
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3.2 Article

PORLIER, Y. et B. COULOMBE. 2001. Artificial bending of core promoter DNA
modulates basal transcription by RNA polymerase II. Pour soumission a J. Biol. Chem.
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Abstract

Initiation of mRNA synthesis by mammalian RNA polymerase II (RNAPII) requires the

formation of a pre-initiation complex containing RNAPII and the general transcription

factors TBP, TFIIB, TFIIE, TFIIF and TFIIH on promoter DNA. In the presence of

hydrolysable ATP, the pre-initiation complex is capable tof melting promoter DNA at the

transcription initiation site. Both the formation of the pre-initiation complex and promoter

melting necessitate DNA wrapping around RNAPII. Because of the role of DNA wrapping

in transcription initiation, we hypothesized that the natural cur^ature of promoter DNA may

influence basal promoter strength. To test this idea, we introduced A-tract, which induces a

bend of approximately 18° in DNA, at various positions along the Adenovirus major late

promoter (AdMLP). Depending on the position of the A-tracts, we observed a variation in

basal transcription activity of the promoter variants, some being stronger and others weaker

than the wild type promoter. Two of our mutants, which place the A-tracts either

immediately downstream of the TATA box (GML108; A5 -23,-19) or in the vicinity of the

transcription start site (GML162; A5 -1/+4), are impaired in basal transcription.

Investigation ofpre-initiation complex assembly on the promoter mutant GML108 (A5 -23,-

19) indicated that DNA bending affects the formation of the TBP-DNA and TBP-TFIIB-

DNA complexes, but not the assembly of larger complexes also containing TFIIE, TFIIF

and RNAPII. Our results support the notion that DNA bending and wrapping play a major

role in transcription initiation and reveal a novel mechanism for gene regulation.
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Introduction

RNA polymerase II (RNAPII), the eukaryotic enzyme responsible for mRNA synthesis,

interacts with the general transcription factors TBP, TFIIB, TFIIE, TFIIF and TFIIH to form

the pre-initiation complex on promoter DNA. The first step of pre-initiation complex

formation is the sequence-specific recognition of promoter DNA. Two DNA sequence

elements are often used for specific recognition of class II promoters: the TATA box which

is bound by the TATA box-binding protein TBP, and the initiator (Inr) which is bound by a

TBP-associated factor (TAFn) and some other proteins (1). The exact sequence of the TATA

box influences the affinity and the specificity of TBP binding to various promoters (2-4). A

decrease in the stability of the TBP-DNA complex was shown to often correlate with a

decrease in transcription efficiency (5), indicating that the TATA box regulates core

promoter strength. Recently, a GC-rich sequence element called the TFIIB Recognition

Element (BRE) was localized upstream of the TATA box of several promoters. The BRE

enhances the binding of TFIIB to the TBP-DNA complex and stimulates basal transcription

in vitro (6). In prokaryotes, an A+T-rich region and the presence ofA-tracts phased with the

helical pitch of the DNA have been implicated in promoter activation (7). The classical

vision stipulating that DNA is a linear molecule is now replaced by the idea that free DNA

can adopt a tri-dimensional conformation (8). For example A+T-rich sequences are known

to be flexible, allowing DNA to adopt various conformations in space (9,10). On the other

hand, A-tracts were shown to induce the bending ofDNA fragments (11).

Photo-cross-linking experiments demonstrated that the assembly of the pre-initiation

complex in vitro is accompanied by wrapping of the promoter DNA around RNAPII

(12,13). Promoter wrapping is initiated by the formation of a 90° bend induced by the

binding of TBP to the TATA box (14,15). The presence of TFIIF, particularly its RAP74

subunit, in the pre-initiation complex is responsible for DNA wrapping for almost a full turn

around the RNAPII (12). DNA wrapping is tightened by the association ofTFIIH with the
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complex. In the presence of ATP, the helicase activities of TFIIH catalyzes promoter

melting in the vicinity of the initiation site (13).

To assess the influence of DNA topology on promoter strength, we introduced A-tract,

which induces a bend of approximately 18° in DNA (11), at various positions along the core

AdMLP. The basal transcription activity of the various mutants was analyzed. Two

promoter mutants impaired for basal transcription activity were analyzed for their ability to

assemble pre-initiation complexes in the presence of RNAPII and general transcription

factors.
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Materials and Methods

Mutaeenesis

A-tracts (A5) were substituted in the AdMLP by PCR site-directed mutagenesis using Taq

polymerase (Promega). The DNA fragments containing mutated AdMLP were cloned into

the plasmid pBluescript. All the promoter variants were sequenced.

In vitro transcription

In vitro transcription assays were performed as previously described (17). Briefly, plasmid

DNA containing the promoter variants was linearized with the restriction enzyme EcoRI in

order to produce a 400-nt run-off transcript, and incubated with a HeLa nuclear extract.

Alternatively, the in vitro transcription assays were performed in a reconstituted system

containing supercoiled DNA and highly purified factors including 1 pmol of each TBP,

TFHB, RAP30, RAP74, TFIIE34, and TFIIE56, and 0,3 pmol ofRNA polymerase 11. Each

reaction also contained a control template consisting of the wild type AdMLP linearized

with the restriction enzyme Sspl in order to produce a 200-nt run-off transcript.

Quantification of the run-off transcripts was perfonned using a phosphorimager (Molecular

Dynamics). In vitro transcriptions using the various promoter mutants were repeated three

times.

Primer extension

A 30-nt oligonucleotide was labeled using T4 polynucleotide kinase (Pharmacia) in the

presence ofy-P [ATP]. The oligonocleotide annealed between positions +37 and +67 of

the AdMLP. Primer extension reactions were performed as previously described (18).
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Gel shifts

Plasmid DNA containing the AdMLP was digested using the restriction enzymes BamHI

and Dral, and the 110-bp fragment containing the promoter was filled-in using the Klenow

fragment ofDNA polymerase in the presence of a-32P [dGTP]. Gel shifts were performed

as described previously (16). Complexes were assembled using highly purified TBP (2.7

pmol), TFIIB (0,7 pmol), RNAPII (0.3 pmol), RAP30 (7 pmol), RAP74 (10 pmol), TFHE34

(2.3 pmol) and TFIIE56 (2.8 pmol). For the determination of dissociation constants, the

concentration ofTBP varied from 0.3 to 11 pmol for the wild type promoter (GML33) and 1

pmol to 21 pmol for the promoter mutant GML108 (A5 -23,-19)
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Results and discussion

DNA bendine induced by an A-tracts

To modify the topology of DNA fragments containing the AdMLP, we used site-directed

mutagenesis to introduce A5-tracts at various positions between the TATA box and the Inr

(figure 1). The presence of an A5-tract has been reported to induce a bend of approximately

18° in the DNA (1 1). As shown in figure 2, the introduction of an A5-tracts in a 80-bp DNA

fragment (N^5) reduced the mobility of the fragment on a native polyacrylamide gel,

indicating the presence of a bend. Interruption of the A-tracts by an A-to-G mutation that

changes 5'-AAAAA-3' to 5'-AAGAA-3' restored the normal migration of the DNA

fragment, supporting the idea that the A-tract is responsible for DNA bending (11). Our

results indicate that the introduction of an A-tract in a DNA fragment containing the

AdMLP induces DNA bending.

Transcriptional activity of promoter mutants

The basal transcription activity of the various promoter mutants was assayed using mn-off

transcription in a HeLa nuclear extract. Depending on the position of the A-tracts, we

observed a variation in the transcription activity (figure 3). This observation indicates that

modulation of DNA bending within a promoter fragment influences its basal transcription

activity in vitro. Notably, two promoter variants, GML108 which contains an A-tract

immediately downstream of the TATA box (positions -23,-19), and GML162 which

contains an A-tract in the region of the transcription start site (positions -1/+4), showed a

substantial decrease in basal transcription activity (0,5-fold and less than 0,1-fold the

activity of the wild type promoter respectively). Both promoter mutants were also analyzed

for in vitro transcription activity using a system reconstituted from the purified general

transcription factors and RNAPII. Primer extension experiments performed with the

transcription products showed i) that transcription is accurately initiated on both GML108
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(A5 -23,-19) and GML162 (A5 -1/+4), and ii) confirmed that basal transcription is decreased

at these promoters (figure 4). To ensure that the effect on basal transcription is due to the

topology of promoter DNA, and not only to a change in the DNA sequence, we interrupted

the A-tracts (AAAAA-to-AAGAA) in both promoter variants and assayed these genotypic

revertants for basal transcription activity. GML208 (GML108 revertant) and GML209

(GML162 revertant) both produced run-off transcripts with efficiencies similar to the wild

type promoter (figure 4). Together, these results indicate that the topology of the DNA

influences core promoter strength in vitro.

Pre-initiation complex assembly

In order to understand how DNA bending immediately downstream of the TATA box and in

the vicinity of the initiation site of the AdMLP can decrease basal transcription in vitro, we

decided to analyze pre-initiation complex assembly on the promoter mutants. GML108 (A5

-23,-19) was unable to support the formation of stable TBP-DNA and TBP-TFIIB-DNA

complexes, whereas larger complexes including TBP-TFIIB-TFIIF-RNAPII-DNA and TBP-

TFHB-TFIIF-RNAPII-TFIIE-DNA were obtained (figure 5). Because TBP-DNA and

TFIIB-TBP-DNA complexes assemble efficiently on promoter GML208 (the genotypic

revertant of GML108), the presence of the curvature in GML108 is most certainly

responsible for the defects in early steps of pre-initiation complex assembly. To analyze in

further detail the interaction of TBP with the TATA box of GML108 (A5 -23/-19), we

measured fhe dissociation constant (Kp) using gel shift experiments (Table 1). We observed

that the affinity ofTBP for GML108 and the wild type promoter are very similar, indicating

that TBP recognizes efficiently both TATA boxes. Hawley and coworkers (5) have showed

that TBP has a tendency to dissociate from the DNA probe during electrophoresis. The

absence of dissociation of the TBP-GML33 complex as opposed to the TBP-GML108

complex suggests that the association ofTBP with the variant promoter GML108 is unstable

(figure 5).
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The A-tract in GML108 is in phase with the A-tract of the TATA box (TATAAAA) and

likely amplifies the overall bending of this promoter fragment, possibly destabilizing the

TBP-promoter interaction. Recent studies have demonstrated that the sequences flanking

the TATA box influence the binding of TBP by altering the decay rate rather than the

association rate (21). Another explanation for the instability of the TBP-GML108 complex

is that the TATA box and the A-tract can form a secondary structure such as a four-way

junction. For instance, when TBP induces a 90° bend in the DNA, this AT-rich sequence

could melt and re-associate in a secondary structure that provokes the dissociation of TBP.

According to our results, the presence of TFIIB alone is not sufficient to stabilize the TBP-

DNA complex, but the presence ofTFIIB along with TFIIE, TFIIF and RNAPII allows the

formation of a stable complex. The instability of the TBP-GML108 interaction can account

for the decrease in basal transcription activity.

Our gel shift experiments indicate that assembly of the pre-initiation complex using

GML162 (A5 -1/+4) and the wild type promoter are indistinguishable (figure 6), suggesting

that the decrease in basal transcription activity of GML162 is not the result of a defect in

pre-initiation complex formation. It is possible that the curvature in the region of the

transcription start site affects the interaction of the DNA with either the catalytic center of

RNAPII and/or one of the general initiation factor such as TFIIH, leading to a defect in

promoter opening. Such a defect is expected because of the presence of a third non-Watson-

Crick hydrogen bond in the A5-tract that increases the rigidity of this sequence (22).

Notably, the adenovirus E4 promoter, which is a weak promoter in basal transcription assays

but responds well to activation in vitro, contains a naturally occurring A5-tract in the region

of its transcription start site. The weak basal activity of both GML162 (A5 -1/+4) and the

adenovims E4 promoters may be due to the difficulty of the basal transcription machinery to

melt the DNA at the start site.
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Table 1. Dissociation constant ofTBP-promoter complexes'1:

Promoter

GML33 (wt)

GML108(A5-23/-19)

KD

(M)

20

18

Values are the average of 2 to 3 experiments
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Figure legends

Figure 1. The AdMLP mutants with A5-tracts. The black dot shows the central base of the

A-tracts (A5). The TATA box is shown in boldface and the transcription initiation site is

indicated by an arrow.

Figure 2. Electrophoretic mobility in a native polyacrylamide gel of an 80-bp DNA

fragment either lacking (N/A wt) or containing (N/A^) an A5-tract. In the DNA fragment

N/A-AzGAs, the A-tracts ofN/A-A5 has been intermpted by a A-to-G mutation (AAAAA to

AAGAA). The sequence of each fragment is shown.

Figure 3. Comparison of basal transcription activity of AdMLP mutant and wild type

promoters. In vitro transcription assays were performed with a HeLa nuclear extract and

contained 300 ng ofplasmid DNA with the AdMLP linearized using the restriction enzyme

EcoRI (wild type and mutants). Plasmid DNA containing the wild type AdMLP and

linearized using the restriction enzyme Ssplhas been included in each reaction as an internal

control (see text). A gray line indicates the transcription activity of the wild type promoter.

Values are the average of 2-3 experiments each.

Figure 4. Primer extension of the in vitro transcription products obtained with the promoter

mutants GML108 and GML162, and the genotypic revertants GML208 and GML209. The

positions of the free probe and the extended primer are indicated.

Figure 5. Pre-initiation complex assembly using promoter GML108. Pre-initiation

complexes were assembled using various combinations of the general transcription factors

TBP, TFIIB, TFIIE, TFIIF, and RNAPII on probes containing promoters GML108 (A5 -23,-

19) and GML208 (G-to-A revertant ofGML108). Probe GML33, which contains the wild

type AdMLP, is included. Probe GML34, which contains the AdMLP with a mutated TATA
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box (TATAAAA to TAGAGAA), is used as a negative control. The probes were a 110-bp

DNA fragment containing the AdMLP (wild type and mutants) from -60 to +50. The

position of the various complexes is indicated.

Figure 6. Pre-initiation complex assembly using promoter GML162. Complexes were

assembled as described in the legend to figure 5, except that promoters GML162 (A5 -1/+4)

and GML209 (G-to-A revertant ofGML162) were used.
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Les travaux deja realises dans Ie laboratoire du Dr Benoit Coulombe (Forget et al., 1997;

Robert et al., 1996; 1998; Douziech et at, 2000) ont demontre que lors de 1'initiation de la

transcription, 1'ADN du promoteur s'enroule autour du complexe pretranscriptionnel qui est

compose de 1'ARN pol II et des facteurs generaux de transcription TBP, TFIIB, TFIIF,

TFIIE et TFIIH. Les proteines TBP et TFIIF jouent un role particulierement important dans

1'enroulement de 1'ADN autour du complexe pretranscriptionnel. Tout d'abord TBP, en se

liant a la boite TATA, induit une courbure de 90° dans 1'ADN. Par la suite, la presence de

TFIIF, via sa sous-unite RAP74, poursuit 1'enroulement de 1'ADN de presqu'un tour autour

de 1'ARN pol II. Le present travail est base sur 1'hypothese suivante: selon la malleabilite de

1'ADN (flexibilite/rigidite), qui est dictee par sa sequence, 1'enroulement de 1'ADN autour

du complexe pretranscriptionnel peut etre favorise ou non, modulant ainsi la force

transcriptionnelle du promoteur. L'objectifde mon projet de maitrise etait d'etudier 1'effet

de la topologie de 1'ADN du promoteur sur la transcription basale par 1'ARN pol II.

Puisqu'il est possible de modifler la topologie de 1'ADN en introduisant une serie d'adenines

dans 1'ADN, nous avons utilise la technique de mutagenese dirigee par PCR, pour substituer

une serie de cinq adenines, courbant 1'ADN de 18° (Koo et al., 1986), a differentes positions

Ie long du promoteur majeur tardif de 1'Adenovims entre les positions -25 et +4. Selon la

position de la courbure, une variation dans 1'activite transcriptionnelle basale des mutants de

promoteur a ete observee, dont certains sont plus actifs et d'autres moins actifs que Ie

promoteur sauvage.

Le mutant GML108 possede une courbure artificielle situee immediatement en aval de la

boite TATA (Fig. 1, Chapitre 2). Les essais de transcription in vitro ont demontre que

GML108 possede une activite ti'anscriptionnelle de moins de 50% par rapport au promoteur

sauvage (Fig. 3, Chapitre 2). Les resultats obtenus en gel de retardement ont revele que

GML108 a une deficience au niveau de la formation du complexe TBP-ADN ou TFIIB-
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TBP-ADN (Fig. 5 Chapitre 2). Cependant la formation de complexes composes de TBP,

TFIIB, TFIIF, 1'ARN pol H et TFIIE n'est pas affectee.

II est possible de penser que la reconnaissance de la boite TATA de GML108 est affectee

par la presence de la courbure. Or, 1'affinite de TBP pour la boite TATA de GML108 est

identique a celle pour la boite TATA du promoteur sauvage, 18 nM et 20 nM

respectivement. II semble done que la courbure affecte la liaison de TBP a 1'ADN d'une

autre fa9on. Hawley et collaborateurs (1992) ont demontre que TBP a tendance a se

dissocier de 1'ADN durant la migration en gel de polyacrylamide. L'absence de dissociation

du complexe TBP-ADN sauvage contrairement au complexe TBP-ADN GML108 suggere

que 1'association de TBP avec la boite TATA de GML108 est instable. La determmation des

constantes de cinetique K^ (vitesse d'association) et K^ (vitesse de dissociation), nous

permettrait de verifier cette hypothese.

La serie d'adenines de GML108 se trouve phasee avec celle de la boite TATA (TATAAAA),

resultant selon toute vraisemblance en une courbure amplifiee. Cette courbure amplifiee

pourrait contribuer a destabiliser 1'interaction TBP-ADN. Des etudes recentes ont demontre

que les sequences bordant la boite TATA influencent la liaison de TBP, affectant la

dissociation plutot que 1'association de TBP a la boite TATA (Wolner et Gralla 2000a;

2000b). Cependant, 1'etude de Wolner et Gralla ne permet pas de determiner Ie mecanisme

par lequel les sequences bordant TATA agissent. Je propose que la topologie de 1'ADN,

particulierement sa courbure, joue un role significatif. Une explication alternative pour

1'instabilite du complexe TBP-GML108 reside dans la possibilite que la boite TATA et la

serie d'adenines puissent former une structure secondaire. Lors de la liaison de TBP a

1'ADN, TBP induit une courbure de 90° dans 1'ADN. La region A+T riche de la boite TATA

et de la serie d'adenines pourrait se separer et se reassocier en une sti'ucture secondaire telle

que Ie four ^vay junction, provoquant la dissociation de TBP de la botte TATA.
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Selon nos resultats, la presence de TFIIB seul, n'est pas sufflsante pour stabiliser Ie

complexe TBP-ADN. Cependant, en presence des autres facteurs generaux de transcription

(TFIIE et TFIIF) et de 1'ARN pol II, la liaison de TBP est maintenue. L'instabilite du

complexe TBP-GML108 pourrait expliquer la faible acitivite transcriptionnelle basale de ce

promoteur.

En ce qui conceme GML162, celui-ci possede une courbure artificielle situee dans 1'Inr (Fig.

1, Chapitre 2). Les essais de transcription in vitro ont demontre que 1'activite

transcriptionnelle basale de GML162 est inferieure a 10% comparee au promoteur sauvage.

Cependant, GML162 est en mesure de former adequatement les complexes TBP-ADN,

TFIIB-TBP-ADN ainsi que les complexes superieurs, suggerant que la faible activite

transcriptionnelle n'est pas Ie resultat d'une incapacite a former un complexe

pretranscriptionnel. Cependant, la technique de gel de retardement nous pemiet uniquement

de determiner s'il y a formation d'un complexe proteines-ADN et non de determiner la

structure du complexe. Dans Ie cas de GML108 et de GML162, la determination de la

stmctjre du complexe pretranscriptionnel et de ses intermediaires a 1'aide de la technique de

photo-pontage proteine-ADN pourrait foumir des mformations extremement pertinentes. Le

photo-pontage proteine-ADN permet de localiser les proteines a proximite de 1'ADN. Amsi,

lors de 1'enroulement de 1'ADN autour du complexe pretranscriptionnel, un patron de

contacts proteine-ADN a ete etabli (Robert et at, 1998; Douziech et al., 2000). La presence

de la courbure artiflcielle situee immediatement en aval de la boite TATA et dans 1'Inr

pourraient modifier certains contacts proteine-ADN et mettre en evidence des interactions

essentielles pour une transcription basale efficace. Par exemple, il est possible que la

courbure sitiee dans la region du site d'initiation de la transcription affecte 1'interaction de

1'ADN avec Ie site catalytique de 1'ARN pol II ou un facteur generaux de transcription tel

que TFIIH, ce qui pourrait mener a une deficience dans 1'ouverture du promoteur. Une telle

deficience est possible du a la presence d'un troisieme lien hydrogene, non Watson-Crick, a

1'interieur de la serie d'adenines, ce qui rrend plus rigide la sequence d'ADN (Nelson et al.,

1987). Des experiences d'empreintes au permanganate, une methode qui permet de mettre
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en evidence les regions simple-brin dans un fragment d'ADN, pourraient repondre a cette

hypothese.

A la lumiere de nos resultats, la topologie de 1'ADN du promoteur basal influence sa force

transcriptionnelle, suggerant un mecanisme par lequel les sequences bordant la boite TATA

et 1'Inr influencent la transcription. II serait maintenant interessant d'etudier 1'effet de la

topologie de 1'ADN du promoteur sur la transcription par 1'ARN pol II in vivo. En effet, la

topologie de 1'ADN pourrait dicter non seulement la force transcriptionnelle, mais aussi la

localisation des nucleosomes.
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