
LA STRUCTURE DE LA CHROMATINE DANS LA REGULATION DE LA 

TRANSCRIPTION DES GENES D'ARN RIBOSOMIQUE CHEZ 

SACCHAROMYCES CEREVISIAE 

Par 

Jean-Francois Morin 

m^moire presente au Departement de biologie en vue 

de l'obtention du grade de maitre es sciences (M.Sc.) 

FACULTE DES SCIENCES 

UNIVERSITE DE SHERBROOKE 

Sherbrooke, Quebec, Canada, Janvier 2008 



1*1 Library and 
Archives Canada 

Published Heritage 
Branch 

395 Wellington Street 
Ottawa ON K1A0N4 
Canada 

Bibliotheque et 
Archives Canada 

Direction du 
Patrimoine de I'edition 

395, rue Wellington 
Ottawa ON K1A0N4 
Canada 

Your file Votre reference 
ISBN: 978-0-494-49549-0 
Our file Notre reference 
ISBN: 978-0-494-49549-0 

NOTICE: 
The author has granted a non
exclusive license allowing Library 
and Archives Canada to reproduce, 
publish, archive, preserve, conserve, 
communicate to the public by 
telecommunication or on the Internet, 
loan, distribute and sell theses 
worldwide, for commercial or non
commercial purposes, in microform, 
paper, electronic and/or any other 
formats. 

AVIS: 
L'auteur a accorde une licence non exclusive 
permettant a la Bibliotheque et Archives 
Canada de reproduire, publier, archiver, 
sauvegarder, conserver, transmettre au public 
par telecommunication ou par Plntemet, prefer, 
distribuer et vendre des theses partout dans 
le monde, a des fins commerciales ou autres, 
sur support microforme, papier, electronique 
et/ou autres formats. 

The author retains copyright 
ownership and moral rights in 
this thesis. Neither the thesis 
nor substantial extracts from it 
may be printed or otherwise 
reproduced without the author's 
permission. 

L'auteur conserve la propriete du droit d'auteur 
et des droits moraux qui protege cette these. 
Ni la these ni des extraits substantiels de 
celle-ci ne doivent etre imprimes ou autrement 
reproduits sans son autorisation. 

In compliance with the Canadian 
Privacy Act some supporting 
forms may have been removed 
from this thesis. 

Conformement a la loi canadienne 
sur la protection de la vie privee, 
quelques formulaires secondaires 
ont ete enleves de cette these. 

While these forms may be included 
in the document page count, 
their removal does not represent 
any loss of content from the 
thesis. 

Canada 

Bien que ces formulaires 
aient inclus dans la pagination, 
il n'y aura aucun contenu manquant. 



Le 24 octobre 2008 

lejury a accepte le memoire de M. Jean-Francois Morin dans sa version finale. 

Membres dujury 

M. Benoit Leblanc 
Directeur 

Departement de biologie 

M. Luc Gaudreau 
Membre 

Departement de biologie 

M. Daniel Lafontaine 
President-rapporteur 

Departement de biologie 



SOMMAIRE 

Dans le but de mieux comprendre le r61e de la regulation de la structure de la chromatine sur 

la regulation de la transcription de classe I, nous avons etudie" la distribution et le 

comportement de deux proteines associees a la chromatine au locus ribosomique. La 

premiere de ces prolines est Hmolp, une proteine possedant une homologie de sequence 

avec le facteur UBF, un facteur de transcription de classe I present chez les vertebras. La 

seconde proteine est le variant d'histone H2A.Z, variant connu pour son implication dans la 

regulation de la transcription. 

Nous avons initialement etudie le comportement de Hmolp au niveau du promoteur du gene 

d'ARNr 35S chez la levure par empreinte a la DNAsel et conclu qu'elle n'induit pas une 

circularisation de 1'ADN a la maniere des nucleosomes, comme le fait UBF au promoteur du 

gene ribosomique des mammiferes. Nous avons egalement 6tudie raffinite de Hmolp pour la 

sequence primaire au locus ribosomique et conclu qu'elle ne possede pas d'affinite 

particuliere ni pour la sequence primaire du promoteur ni pour d'autres parties du locus 

ribosomique. Nous avons Etudie la distribution de Hmolp au locus ribosomique par 

immunoprecipitation de la chromatine sur des cellules en croissance active de meme que sur 

des cellules traitees a la rapamycine. Nous avons observe un enrichissement a proximite du 

promoteur, mais aucune difference en fonction de l'etat de croissance. Nous avons conclu 

que la proline Hmolp n'est pas impliquee dans la regulation de la transcription au niveau du 

promoteur d'ARNr 35S. 

Nous avons ensuite analyse le comportement du variant d'histone H2A.Z par 

immunoprecipitation de la chromatine au niveau du locus ribosomique sur des cellules en 

croissance active, sur des cellules stimulees a la rapamycine et sur des cellules en phase 

stationnaire. Nous avons conclu que le variant d'histone est non seulement enrichi aux 

promoteurs du locus ribosomique, mais que cet enrichissement correle avec la forme 

euchromatique du locus ribosomique. Nous avons ensuite mesure, d'apres la quantite de 
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nouveaux transcrits produits, l'effet de la delation du gene HTZ1 sur la transcription de 

classe I. Cette deletion entraine une chute d'environ 30% de la transcription du gene d'ARNr 

35S. Nous concluons done que le variant d'histone H2A.Z fait plus que correler avec la 

forme euchromatique du locus ribosomique, mais qu'il joue effectivement un role dans la 

regulation de la transcription de classe I. Nous avons ensuite etudie le comportement du 

variant d'histone H2A.Z par immunoprecipitation de la chromatine au niveau des promoteurs 

de genes de classe II impliques dans la biosynthese des ribosomes. Nous avons done etudie le 

comportement du variant H2A.Z aux promoteurs de trois genes de proteines ribosomiques 

(RPS18B, RPS21 et RPS22B) sur des cellules en croissance active, des cellules traitees a la 

rapamycine et des cellules en phase stationnaire. Nous avons conclu que non seulement le 

variant d'histone H2A.Z est enrichi aux promoteurs de genes « RP », mais que cet 

enrichissement correle avec une repression recente de la transcription. En dernier lieu, nous 

avons etudie 1'importance de la machinerie transcriptionnelle de classe I sur les differences 

de « comportement » du variant H2A.Z au locus ribosomique et aux genes « RP » dans une 

souche PSW. Nous avons precede par immunoprecipitation de la chromatine associee au 

variant H2A.Z au niveau du locus ribosomique sur des cellules en croissance active et sur des 

cellules traitees a la rapamycine. Nous avons conclu que la difference de « comportement » 

du variant H2A.Z ne peut etre attribuee a la difference de machinerie transcriptionnelle. 
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INTRODUCTION 

On evoque souvent comme point de depart de la vie, un monde que Ton dit a ARN. Dans ce 

monde primitif, 1'acide ribonucieique, par sa capacite a catalyser certaines reactions 

chimiques, aurait evolue vers une molecule capable en premier lieu d'autor6plication, puis 

finalement de nombreuses autres activites catalytiques. Cette forme de vie primitive serait le 

point de depart vers la vie sous sa forme actuelle (Gilbert, 1986). Dans la forme « moderne » 

sous laquelle nous retrouvons actuellement la vie, 1'acide ribonucleique et 1'acide 

desoxyribonucl&que se partagent le role de support de 1'information g&ietique, alors que le 

role de catalyseur a ete surtout relegue" aux proteines. Bien que la plupart des reactions soient 

aujourd'hui catalysees par des proteines, il existe toujours quelques cas ou TARN conserve 

un role catalytique important. Le ribosome, veritable usine a prolines de la cellule, en est 

l'exemple le plus important. 

Afin de pouvoir repondre rapidement a ses besoins ainsi qu'aux changements du milieu, la 

cellule en croissance possede beaucoup plus de ribosomes qu'elle ne contient de transcrits. 

La charge energetique de la synthese des ribosomes est done tres lourde. Tout mecanisme 

representant une charge energetique elevee pour le metabolisme necessite une regulation fine 

afin d'eviter de gaspiller les ressources de la cellule, de facon a ce que celle-ci demeure 

competitive. La synthese des ribosomes n'y fait pas exception. 

Compte tenu de l'ampleur du genome, son confinement au noyau chez les eucaryotes 

necessite un niveau eleve de compaction du materiel gen&ique. Meme si on a longtemps 

sous-estime 1'impact de cette compaction physique sur 1'accessibility a l'information 

g^netique, on realise aujourd'hui la grande importance de bien comprendre ce phenomene et 

sa regulation. La biosynthese des ribosomes implique beaucoup d'activites 

transcriptionnelles. Elle ne fait done pas exception ici non plus et se voit egalement affectee 

par cette compaction du materiel gen&ique. 
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La piece maitresse de l'activite catalytique des ribosomes est nn transcrit hautement exprime. 

Ce transcrit est issu d'un gene repete en tandem a plusieurs dizaines de reprises et dont les 

differents etats transcriptionnels, actif ou inactif, sont respectivement associes a une 

chromatine ouverte et accessible ou encore dense et inaccessible. Ce gene particulier, connu 

chez Saccharomyces cerevisiae comme le gene d'ARN ribosomique 35S, a en plus la 

particularite de voir cohabiter des copies sous leurs deux etats chromatiniens distincts dans 

une meme cellule en croissance. Cette particularite fait du locus ribosomique un cas d'un 

interet exceptionnel pour etudier 1'impact de la structure de la chromatine sur la transcription. 

Qui plus est, l'&ude de la regulation de la biosynthese des ribosomes possede egalement un 

interet therapeutique puisque nous la savons regulee, entre autres, par des suppresseurs de 

tumeur bien connus comme les proteines RB et p53. 

C'est done l'etude de l'aspect chrornatinien de la regulation de la transcription des genes 

d'ARN ribosomique qui est au centre de mon projet de recherche. De facon plus precise, 

nous nous interessons a la difference chromatinienne entre les genes transcriptionnellement 

actifs et inactifs au locus ribosomique. 
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CHAPITRE 1 

REVUE DE LITERATURE 

1.1 L'IMPORTANCE DES GENES RIBOSOMIQUES CHEZ S. CEREVISIAE 

Les cellules eucaryotes en croissance ont des besoins tres importants en proteines. Pour 

r6pondre a ses imposants besoins, la cellule doit posseder un tres grand nombre de 

ribosomes. Chez Saccharomyces cerevisiae, on estime leur nombre a environ 200 000 par 

cellule (Warner et al., 2001), cela represente done une production d'environ 2000 ribosomes 

par minute en fonction du temps de division de la cellule. 

La synthese des ribosomes a la particularite d'impliquer les trois ARN polymerases de la 

cellule. Pour sa part, TARN polymerase I est exclusivement dediee a la transcription du gene 

d'ARN ribosomique 35S, alors que l'ARN polymerase III transcrit le gene d'ARNr 5S 

(Moss, 2004). De son c6te, l'ARN polymerase II se voit confier la transcription des 138 

genes formant les 79 proteines ribosomiques (Link et al., 1999; Planta et Mager, 1998). 

Une cellule en pleine croissance contient jusqu'a 50 fois plus d'ARN que d'ADN. De cet 

ARN, 80% est ribosomique, 15 % est represente par les ARN de transfert et seulement 5% 

par les ARN messagers (Warner et al., 2001). Considerant que les genes d'ARNr 5S et 35S 

sont r^petes en tandem entre 100 et 150 reprises (Schweizer et al., 1969), on comprend 

aisement la lourdeur de la charge que leur transcription fait peser sur le m&abolisme. En fait, 

il a ete note qu'a elle seule la transcription du gene d'ARNr 35S par l'ARN pol I correspond 

a plus de 60% de la transcription totale d'une cellule en croissance rapide (Warner, 1989). 

Tant pour des raisons stoechiometriques qu'a cause de la relativement courte demie vie de 

leurs ARNm (Li et al., 1999), les genes des proteines ribosomiques sont parmi genes les plus 

transcrits par l'ARN polymerase II. Un excellent article de (Velculescu et al., 1997) signale 
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d'ailleurs que vingt des trente ARNm les plus fortement exprimes chez une cellule en 

croissance rapide codent pour des proteines ribosomiques. La transcription des genes de 

prolines ribosomiques represente done pres de la moitte de la transcription effectuee par 

l'ARN polymerase II. II ne feut pas non plus negliger les quelques 150 prolines non 

ribosomiques impliquees dans la maturation des ribosomes ainsi que dans 1'importation et 

1'exportation nucleaire des composants du ribosome (Granneman et Baserga, 2004). 

Au point de vue energetique, la biogenese des ribosomes consomme done la part du lion de 

Penergie de la cellule. Avec une telle consommation de ressources, la question r^cemment 

soulevee par le groupe de Tom Moss (Moss et al., 2007) prend toute son importance. La 

synthese des ribosomes n'est-elle qu'un couteux mecanisme de maintien ou alors controle-t-

elle litt&alement la croissance de la cellule? Malgre de grands progres realises recemment 

dans ce domaine, nous n'avons toujours pas de re^onse claire a cette question. Nous verrons 

par contre dans les pages qui suivent, via notamment les travaux du groupe de Michel Riva, 

qu'il existe plusieurs indices serieux suggerant un role allant au-dela du simple mecanisme 

d'entretien. 

1.2 NUCLEOLE ET ORGANIS ATEUR NUCLEOL AIRE 

Le nucteole, structure non compartimentee que Ton retrouve dans le noyau des cellules 

eucaryotes, est l'organite ou sont produits les ribosomes (figure 1). Cette structure sans paroi 

ni membrane est le resultat de l'activite transcriptionnelle de l'ARN polymerase I, ainsi que 

de la maturation de transcrits formant le ribosome. La presence et la localisation du nucleole 

sont directement associ^es a la transcription au locus ribosomique. 

Bien qu'il varie significativement dans sa sequence et sa structure d'un modele a l'autre 

(figure 2), le locus ribosomique demeure toujours la base autour de laquelle s'articule la 

synthese des ribosomes (Raska et al., 2006). II est toujours forme selon le meme plan: 

plusieurs dizaines de copies en tandem d'un gene et de son espace intergenique (Mougey et 

al, 1993; Osheim et al., 1996; Pikaard et al, 1990). La nomenclature utilisee pour nommer 
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ce gene ainsi repete change selon le modele utilise. Pour des raisons de simplicite, nous y 

reTererons done comme le «gene ribosomique» (Reeder, 1999). 

Figure 1. Structure du nucleole (Tire de Raska 12006). Images de microscopie electronique d'un nucleole de 
a) Saccharomyces cerevisiae, d) Xenopus laevis et f) Mus musculus. G : composant granulaire, F : centre 
fibrillaire, D: composant fibrillaire dense, NP : nucl&>plasme. 

Chez la majority des especes, a la difference de ce qui est observe chez S. cerevisiae, toutes 

les copies du gene ribosomique ne sont pas reunies en un seul et m&me site du genome 

(Nomura, 2001). Ceci a pour effet d'entrainer la formation de plusieurs nucleoles. II a mdme 

&e demontre qu'en integrant une copie du gene ribosomique ailleurs dans le genome (Oakes 

et al., 2006a), ou encore dans un plasmide (Nierras et al, 1997), ce dernier continue a jouer 

le role d'organisateur nucleolaire. II suffit done d'avoir une seule copie du gene ribosomique 

pour organiser un nucleate fonctionnel. La presence d'une alternance des deux types de 

chromatine ou des sequences qui flanquent le locus ribosomique ne semble pas necessaire a 

la formation du nucleole. L'expression du gene ribosomique par 1'ARN polymerase I, de 

meme que la coregulation avec la transcription des genes de proteines ribosomiques se font 

6galement sous de telles conditions (Karpen et al., 1988). 

Selon un article recent du groupe de Masayasu Nomura, peu importe le site dans le g6nome, 

la transcription ectopique du gene ribosomique possede exactement les memes 

caracteristiques que dans une souche ne contenant que des copies transcriptionnellement 
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actives (Karpen et al., 1988; Oakes et ai., 2006a). Selon le meme article, 1'organisation en 

tandem du locus ribosomique n'est pas n^cessaire pour avoir une transcription optimale du 

gene ribosomique. Notons par contre que d'autres equipes de renom soutiennent que cette 

organisation en tandem est importante a cause du lien existant entre la terminaison de la 

transcription et son initiation (Morrow et al., 1989; Moss et Stefanovsky, 1995; Nemeth et 

al., 2004). 

1.2.1 LES GENES DU LOCUS RIBOSOMIQUE CHEZ S. CEREVISIAE 

Chez Saccharomyces cerevisiae, la transcription du gene ribosomique par TARN 

polymerase I produit le transcrit immature d'ARNr 35S. Chez Xenopus laevis le transcrit 

immature du meme gene est connu comme 40S, alors qu'on le nomme ARNr 47S chez 

1'humain. Chez S. cerevisiae, la maturation de ce transcrit engendre respectivement les ARNr 

18S, 5.8S et 25S. A ce niveau, le resultat est le meme chez l'homme comme chez Xenopus 

laevis, sauf que le fragment d'ARNr 28S remplace le 25S (Goldman et al., 1983; Moss et al., 

2007; Warner, 1989). Ces fragments d'ARNr represented trois des quatre fragments a la 

base de Pactivite catalytique du ribosome. Le quatrieme fragment d'ARNr est issu de la 

transcription, par TARN polymerase III, du gene d'ARNr 5S (Perry, 1981). 

De facon generate, le gene d'ARNr 5S n'est pas situe au locus ribosomique, mais ailleurs 

dans le genome, voire meme sur un autre chromosome (Long et Dawid, 1980). A cet egard, 

la levure fait figure d'exception puisque chez Saccharomyces cerevisiae, ce gene est present 

dans l'espace intergenique. Notons que son orientation est 1'inverse de celle du gene 

ribosomique (Srivastava et Schlessinger, 1991). Notons egalement que, chez S. cerevisiae, 

bien que le gene d'ARNr 5S soit transcrit au niveau du nucleole, sa transcription n'est pas 

plus responsable de la formation de ce dernier que chez les autres modeles. 

L'espace intergenique, tout comme les sequences codantes du locus ribosomique, joue un 

role capital dans la synthese des ribosomes et leur regulation. Cet espace, qui comme son 

6 



nom l'indique separe chaque gene ribosomique de la copie suivante, est richement pourvu de 

sequences regulatrices. On y retrouve entre autres des elements promoteurs, des sequences de 

terminaison et d'amplification de meme que les origines de replication (Reeder, 1984). Nous 

traiterons plus en details de ces elements a la section 1.2.3. 

ADNrlevue 

\ / 
/ 

\ 
/ 

/ 

AMftirvert&hres 

TennrinM(s) 

n , / \ 

/ • \ 

Barnabas Jibi fanfe ifc rafifcgarinn Origin dew^Soimm 

Figure 2. Structure du locus ribosomique (Adapte de Reeder R1999). L'organisaticm du locus ribosomique 
varie tegerement de la levure aux verteWs. 

1.2.2 LA CHROMATINE RIBOSOMIQUE 

Tel que mentionne pr6c6demment, en raison de ses dimensions, mSme le plus petit des 

genomes eucaryotes doit etre compacte pour etre contenu dans le noyau d'une cellule. 

L'ADN est done empaquete sous forme de microsomes selon le modele du « collier de 

perles ». Le nucleosome, unite fondamentale de la chromatine, est en fait un octamere de 

proteines autour duquel s'enroule l'ADN. L'ADN double brin s'enroule autour de l'octamere 

sur environ 146 pb en effectuant 1,65 fois le tour de ce dernier (Finch et al., 1975; Romberg 

et Lorch, 1992; Luger et al., 1997). Une sequence d'environ 50pb fait le lien avec le 

nucleosome suivant. L'octamere est forme de deux copies de chacune des histones H2A, 

H2B, H3 et H4 (Romberg et Thomas, 1974). L'histone HI se lie au niveau de la sequence de 
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liaison avec le prochain nucieosome (Noll, 1978). L'organisation du materiel genetique sous 

forme de nucleosomes porte le nom de chromatine. La structure de la chromatine a 

evidemment un impact sur Paccessibilite a rinformation genetique. II en est de meme au 

niveau du locus ribosomique. 

Un element important du locus ribosomique, commun aux mammiferes et a la levure, fat 

decouvert dans le laboratoire du docteur Jose Sogo a Zurich. Ces travaux realises par 

Antonio Conconi, Reinhard Dammann, Renzo Lucchini et Theodor Koller ont fait les 

premiers pas dans l'&ude de la chromatine au niveau du locus ribosomique. Ce groupe fut le 

premier a utiliser la reticulation au psoralen de l'ADN pour etudier la chromatine 

ribosomique (Conconi et al., 1984; Lucchini et al, 1987). L'utilisation du psoralen comme 

agent de pontage fixt revolutionnaire au sens ou cette technique a permis de demontrer 

directement l'existence de deux populations chromatiniennes distinctes parmi les sequences 

codantes du locus ribosomique (Conconi et al., 1989; Dammann et al., 1993). Un premier 

etat est ouvert et facilement accessible tant pour la machinerie transcriptionnelle que pour la 

reticulation. Le second etat est beaucoup plus difficile d'acces pour la transcription ou la 

reticulation au psoralen. Apres reticulation au psoralen on peut separer ces deux etats 

chromatiniens par electrophorese. 

La chromatine ribosomique est retrouv^e uniquement sous ces deux etats, car il n'existe pas 

d'&at chromatinien intermediaire au locus ribosomique (Osheim et al., 1996). Les travaux de 

Jose Sogo ont egalement demontre que la presence d'une copie transcriptionnellement active 

a un effet sur l'etat chromatinien de la copie suivante. Malgre" tout, les deux etats 

chromatiniens sont distribues de facon a peu pres uniforme sur toute la longueur de 

l'organisateur nucleolaire. II n'y a done pas formation d'amas de copies 

transcriptionnellement actives ou inactives, mais on sait que la chromatine au niveau de 

Pamplificateur sera sous le meme &at que la copie precedente (Dammann et al., 1995). 

Precisons egalement, meme si cela peut sembler contre-intuitif, que les copies 

transcriptionnellement actives conservent quand meme une organisation nucteosomale (Jones 
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et al., 2007; Tongaonkar et al., 2005). II semble que l'6tat chromatinien d'une copie ne soit 

pas conserve et transmis a la generation suivante, mais plutot que les copies 

transcriptionnellement actives sont determinees aleatoirement a chaque division (Dammann 

et al., 1995). 

Avant ces travaux, meme si nous connaissions l'existence des nombreuses copies en tandem 

du gene ribosomique (Petes, 1979), il n'y avait toujours pas de consensus sur l'etat de la 

chromatine ribosomique. Les travaux de Jonathan Warner sur la synthese des ribosomes 

avaient deja clairement indique que leur production est tres reduite quand les cellules ne se 

trouvent plus en conditions de croissance (Kief et Warner, 1981; Waldron et Lacroute, 1975). 

Les travaux de Sogo et Smith orit done decouvert que les levures modulent le nombre de 

copies transcriptionnellement actives pour reguler la synthese des ribosomes (Dammann et 

al, 1993). Cette regulation du taux de copies transcriptionnellement actives se fait par 

l'enzyme Rpd3, une histone deacetylase, qui permettra d'eteindre des copies actives (French 

et al., 2003; Sandmeier et al., 2002). Notons par contre qu'il ne s'agit que d'une des 

principals m&hodes utilis6es par la cellule pour reguler cette transcription, car en absence 

de Rpd3 la cellule compensera en faisant varier la quantite d'ARN polymerase I chargee par 

copie transcrite (Sandmeier et al, 2002). II s'agit la des premiers indices impliquant 

directement des modifications apportees a la structure de la chromatine pour reguler la 

transcription des genes d'ARN ribosomique. On a longtemps cm que cette variation du taux 

de copies actives se faisaient egalement chez les mammiferes, quoi que de facon beaucoup 

moins spectaculaire que chez la levure (Concord et al., 1989). II a par contre &e public 

recemment que ce mecanisme ne semble pas conserve chez les mammiferes (Stefanovsky et 

Moss, 2006). Neanmoins, on observe une variation du taux de copies transcriptionnellement 

ouvertes chez les mammiferes, sans toutefois pouvoir y associer une augmentation 

correspondante de la transcription (Moss et al, 2007). 
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1.2.3 SEQUENCES REGULATRICES ET MACHINERIE 

Tel que mentionne precedemment la sequence separant les genes au niveau du locus 

ribosomique contient de nombreuses sequences regulatrices. Nous savons que selon le 

modele etudie, il existe de nombreuses differences non seulement dans la sequence et la 

structure de ces elements (Goldman et al., 1983), mais ^galement dans la machinerie 

impliquee dans les diff&rents processus moleculaires qui y sont assoctes. Nous ferons done 

un rapide survol de certains de ces elements r^gulateurs et des mecanismes qui y sont 

associes. Afin de se faire une idee plus globale, nous comparerons toujours les cellules 

vertebras avec Saccharomyces cerevisiae. Les vertebres constituent un vaste groupe qui 

varie passablement d'un organisme a l'autre. Dans ce contexte, nous regardons 

essentiellement Xenopus laevis comme le paradigme que Ton decline de la souris a l'etre 

humain (Pikaard et al, 1990). 

1.2.3.1 L'AMPLIFICATEUR 

L'amplificateur se definit comme une sequence d'ADN insuffisante pour servir de 

promoteur, mais suffisante pour entrainer une augmentation du niveau de transcription d'un 

gene. 

Chez Saccharomyces cerevisiae, tel que repr6sente a la figure 2, Famplificateur est situe dans 

la sequence intergenique, plus de 2 Kb en amont du gene d'ARNr 35S (Elion et Warner, 

1984). II s'agit d'une sequence non rep&ee, d'environ 300 pb, formee de deux elements 

stimulant distinctement la transcription. Cette sequence est situee environ 100 pb en aval de 

la copie prec6dente, a quelques nucleotides seulement de la sequence de liaison de Reblp 

(Schultz et al, 1993). La sequence amplificatrice entraine une augmentation du niveau de 

transcription du gene ribosomique de 15 a 30 fois, mais est moins dependante de 1'orientation 

que ce que Ton observe chez les autres modeles (Elion et Warner, 1984; Elion et Warner, 

1986). Le fait que l'amplificateur et la sequence de liaison de Reblp ne soient separes que de 
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quelques nucleotides a fait couler beaucoup d'encre (Morrow et al, 1989). Existe t-il un lien 

entre la terminaison de la transcription et l'effet de la sequence amplificatrice? Les travaux 

d'Ingrid Grummt et de Brian McStay ont revele, chez rhomme, un lien entre Pinitiation et la 

terminaison de la transcription du gene ribosomique (McStay et Reeder, 1990; Nemeth et al., 

2004). Toutefois, on n'a toujours pas decouvert de lien direct entre la terminaison de la 

transcription a proxirnite du site de liaison de Reblp (Reeder et al., 1999) et la sequence 

amplificatrice chez la levure. Certains evoquent la possibility d'un lien physique entre la 

machinerie de terminaison et les elements liant la sequence amplificatrice via Reblp 

(Johnson et Warner, 1989; Kulkens et al., 1992), mais, a ce jour, rien n'a encore 6t& publi6 en 

ce sens. 

Chez Xenopus laevis, l'amplificateur est situe en amont du promoteur de la copie affectee, 

plutot que directement en 5' de la copie pr^cedente comme chez Saccharomyces cerevisiae 

(voir figure 2). La sequence amplificatrice est ici formee d'une courte sequence de l'espace 

intergenique repetee a plusieurs reprises. Cette sequence de 60 pb est parfois prec6dee d'une 

autre sequence de 21 pb, ce qui lui confere son nom d'amplificateur 60/81. On retrouve un 

petit nombre de promoteurs intergeniques, un autre element qui contribue a 1'amplification 

de l'expression du gene ribosomique, insere parmi les repetitions d'elements 60/81 de 

Pamplificateur. Le promoteur intergenique n'est en fait qu'une autre copie d'un promoteur 

de classe I en amont du gene. II a probablement pour r6le d'attirer davantage d'ARN 

polymerase I a proximity du gene ribosomique (De Winter et Moss, 1987; Pikaard et Reeder, 

1988). Comme nous le verrons plus loin, la presence de promoteurs intergeniques au niveau 

de l'amplificateur entraine la necessite d'avoir une sequence terminatrice juste en aval du 

promoteur. Notons qu'il n'y a pas de promoteur intergenique chez Saccharomyces 

cerevisiae. 

Plus etonnant que l'importante variation dans la structure de la sequence amplificatrice, est la 

difference dans les mecanismes par lesquels la sequence amplificatrice exerce son effet sur la 

transcription au locus ribosomique. Chez Saccharomyces cerevisiae, la sequence 
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amplificatrice affecte le niveau de transcription du gene ribosomique en augmentant le taux 

de reinitiation de la transcription des copies actives (Banditt et al., 1999). A Poppose, chez 

Xenopus laevis, Famplificateur affecte le niveau de transcription en facilitant la formation de 

complexe de preinitiation. Cette stabilisation a pour consequence directe d'entrainer 

l'activation d'un plus grand nombre de copies du gene ribosomique (Osheim et al., 1996). 

AmfrfHksrretct die &osfcfl«wiwpaes cmemshm AmtfUkMrntf tie Xmapm limvfa 

Figure 3. Fonctionnement de Famplificateur selon le modele (Adapte de Banditt M 1999). De la levure aux 
vert^bres, la sequence amplificatrice varie dans son organisation, sa disposition, mais aussi et surtout dans le 
mecanisme par lequel elle agit sur le niveau de transcription ribosomique. Chez la levure, la sequence 
amplificatrice fevorise la reinitiation de la transcription des copies actives, alors que chez les vertebres elle 
fecilite la formation du complexe de preinitiation. 

1.2.3.2 LE PROMOTEUR 

Le promoteur se definit comme une sequence d'ADN generalement situSe en amont du site 

d'initiation de la transcription et qui joue le r61e d'6tement controlant la transcription du 

gene. 

Chez Saccharomyces cerevisiae, on publia des 1989 un article ou Ton definit avec plus de 

precision la structure du promoteur du gene d'ARNr 35S (Musters et al., 1989). On identifia 

initialement trois domaines impliqu^s dans la regulation de la transcription. Le premier 

domaine, qui s'etend de 28 nucleotides en amont du site d'initiation de la transcription a 8 

nucleotides en aval de ce dernier (-28 a +8), est necessaire a la transcription en contexte in 

vitro. On nomme ce domaine « CORE ». C'est l'element proximal du promoteur. Le second 

domaine s'&end de 51 a 70 nucleotides (-51 a -70) en amont du TSS, alors que le troisieme 
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va pour sa part de 76 a 146 nucleotides (-76 a -146) en amont du meme site. Ces deux 

derniers domaines, quoi qu'ayant un effet important sur le niveau de transcription in vitro, 

n'y sont pas essentiels. 

Avec du recul, on a conceptuellement r6uni ces deux derniers domaines en une structure que 

Ton nomme « Upstream Element», c'est l'el&nent distal du promoteur (Moss et al., 2007). 

A ce jour, les frontieres precises de ces elements sont restees a peu pres inchangees (Keener 

et al., 1998). On a egalement realise" que l'espacement entre le CORE et le Upstream Element 

est tres important. Une variation de cet espacement entraine une forte reduction de la 

stimulation de la transcription par Tenement distal (Choe et al., 1992). On interprete cela 

comme etant du au fait que les facteurs se liant a ces deux elements du promoteur necessitent 

d'etre situes du m&me cote de la double hilice d'ADN. 

Chez 1'etre humain, le promoteur du gene ribosomique 47S a et6 etudie a partir de 1986 

(Haltiner et al., 1986). Contrairement a certains aspects de la transcription ribosomique, la 

structure du promoteur est bien conservee de l'etre humain a la levure. En effet, tout comme 

chez la levure, on a identify deux domaines de regulation de la transcription. Un premier 

domaine, que Ton nomme Egalement « CORE » ou promoteur proximal, s'&end de 45 

nucleotides en amont du TSS a 18 nucleotides (-45 a +18) en aval. Cet element est Egalement 

le seul a etre essentiel a la transcription in vitro. Le second domaine est ici nomme 

« Upstream Control Element» ou promoteur distal, il s'etend de 107 a 156 nucleotides (-107 

a -156) en amont du TSS. Tout comme son equivalent chez la levure, il est utile sans etre 

necessaire a la transcription in vitro. On note egalement chez l'etre humain qu'une variation 

de l'espacement entre le promoteur proximal et distal entraine une importante reduction du 

niveau de transcription. 

La facon dont le promoteur et ses acteurs se mettent en scene pour initier la transcription du 

gene ribosomique est evoquee a la section 1.2.3.4. 
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1.2.3.3 LE TERMINATEUR 

Le terminateur se definit comme la sequence d'ADN minimale necessaire pour induire TarrSt 

de la transcription et liberer l'ARN qui en est issu. Comme nous allons le voir dans les 

quelques lignes qui suivent, le terminateur est remarquablement conserve d'un organisme a 

1'autre. 

Bien qu'on s'interesse depuis longtemps a la terminaison de la transcription de classe I (van 

der Sande et al., 1989), il faut attendre les annees 90 avant d'avoir un consensus en ce 

domaine chez la levure. Chez Saccharomyces cerevisiae, le principal element terminateur est 

situ£ 93 nucleotides en aval (+93) de la partie 3' de PARNr 25S mature (Reeder et al., 1999). 

Cet element terminateur est compose" d'une premiere sequence d'une quinzaine de 

nucleotides, 5 '-TTTTATTTGTCTT-3', tres riche en thymine (Lang et Reeder, 1995). Une 

dizaine de nucleotides en aval, on trouve le site de liaison de la proteine Reblp, 

5 '-CCGGGTAAAAA-3' (Lang et Reeder, 1995; Reeder et al., 1999). Cette proteine est 

essentielle a la terminaison de la transcription. Une fois liee a sa sequence, Reblp amene 

l'ARN polymerase I a faire une pause. Une fois arretee, un facteur inconnu associe a la 

polymerase interagit avec la sequence riche en thymine et la proteine Reblp, permettant de 

dissocier le transcrit naissant (Prescott et al., 2004). Ce premier element terminateur est 

responsable d'arrSter la transcription de plus de 90% des transcrits (Reeder et al., 1999). 

II y a un second element terminateur situe 250 nucleotides en aval (+250) de la partie 3' de 

1'ARNr 25S mature. Contrairement a l'element terminateur principal, celui-ci ne contient pas 

site de liaison pour la proteine Rebl, seulement une longue sequence tres riche en thymine. 

Son effet terminateur demeure neanmoins suffisamment puissant pour qu'aucune ARN 

polymerase I ne reussisse a le traverser. II semble que son role soit d'arrdter les quelques 

ARN polymerases qui ont reussi a « survivre » au premier terminateur. On le nomme 

d'ailleurs « Failsafe terminator » ou terminateur de la derniere chance (Reeder et al., 1999). 

Malheureusement, on n'en connait pas davantage sur son fonctionnement. 
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Chez les vertebras, Porganisation du terminateur est tres semblable. Tant chez la souris que 

chez Xenopus laevis, nous retrouvons sensiblement le meme mecanisme de terminaison que 

chez la levure. Par exemple, dans le modele murin, nous retrouvons la meme organisation 

avec deux elements en trans et deux elements en cis. Toutefois, au lieu de la sequence de 

liaison de la proteine Reblp, nous retrouvons une sequence de 18 acides nucleiques nominee 

boite Sail, 5'-AGGTCGACCAGATTANTCCG-3' (Grummt et al., 1985). On retrouve dix 

boites Sail dans l'espace interg^nique de la souris, dont neuf sont situ^es dans le premier Kb 

suivant la fin de la sequence codante du gene d'ARNr 28S. Cette sequence sert de site de 

liaison a la proteine TTF-I (Evers et al, 1995). Une fois sur sa sequence de liaison, la 

proteine TTF-I permet d'arreter l'ARN polymerase I en transcription (Mason et al., 1997). 

Pr6cisons, que tout comme c'est le cas pour la Reblp, la fonctionnalite de la liaison de cette 

proteine et de sa sequence est dependante de son orientation (Kuhn et al., 1990). L'arret de la 

polymerase par TTF-I n'est toutefois pas suffisant pour relacher TARN polymerase et son 

transcrit de 1' ADN. Bien que cela puisse sembler paradoxal, on sait que le facteur TTF-I joue 

egalement un role dans 1'activation de la transcription. 

En plus des boites Sail, on retrouve, tegerement en amont de chacune de ces boites, une 

sequence de dix a douze nucleotides (Grummt et al., 1985). Cette sequence, riche en 

thymine, a l'image de ce qu'on observe chez la levure, est la sequence de liaison de la 

proteine PTRF (Jansa et al., 1998). Cette proteine, qui interagit tant avec TARN polymerase I 

qu'avec TTF-I, permet de relacher l'ARN polymerase et son transcrit de l'ADN. Lorsque 

tous ces elements sont presents, la terminaison de la transcription se fait 565 nucleotides en 

aval (+565) de la partie 3' de l'ARNr 28S mature, soit au niveau de la sequence riche en 

thymine de la premiere boite Sail (Mason et al., 1997). 

La similitude entre ces modeles ne s'arrete pas la. En effet, tant chez Xenopus laevis, chez 

Saccharomyces cerevisiae que chez la souris, on retrouve une autre copie du terminateur 

situee a proximite en amont du promoteur du gene ribosomique (Moss et al., 2007). La 

liaison de sa proteine de liaison (Rib2, Reblp ou TTF-I) a cet element terminateur 
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supptementaire entraine un effet positif sur le niveau de transcription du gene ribosomique 

dans tous ies modeles (Langst et al., 1998). On a longtemps explique cet effet positif sur la 

transcription par deux modeles. Le premier modele, dit d'occlusion du promoteur, s'explique 

simplement par le fait qu'une ARN polymerase viendrait perturber un eventuel complexe de 

preinitiation en arrivant au niveau du promoteur. Ce modele, bien que ne pouvant etre exclu, 

ne peut expliquer le besoin d'une disposition precise du terminateur tel qu'observe chez 

Xenopus laevis (McStay et Reeder, 1990). Pour expliquer cette observation on a recours au 

second modele, dit de stimulation du promoteur (De Winter et Moss, 1986; Mitchelson et 

Moss, 1987; Moss et al, 1992). Ce modele repose sur le.fait que si Ton deplace le 

terminateur de quelques bases, on perd son effet positif sur le niveau de transcription. Par 

contre, si Ton le deplace le terminateur par multiples de dix nucleotides, on reussit a 

recuperer une partie de son effet. La ou les proteine(s) liee(s) au terminateur doit(vent) 

toujours Stre du meme c6te" de Phelice d'ADN (McStay et Reeder, 1990). Ceci suggere 

qu'une interaction de proteines associees a la sequence terminatrice avec la machinerie 

presente au promoteur stimule la transcription a ce promoteur. 

1.2.3.3.1 L'ELEMENT TERMINATEUR To ET SA CHROMATINE 

Recemment, les travaux dii groupe dTngrid Grummt portant sur cet element terminateur a 

proximite du promoteur (To), ont jete un regard nouveau sur la transcription ribosomique. 

Ces travaux mettent au premier plan des aspects jusque la negliges dans 1' etude de la 

transcription de classe I : le remodelage de la chromatine et les modifications post-

traductionnelles des histones. 

Dans un premier article qui parait en 1998, l'equipe dTngrid Grummt signale que la liaison 

du facteur TTF-I a la sequence terminatrice To est n6cessaire a la transcription de classe I. 

Cette liaison entraine egalement un remodelage de la structure de la chromatine au niveau du 

promoteur (Langst et al., 1998). De plus, on remarque que ce remodelage de la chromatine 

requiert la presence de cofacteurs cellulaires toujours inconnus a l'epoque. 
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Dans les huit annees qui vont suivre, ce groupe publiera plus d'une dizaine d'articles a ce 

sujet. Ces nombreux articles nous indiquent qu'un nouveau complexe nomme NoRC, pour 

«Nucleolar Remodeling Complex», interagit avec la proteine TTF-I chez la souris (Strohner 

et al., 2001). Ce complexe de remodelage de la chromatine est forme' de seulement deux 

sous-unites. II est tres semblable a d'autres complexes de remodelage comme ACF et WSTF, 

que Ton retrouve chez les mammiferes. Tous ces complexes ont la proteine SNF2 comme 

coeur catalytique. SNF2 est la proteine archetype de la famille Snf2, c'est done une ATPase 

dependante de la presence de nucleosomes et elle joue le role de moteur dans le remodelage 

de la chromatine. La seconde et principale sous-unit^ est Tip5. Tip5 une proteine de 205 KDa 

qui possede une forte homologie avec notamment les proteines ACF1 et WSTF. Presque tous 

les domaines impliques dans Pactivite de Tip5 sont egalement presents chez ces autres 

proteines (Grummt et Pikaard, 2003). 

Lorsque laiss6 a lui-m&ne, le domaine de regulation negative (NRD) de TTF-I situ6 dans la 

partie N-ter, a tendance a se replier sur le domaine de liaison a 1' ADN de la proline. Ceci a 

pour effet de reduire la capacity de TTF-I a se Her a l'el&nent terminateur To. Toutefois, 

lorsqu'en presence du complexe NoRC, la sous-unit^ Tip5 vient se lier au NRD, permettant 

ainsi la liaison de tout le complexe au niveau du terminateur To (Nemeth et al, 2004). Une 

fois le complexe NoRC M au niveau de l'element To, la partie C-ter de la sous-unit^ Tip5 

recrute le complexe Sin3. La liaison de ce complexe au niveau du promoteur entraine une 

joyeuse cascade de modifications de la structure de la chromatine (Santoro et Grummt, 

2005). Cette cascade de modifications mene ultimement a la mise en sourdine de la 

transcription, si bien que la surexpression de Tip5 est suffisante pour induire une importante 

reduction de la transcription de classe I. 

II faut attendre en 2005 pour que le groupe de Grummt determine avec precision en quoi 

consiste cette cascade de modifications (Santoro et Grummt, 2005). Comme mentionne" ci-

dessus, suite a la liaison de TTF-I au complexe NoRC, ceux-ci vont se lier au niveau de 

l'element To et recruter Sin3 via Tip5. En premier lieu, Sin3, par sa sous-unit6 HDAC1, 
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commence par entrainer la desacetylation de Thistone H4 au niveau du promoteur. Cette 

modification de la chromatine permet ensuite a la SNF2 d'amorcer le depiacement de 

microsomes au niveau du promoteur. Cette reorganisation des nucleosomes permet ensuite 

aux ADN methyltransferases Dnmtlet DnmtS d'entrer en action. Elles vont methyler les ilots 

CpG a 133 et 143 nucleotides en amont du TSS. Cette methylation de l'ADN va empScher la 

liaison de la proteine UBF en plus de servir de signal qui va entrainer la methylation de la 

lysine 9 de Thistone H3 a ce niveau (voir figure 4). 

Bien qu'un article recent de Masayasu Nomura contredise cet aspect (Oakes et aL, 2006a), la 

conservation de Porganisation en tandem des genes ribosomiques d'une espece a Tautre 

suggere un role important de cette organisation. Un element qui pourrait d'ailleurs contribuer 

a expliquer la conservation de cette organisation est le role paradoxal du facteur TTF-I dans 

1'activation de la transcription. Bien que ce ph&iomene ait 6te le sujet de nombreux articles, 

se contredisant parfois, du groupe d'Ingrid Grummt au cours des armies 1990, son 

m&anisme precis demeure inconnu. Un article recent de ce meme groupe propose toutefois 

un modele tres plausible (voir figure 4). On suggere que pour pouvoir se Her au terminateur 

TO, TTF-I interagisse avec un facteur inconnu. Une fois lie" a 1' element terminateur, ce 

facteur inconnu recrute ensuite un complexe de remodelage de la chromatine semblable a 

NoRC qui disposera les nucleosomes de faeon a favoriser la transcription. Cette nouvelle 

disposition des nucleosomes permet ensuite Pentr6e en scene d'histone acetyltransferases 

(HAT) qui viendront stabiliser la chromatine sous une forme compatible a la transcription 

(Santoro et Grummt, 2005). 

Ces travaux nous ont jusque la demontre 1'importance du remodelage et des modifications 

post-traductionnelles de la chromatine. En 2006, parait un dernier article du mSme groupe a 

ce sujet (Li et al., 2006b). Cet article fait un constat ^tonnant sur le positionnement des 

microsomes au promoteur. Non seulement ce positionnement est important sur la 

transcription de classe I, mais on fait meme une correlation tres elroite entre la position du 

18 



nucleosome au niveau du promoteur et la presence d'activite transcriptionnelle au gene qui y 

estassocie. 

TTF4 

Activation T 'o Mise en sourdine 

rJ¥x) * • ^ ^ 

& 
fHC* •" 

To 

Figure 4. Activation et inactivation de la transcription via le Terminateur To (Adapte de Nemeth A 2004). 
Laisse a lui-meme, le domaine de regulation negatif (NRD) du fecteur TTF-1 empeche la liaison de l'elenient 
TO de l'espace interg&iique. La liaison du complexe NoRC au NRD par la sous-unite Tip5 permet ensuite la 
liaison a l'element TO. Cette liaison entraine le recrutement du complexe Sin3 et sa sous-unite" KDAC1 qui 
amorce ensuite la d&acetylation locale de residus de l'histone H4. Cette desacetylation permet a la sous-unite" 
Sn£2 d'amorcer le deplacement de nucleosomes au niveau du promoteur et finalement aux methyltransfe>ases 
Dnmtl et 3 de venir methyler les ilots CpG -133 et -144, empechant ainsi l'activation par UBF. 
Paradoxalement, la liaison d'un fecteur inconnu au domaine NRD de TTF-1 semble permettre une activation de 
la transcription ribosomique. Une fois lid a TTF-1, ce fecteur inconnu entraine le recrutement d'un complexe de 
remodelage etablissant une chromatine fevorable a la transcription ensuite stabilise par Taction de HAT. 

1.2.3.3.2 L'ELEMENT TERMINATEUR TO CHEZ LA LEVURE 

Comme mentionne precedemment, on retrouve egalement un eldment terminateur To et sa 

proteine associee chez Saccharomyces cerevisiae. II est tres interessant de noter que, d'apres 

une experience de retardement sur gel, la proteine Reblp demontre une affinite pour ce site 

de liaison cinq fois superieure a celle observee pour le meme site present au niveau de 

l'amplificateur (Kulkens et al., 1989; Morrow et al., 1989). Cet element terminateur To est 

situe environ entre 227 et 197 nucleotides en amont (-227 et -197) du TSS et est Egalement 

connu pour avoir un effet positif sur le niveau de transcription de classe I (Vogelauer et aL, 
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1998). Ceci est fort peu surprenant d'autant plus que, contrairement a ce qu'on observe dans 

le modele murin, il n'y a pas de promoteur intergenique justifiant la presence d'un element 

terminateur supplementaire pour proteger un eventuel complexe de preuiitiation. Sa presence 

suggere done un role similaire a celui observe chez la souris. Est-ce vraiment le cas ? 

Malheureusement, notre connaissance du positionnement des microsomes au niveau du 

promoteur de classe I est tres reduite chez la levure. Meme probleme lorsqu'il est question 

des modifications post-traductionnelles des histones au locus ribosomique. En effet, meme si 

une abondante litterature traite de ce sujet, on y aborde presque toujours le lien avec la 

transcription de classe II au lieu de la transcription de classe I qui nous interesse. 

Le seul groupe a s'6tre interesse a ce probleme, tout en conservant la perspective qui nous 

concerne, est celui de Jeffrey Smith a PUniversite de Virginie. Dans deux excellents articles 

publies en 2002, les membres de ce laboratoire se sont entre autres interesses aux 

modifications post-traductionnelles des histones au locus ribosomique. D'apres ces travaux, 

tant dans la sequence du gene ribosomique que dans Pespace intergenique, on n'observe 

aucune difference dans le niveau d'acetylation des histones H3 et H4 selon Petat de 

croissance (Sandmeier et al., 2002). Pour ce qui est du positionnement des nucleosomes selon 

Petat de croissance, aucun article ne traitant de ce sujet chez la levure n'est paru a ce jour. 

Toutefois, comme evoque dans un autre article du meme groupe (Buck et al., 2002), 

P existence de telles modifications de la chromatine associees avec un etat transcriptionnel ou 

un autre au locus ribosomique de la levure ne fait pas de doute. Par contre, ces modifications 

ne sont peut etre pas utilisees de la meme facon que chez la souris. Prenons par exemple le 

cas de la prot&ne Sir2p. Cette histone d&acetylase se trouve distribute au locus ribosomique 

par son appartenance au complexe RENT. L'affmite de ce complexe pour P ARN polymerase 

I lui permet d'affecter la chromatine transcrite par cette derniere de maniere a empecher 

PARN polymerase II de venir y ceuvrer. II semble done qu'au locus ribosomique, le deTi soit 
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d'&ablir une chromatine compatible avec la transcription, mais que celle-ci soit en plus 

specifique a 1'ARN polymerase I. 

La lente progression des travaux en ce domaine chez Saccharomyces cerevisiae est 

certainement due a la difficulte technique de faire la distinction entre la chromatine 

transcriptionnellement active et inactive. Une nouvelle m&hode est necessaire si on veut 

esp&er un rattrapage. 

1.2.3.4 LA MACHINERIE TRANSCRIPTIONNELLE 

Malgre les importants changements dans la sequence de tous les elements regulant la 

transcription du gene ribosomique, la machinerie transcriptionnelle demeure &onnement 

semblable d'un modele a Fautre. Certains elements divergents meritent toutefois d'etre mis 

en lumiere puisqu'ils sont abord^s dans ce projet de recherche. 

Telle que resumee dans les tableaux 1 et 2, la machinerie impliquee directement dans la 

transcription du gene ribosomique repose essentiellement sur les memes bases, peu importe 

le modele utilise. Chez Saccharomyces cerevisiae, la formation du complexe de pr&nitiation 

debute par la liaison d'un complexe a la partie distale du promoteur du gene ribosomique 

(Aprikian et al, 2001). Bien que la majority des sous-unites de ce complexe puissent etre 

supprimees sans empecher la survie de la cellule (voir tableau 2), ce complexe, connu comme 

Upstream Activating Factor (UAF), a un effet majeur sur le niveau de transcription du gene 

ribosomique (Keys et al., 1996). Precisons, puisque cela n'est pas sans importance, que ce 

complexe contient des histones H3 et H4 qui participent a sa liaison a l'ADN. Le complexe 

UAF affecte le niveau de transcription en facilitant la liaison du complexe principal au 

niveau du promoteur proximal (Reeder, 1999). Ce complexe principal, ou Core Factor (CF) 

(Keys et al., 1994), permet ensuite a une forme phosphorylee de 1'ARN polymerase I (Fath et 

al., 2001) complexee a Rrn3p de venir se Her au niveau du site d'initiation de la transcription 

et de commencer son oeuvre (Aprikian et al., 2001)(voir figure 5). 
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Tableau 1. Liste des sous-unites de l'ARN polymerase I chez Saccharomyces cerevisiae et 

les mammiferes 

Sous-unites de Gene chez la levure Effet d'une deletion Humain et souris 
1'ARNpolIde 

levure 

A190 
A135 
A49 
Non Identifie 
A43 
AC40 
A34,5 
ABC27 
ABC23 
AC19 
ABC14,5 
A14 
A12.2 
ABC 10a 
ABC 1 Op 

RPA190 
RPA135 
RPA49 

RPA43 
RPC40 
RPA34 
RPB5 
RPB6 
RPC19 
RPB8 
RPA14 
RPA12 
RPC10 
RPB10 

Fatal 
Fatal 
Conditionnel 

Fatal 
Fatal 
Viable 
Fatal 
Fatal 
Fatal 
Fatal 
Viable 
Conditionnel 
Fatal 
Fatal 

RPA194 
RPA135 
PAF53/PAF51? 
PAF49/Ase-1/CAST 
RPA43 = TWISTNB 
RPA40 
Non Identifie 
RPB25 
RPB14,4/RPB6 
RPA16 
RPB17 
Non Identifie 
RPA12 
RPBlOa 
RPBlOb 

Tableau adapte de Moss T 2007 
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Tableau 2. Liste de facteurs de transcription de l'ARN polymerase I chez Saccharomyces 

cerevisiae et les mammiferes 

Saccharomyces 

Core Factor (CF) 
Rrn6p 
Rrn7p 
Rrnllp 

TBP 

Upstream 
RrnSp 
Rrn9p 
RrnlOp 
UAF30 
H3 
H4 

Rrn3p 

Hmolp ? 

Activating 

cerevisiae 

Factor (UAF) 

Deletion chez 
levure 

Fatal 
Fatal 
Fatal 

Fatal 

Viable 
Viable 
Viable 
Viable 
Fatal 
Fatal 

Fatal 

Viable 

Humain 

SL1 
TAFI110 
TAFI63 
TAFI48 

TBP 

•> 

TIF-1A 

hUBF 

Souris 

SL1 
TAFI95 
TAFI 68 
TAFI48 

TBP 

? 

TIF-1A 

mUBF 

Tableau adapte de Moss T 2007 et Reeder R 1999 

Chez les mammiferes la situation est legerement differente (Moss et Stefanovsky, 2002). Au 

lieu d'avoir un complexe qui lie la partie distale du promoteur pour faciliter la transcription, 

une proteine a boite HMG entre en jeu. La proline UBF, qui contient 5 boites HMG de 

classe B (Stefanovsky et al., 1996), se lie de facon indiscrimin^e et sous forme de dimeres a 

1'ensemble du locus ribosomique (O'Sullivan et al., 2002). Malgre tout, sa liaison se fait de 

facon tres precise au niveau du promoteur distal et du promoteur proximal du gene 

ribosomique (Stefanovsky et al., 2001). La liaison de cette proteine, sans aucune homologie 
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avec le complexe UAF, facilite ensuite la liaison du complexe SL1 pour former le complexe 

de preinitiation de la transcription. Le complexe SL1 se lie au promoteur tant sur l'61ement 

distal que proximal. Une fois le complexe SL1 en place, l'ARN polymerase I complexee a 

Rrn3p sous une forme active^ (phosphorylee) vient se Her pour amorcer la transcription (voir 

figure 5) (Moss et al., 2007). 

Sacckaromyces cerevisiae Mammfires 

Figure 5. Machinerie transcriptionnelle selon le modele (Adapts de Moss T 2007). La machinerie 
transcriptionnelle de classe I repose essentiellement sur les mdmes bases de la levure aux vertebres. Le lien 
fonctionnel entre la machinerie transcriptionnelle de classe I et la prot6ine Hmolp, combined a l'importante 
homologie de cette derniere avec UBF souleve ne^nmoins des doutes sur I'&endue de notre comprehension du 
m&anisme chez la levure. 

La ou le mecanisme devient veritablement interessant chez les mammiferes, c'est dans la 

facon par laquelle la proteine UBF stimule la transcription du gene ribosomique. La proteine 

UBF, comme toutes les proteines a boites HMG de classe B, aura pour effet de se Her a 

l'ADN et d'y induire une torsion. On croit que l'accumulation de cette torsion de l'ADN, 

causae par le positionnement precis de prolines UBF au promoteur du gene ribosomique, 

amene l'ADN a y former une structure pseudo-nucleosomale. On nomme cette structure 

enhancesome (Stefanovsky et al., 2001). Uenhancesome consiste tout simplement en une 

boucle executee par l'ADN sur environ 140 pb. La grande difference de cette structure face a 

un nucl^osome est qu'elle est induite par UBF et qu'elle n'implique pas d'histones. Le 

positionnement de deux enhancesomes cdte a cote au niveau du promoteur permettrait de 

rapprocher l'el^ment distal de l'element proximal du promoteur (Bazett-Jones et al, 1994). 
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Ces deux elements ainsi positionnes peuvent done etre liees de paire par le complexe SL1. 

Ne manque plus que 1' ARN polymerase I et le tour est joue ! 

On voit generalement le complexe UAF chez la levure comme etant P6quivalent fonctionnel 

de la proteine UBF des vertebres. En effet, tous deux ont pour effet de stimuler de facon 

importante le niveau de transcription du gene ribosomique par l'ARN polymerase I, tout en 

ne demeurant pas essentiels a la transcription en contexte in vitro (Keener et al., 1998; Smith 

et al., 1993). Par contre, comme on peut le voir au tableau 2, alors que chez les vertebres 

UBF y est essentiel, le complexe UAF de la levure semble accessoire a la survie de la cellule. 

De plus, comme mentionne precedemment, aucune des sous-unites formant le complexe 

UAF ne possede d'homologie avec UBF. Ces observations nous amenent a faire deux 

constats. D'une part, la proteine UBF semble jouer un r61e allant au-dela du simple facteur de 

transcription en se liant sur l'ensemble du locus ribosomique, alors que le complexe UAF 

n'est connu que pour son r61e de facteur de transcription. Serait-il possible qu'une autre 

proteine vienne completer ce rdle chez la levure ? D'autre part, bien que la suppression du 

complexe UAF chez la levure n'entraine pas la mort de la cellule, le phenotype qui en est 

issu va bien au-dela du simple retard de croissance et merite une attention particuliere. 

1.2.3.4.1 LA PROTEINE Hmolp 

Bien que, chez Saccharomyces cerevisiae, on considere le complexe UAF comme &ant 

1'equivalent fonctionnel de la proteine UBF, on continue a se questionner quant a 1'existence 

d'un equivalent structurel de cette derniere chez la levure. En effet, on sait qu'il n'existe 

aucun orthologue d'UBF chez la levure. Toutefois, UBF semble jouer, en plus de son role de 

facteur de transcription, un role de facteur general de chromatine. Ceci suggere qu'une autre 

proteine puisse venir completer le r61e du complexe UAF chez la levure. 

Un des premiers candidats serieux pour remplir ce role chez la levure est la proteine Hmolp. 

Cette abondante proteine de 35 KDa, qui n'existe que chez Saccharomyces cerevisiae et de 
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proches parents comme Saccharomyces kluyveri (Neuveglise et al., 2000), a ete decouverte 

en 1996 (Lu et al, 1996). II s'agit, tout comme UBF, d'une proteine a boite HMG de 

classe B. Contrairement a UBF, qui possede cinq de ces boites, Hmolp n'en possede qu'une 

ou deux selon 1'interpretation des auteurs (Gadal et al., 2002; Lu et al., 1996). Les premiers 

travaux indiquent que la boite A lui confere sa preference pour certains types de structure 

secondares, alors que la boite B lui confere sa capacity dissociation a l'ADN avec une 

faible specificite de sequence (Kamau et al., 2004). 

On a decouvert la proteine Hmolp par accident en cherchant de nouvelles helicases chez la 

levure. En la caracterisant, les auteurs ont realise que son activite helicase etait artefactuelle, 

mais ont neanmoins realise 1'interSt de cette nouvelle proteine. Sa caracterisation fait 

notamment remarquer qu'il s'agit d'une proteine a boite HMG de classe B assez typique, 

qu'elle possede essentiellement une localisation nucleaire et surtout que sa deletion entraine 

un serieux retard de croissance (Lu et al., 1996). II faut attendre encore trois ans avant la 

parution d'un autre article traitant de cette proteine. Cet article du groupe de Joseph Heitman 

signale 1'interaction physique et g&ietique de Hmol avec FKBP12 (Dolinski et Heitman, 

1999). FKBP12 est un recepteur intracellulaire qui interagit entre autre avec la rapamycine 

dans le controle de la voie TOR. Cette decouverte ouvrait a l'epoque la porte sur l'idee que la 

proteine Hmolp soit impliquee dans la regulation la transcription en lien avec la disponibilite 

des nutriments. II faudra attendre quelques annees encore avant de realiser 1'importance de 

cette decouverte. 

En 2002, une publication du groupe de Pierre Thuriaux signale une interaction g^netique 

entre HMOl et plusieurs genes codant pour des proteines de TARN polymerase I. Plus 

etonnant encore, on signale que la transcription du gene d'ARNr 35S, sous le controle d'un 

promoteur d'ARN polymerase II, permet de rechapper le phenotype rpa49-A hmol-is., 

normalement fatal (voir tableau 1). Cet article publie done les premiers indices etablissant un 

lien fonctionnel, mais pas necessairement physique, entre la proteine Hmolp et la 

transcription ribosomique par 1'ARN polymerase I. 
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2006 et 2007 ont vu la publication de quelques articles majeurs sur Hmolp. Un premier par 

le groupe de Kevin Struhl et un autre par celui d'Olivier Gadal. Ces deux articles ont tous 

deux demontre que la proteine Hmolp possede une distribution fort interessante. Bien qu'/n 

vitro cette derniere demontre une faible specificite de sequence (Kamau et al., 2004), sa 

distribution dans le genome est tout le contraire. En effet, on note que Hmolp est distribuee 

sur l'ensemble de la sequence codante du gene d'ARNr 35S en plus d'etre presente au 

promoteur d'un fort pourcentage des genes de proteine ribosomique (Berger et al., 2007; Hall 

et al., 2006). Un autre article du groupe de Tetsuro Kokubo precise que la presence de 

Hmolp, au niveau du locus ribosomique, depend de la presence de TARN polymerase I 

(Kasahara et al, 2007). La presence de Hmolp au locus ribosomique semble done etre 

impliquee dans la transcription du gene d'ARNr 35S, mais au niveau de l'elongation plutot 

que de son initiation. Ces premiers indices renforcissent clairement l'idee d'un role 

complementaire de Hmolp a celui du complexe UAF. 

Au-dela de sa simple presence au locus ribosomique, sa localisation au niveau du promoteur 

de nombreux genes « RP » est egalement tres interessante. Les resultats du groupe de Struhl 

suggerent que la liaison de Hmolp aux promoteurs de genes « RP » necessite la presence de 

la proteine Rapl. Cette liaison est a son tour necessaire a la liaison des prolines Fhllp et 

Ifhlp a ces memes promoteurs. La presence des proteines Fhllp et Iflilp permet ensuite une 

activation maximale de 1'expression des genes « RP ». L'absence de Hmolp n'empechant 

pas l'expression des genes « RP », les travaux du groupe d'Olivier Gadal ont cherche a 

preciser la fonction de cette proteine et a approfondir son lien avec la voie TOR evoquee 

precedernment (Dolinski et Heitman, 1999). Ces travaux etablissent un lien genetique tres net 

entre plusieurs membres de la voie TOR et HMOl. Les auteurs decouvrent surtout que sans 

Hmolp, la cellule ne parvient pas a moduler aussi efficacement le niveau d'expression des 

genes « RP » en reponse a un stress nutritionnel induit a la rapamycine. II semble done que la 

proteine Hmolp joue essentiellement un role de coordination entre la disponibilite des 

ressources, la transcription des genes « RP » et peut etre meme 1'Elongation du transcrit du 

gene d'ARNr 35S (Berger et al., 2007). 
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1.2.3.4.2 LE PHENOTYPE « POLYMERASE SWITCH » 

Contrairement a ce que Ton pourrait etre porte a croire, la delation de proteines formant le 

complexe UAF chez Saccharomyces cerevisiae n'entraine pas la mort de la cellule. Le 

pbinotype qui est issu de telles mutations nous en apprend tant sur la transcription au locus 

ribosomique qu'il merite que nous nous y attardions un brin. La comprehension de ce 

phenotype particulier sera 6galement necessaire pour bien comprendre le pourquoi de 

certaines experiences de ce projet. Avant toute chose, faisons la distinction entre 2 types de 

mise en sourdine de la transcription souvent melanges dans la literature. D'une part, il y a la 

mise en sourdine de la transcription par TARN polymerase I, qui est due a une chromatine 

plus dense ne permettant pas a la machinerie transcriptionnelle d'ceuvrer. D'autre part, il y a 

la mise en sourdine de la transcription par l'ARN polymerase II, que Ton va observer au 

locus HM, aux telomeres et dans une certaine mesure au locus ribosomique. 

En avril 1999, le groupe de Masayasu Nomura publie le premier de deux articles dans lequel 

on aborde un excitant nouveau concept: le changement de polymerase (Polymerase Switch) 

(Oakes et al, 1999; Vu et al., 1999). Les auteurs de ces articles ont realist que la del&ion de 

prolines du complexe UAF n'entraine pas la mort de la cellule. Au lieu de cela, les auteurs 

obtiennent une lignee avec une vitesse de croissance tres reduite. Apres un certain temps et 

quelques passages, on rSussit toutefois a retablir la vitesse de croissance typique de la lignee 

originale. 

Une caracterisation de cette nouvelle lignee permet un etonnant constat. Les cellules 

transcrivent maintenant le gene d'ARNr 35S en utilisant TARN polymerase II. Bien que 

TARN polymerase II n'utilise pas le meme site de depart pour la transcription du gene 

ribosomique, le transcrit permet la formation de ribosomes fonctionnels (Oakes et al, 1999). 

Plus Etonnant encore, on realise que l'absence du complexe UAF n'implique pas 

automatiquement ce phenotype de changement de polymerase ou PSW. L'&at PSW n'est pas 

un phenotype automatiquement acquis par la disparition du complexe UAF, il s'agit plutdt 
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d'un etat que la cellule peut ensuite acquerir suite a une periode d'adaptation (Vu et al., 

1999). 

On sait que si aucune modification genetique n'est effectude, il est a peu pres impossible 

d'exprimer un gene de classe II integre au niveau du locus ribosomique (Cioci et al., 2003), 

alors que l'ARN polymerase I n'a aucune difficult̂  a exprimer le gene ribosomique. 

Neanmoins, on note que sous ces memes conditions, il y a un certain niveau d'expression du 

gene ribosomique par l'ARN polymerase II. Ce niveau d'expression peut etre 

significativement augmente par certaines mutations de proteines du complexe UAF, 

notamment de la proteine UAF30p (Siddiqi et al., 2001). Notons que ce faible niveau de 

transcription par l'ARN polymerase II permet a la cellule de survivre a l'absence du 

complexe UAF avant son adaptation vers un phenotype PSW. 

Cette periode d'adaptation de la cellule necessite plus que la simple disparition du complexe 

UAF. En effet, cette adaptation implique une augmentation tres importante du nombre de 

copies du gene ribosomique (Oakes et al., 1999). Cette augmentation, qui permet a la cellule 

d'elever sa production de ribosome et ainsi de retrouver un temps de division normal, 

implique deux proteines importantes qui meritent d'etre evoquees. La premiere de ces 

proteines, Foblp, s'associe avec la sequence RFB (voir figure 2) et entraine a ce niveau 

l'arrSt de la fourche de replication. Cet arret de la fourche de replication augmente d'un a 

deux ordres de magnitude les chances d'expansion du locus ribosomique par recombinaison 

homologue (Benguria et al., 2003; Oakes et al., 1999). Cet effet de l'arret de la fourche de 

replication est encore augmente en l'absence de Sir2p, le second facteur qui nous interesse. 

Ce second facteur, Sir2p, est une histone desacetylase NAD dependante. Cette proteine est 

impliquee dans la mise en sourdine de 1'expression de certains genes et dans la stabilisation 

de sequences repetees a plusieurs endroits dans le genome (Moazed, 2001). Les cibles 

principals de son activite enzymatique sont les lysines 9 et 14 de l'histone H3, ainsi que la 

lysine 16 de l'histone H4. Bien qu'on la retrouve sous forme monomerique, on sait que Sir2p 
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a tendance a former des homotrimeres. Cette tendance lui permet de former deux complexes 

qui ont des roles et des distributions differentes (voir figure 6). 

Le complexe Sir, forme de Sir2p, Sir3p et Sir4p, repose sur la forme monomerique de Sir2p 

et est distribue au niveau des telomeres ainsi qu'aux loci HML et HMR. En association avec 

Raplp, ce complexe participe a la mise en sourdine de la chromatine ainsi qu'a sa 

propagation. Pour ce faire, Raplp deja pr^sente au locus permet le recrutement de 

Sir2p/Sir4p. La presence de ce complexe au locus entraine la d^sacetylation des queues 

d'histones H3 et H4. Cette desacetylation entraine ensuite le recrutement de Sir3p. Le 

recrutement de Sir3p aura pour consequence de permettre ensuite Parrivee d'un nouveau 

complexe Sir2p/Sir4p a proximite. Ce mecanisme repete en boucle entraine done la 

propagation de la mise en sourdine de la transcription (Hecht et al., 1995; Hecht et al., 1996). 

S i r 2/3/4 R E N T O " ' ' O " - ' 

C,_Netl %x***+J 

\ / \ / 
r t t t o *e -»» -P- r f t JOs* i k O H - P - P - i t d t n c 

(MAD) ( *DPRAc| 

Figure 6. Complexes et mecanisme de Sir2p ( Tir£ de Moazed D 2001). Sir2p est une histone desac&ylase 
NAD dependante. Elle feit partie des complexes RENT et Sir 2/3/4, deux complexes importants dans la 
regulation de la biosynthese des ribosomes. 

Pour sa part, le complexe RENT, comme brievement evoque" a la section 1.2.3.3.2, est 

distribue" au locus ribosomique (Huang et al, 2006) et depend de la forme homotrimerique de 

Sir2p (Cubizolles et al., 2006). Netlp, la proteine centrale du complexe RENT, possede une 

forte affinite pour TARN polymerase I. Plusieurs suggerent que l'ARN polymerase I, par son 

affihite pour Netlp, soit responsable de la distribution ribosomique du complexe RENT 

(Huang et al., 2006). 
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Dans ce contexte, l'interet de Sir2p est que cette proteine exerce un effet inverse a celui de 

Foblp sur la propension des cellules a etablir le phenotype PSW. Puisque la distribution du 

complexe RENT au locus ribosomique, tout comme sa contribution a la formation d'une 

chromatine ribosomique repressive, dependent en partie de son interaction avec l'ARN 

polymerase I, la disparition de cette derniere facilite l'&ablissement du phenotype PSW 

(Oakesetal., 1999). 

La presence du complexe RENT, done de Sir2p, au niveau du promoteur et de la sequence 

codante du gene d'ARNr 35S a fait couler beaucoup d'encre. En effet, tel que mentionnd 

prexedemment, Fexpression de tout gene de classe II int^gre au locus ribosomique est mise 

en sourdine. Toutefois, alors que l'ARN polymerase II ne parvient que tres faiblement a 

oeuvrer au niveau du locus ribosomique, l'ARN polymerase I transcrit a ce meme locus a un 

niveau tres eleve. On s'est beaucoup questionne sur la cause de cette difference entre les 

deux ARN polymerases. Un article de Masayasu Nomura est toutefois venu apporter r^ponse 

a cette question (Cioci et al, 2003). La mise en sourdine d'un gene rapporteur de classe II au 

locus ribosomique est essentiellement due a l'incapacite de 1'ARN polymerase II a acceder a 

1'ADN. II semble que la presence de 1'ARN polymerase I soit le principal facteur causant cet 

encombrement. L'effet de mise en sourdine du complexe UAF serait done essentiellement 

cause par la grande stimulation qu'il exerce sur la transcription par l'ARN polymerase I. 

Evidemment, la presence du complexe RENT et la d^sacetylation des queues d'histones 

(Buck et al., 2002) qu'il entraine complique encore davantage les choses pour l'ARN 

polymerase II. 

Par opposition, la proline Rpd3p, une autre histone desacetylase qui vise d'autres cibles que 

Sir2p (les lysines 5 et 12 de Phistone H4), a un effet completement different au locus 

ribosomique. Comme nous l'avons vu a la section 1.2.2, Rpd3p joue un rdle important sur le 

taux de copies du gene ribosomique accessible a l'ARN polymerase I. Au-dela de cet effet, 

un article recent de Masayasu Nomura signale qu'en contexte rpd3A il est pratiquement 

impossible a l'ARN polymerase II d'oeuvrer au locus ribosomique et ainsi d'etablir 1'dtat 
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PSW (Oakes et al., 2006b). Tous ces exemples contribuent a mettre en lumiere la grande 

importance des modifications post-traductionnelles des queues d'histones et de la structure 

de la chromatine en general sur la regulation de la transcription de classe I et II. 

1.3 LES VARIANTS D'HISTONE DANS LA REGULATION DE LA TRANSCRIPTION 

II existe trois facons principales de reguler la transcription au niveau de la chromatine. Nous 

avons deja aborde les deux premieres, a savoir le remodelage de la chromatine et les 

modifications post-traductionnelles de 1'ADN et des proteines associees. La derniere 

methode connue pour reguler la structure de la chromatine consiste k incorporer dans les 

nucleosomes des variants, ou mutants non alleliques, des proteines impliquees dans la 

formation des histones majeures (Perche et al, 2003). 

Les histones comptent parmi les proteines qui 6voluent le moins rapidement que Ton connait. 

Malgre cela, on connait de nombreux variants de toutes les histones retrouvees dans la 

chromatine a l'exception de l'histone H4. Bien qu'ils ne s'agissent que de subtiles 

d^clinaisons, les variants possedent une fonction et une distribution souvent tres differentes 

de leur paradigme, si bien que la majority d'entre eux sont conserves d'une espece a l'autre 

(Pusarla et Bhargava, 2005). Comment cela est-il possible ? 

Les histones sont composees de trois helices a reliees entre elles par de courtes boucles LI et 

L2. Ensemble, ces helices et boucles forment une structure connue comme P«histone fold». 

Cette structure rigoureusement conservee est impliqu£e la dimerisation des histones. En plus 

de l'«histone fold», chaque histone possede egalement une queue a chaque extr^mite (Luger 

et al., 1997). Contrairement a l'«histone fold» qui varie tres peu meme chez les variants, ces 

queues contiennent l'essentiel des variations observees tant entre les ditKrentes histones que 

chez leurs variants (Clarkson et al., 1999). lis revStent done une importance particuliere dans 

l'etude des histones (Kamakaka et Biggins, 2005). 
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La variation que Ton observe dans les queues N- et C-ter des variants par rapport aux 

histones majeures est essentieilement responsable des differences fonctionnelles. Par 

exemple chez l'histone canonique H2A, qui nous interesse particulierement dans ce projet, la 

partie situee en C-ter de la proteine semble servir de domaine de liaison pour les interactions 

avec d'autres microsomes. La partie N-ter interagit pour sa part avec l'ADN a proximite. On 

comprend done ais^ment que des modifications post-traductionnelles de residus interagissant 

avec l'ADN viennent affecter la liaison d'un nucleosome a l'ADN. Toutefois, des variations 

dans ces domaines de la proteine peuvent affecter la structure du nucleosome de bien d'autres 

facons. On note en effet des variants d'histones demontrant des changements dans les residus 

de surface, de meme que des nucleosomes avec une stabilite difffrente. Tous ces 

changements ont pour consequences de creer des variations sur un meme theme. Les 

particularites de toutes ces versions modifiees sont utilisees par la cellule pour reguler des 

fonctions tres diverses (Pusarla et Bhargava, 2005). 

1.3.1 LE VARIANT D'HISTONE H2A.Z 

Parmi toutes les histones existantes, H2A.Z est l'histone qui nous interesse le plus dans ce 

projet. Comme son nom l'indique, cette proteine est un variant de l'histone H2A qui 

represente cinq a dix pourcent du bassin d'histones H2A de la cellule (Leach et aL, 2000). 

Contrairement a d'autres variants, H2A.Z est tres conservee dans revolution (Jackson et aL, 

1996). La suppression de cette proteine est meme letale chez les mammiferes (Faast et aL, 

2001). Ceci est fort aise a comprendre etant donne" son implication dans la regulation de 

nombreux m^canismes. En effet, l'histone H2A.Z est connue pour 6tre impliquee dans le 

contrdle de l'etalement de rh6terochromatine (Meneghini et aL, 2003; Raisner et aL, 2005), 

la regulation de la transcription ainsi que dans la progression du cycle cellulaire. Les deux 

premiers de ces elements etant particulierement interessants dans le contexte de ce projet, 

nous les aborderons ici en se concentrant toutefois sur le modele Saccharomyces cerevisiae. 
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La formation de nucleosomes contenant un variant d'histone au lieu d'une histone r^guliere 

exige une machinerie particuliere. Bien qu'on ne connaisse pas tout sur le mecanisme de 

deposition du variant H2A.Z, les groupes de Hiten Madhani, Jack Greenblatt et Carl Wu ont 

co-decouvert en 2004 un coraplexe connu comme Swrl.com (Kobor et al., 2004; Krogan et 

al, 2004; Mizuguchi et al., 2004). Ce complexe est capable d'incorporer a la chromatine des 

dimeres H2A.Z/H2B chez Saccharomyces cerevisiae. II est int&essant de noter que la sous-

unite principale de ce complexe, Swrlp, est une ATPase ADN dependante de la femille 

Swi/Snf. On note egalement qu'en plus du lien genetique les reliant, Swrl.com et le 

complexe NuA4 partagent plusieurs sous-unites. On fait Egalement la meme observation chez 

la mouche a fruits (Domino/p400 et Tip60)(Kusch et al., 2004) ainsi que chez Petre humain 

(SRCAP et Tip60) (Jin et al., 2005). Ceci suggere une possible implication de modifications 

post-traductionnelles comme Pacetylation des queues d'histones dans la deposition de 

H2A.Z. On ne connait toutefois pas avec certitude par quel mecanisme la deposition de 

H2A.Z sera ciblee a tel ou tel autre endroit du genome. On suggere que le complexe 

Swrl.com puisse se lier a differents facteurs de transcription comme Reblp (Raisner et al., 

2005) ou encore que la sous-unite Bdflp du complexe puisse reconnaitre et lier certaines 

marques epigen&iques (Matangkasombut et Buratowski, 2003). Bien des points restent a 

eclaircir dans ce domaine. 

En 2001 et 2003, les travaux du groupe de Luc Gaudreau ont revele que le variant d'histone 

H2A.Z joue un r61e important dans la regulation de la transcription de certains genes chez 

Saccharomyces cerevisiae (Adam et al., 2001; Larochelle et Gaudreau, 2003). Des travaux 

subsequents du groupe de Hiten Madhani ont determine que, chez la levure, la transcription 

de plus de 300 genes est affectee par le variant d'histone H2A.Z (Meneghini et al., 2003). De 

ce nombre, 214 le sont de facon positive et 107 de facon negative. Alors que les genes 

reprimes par la presence de H2A.Z sont distribues de facon aleatoire, environ la moitie des 

genes regules positivement par le variant sont regrouped en 18 domaines nommes «HZAD». 

Presque tous ces domaines (83%) sont situes a proximity des telomeres. Dans cet article, on 

signale 6galement une nouvelle fonction du variant H2A.Z. II semble qu'a proximity des 
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telomeres ou d'une sequence d'ADN mise en sourdine, les nucleosomes contenant le variant 

H2A.Z empechent Petalement de rheterochromatine par un mecanisme de mise en sourdine 

Sir2/3/4 typique aux telomeres (Moazed, 2001). Chez les HZAD situes a proximite de 

telomeres, reffet positif du variant H2A.Z sur le niveau de transcription des genes est au 

moins en partie du a cet effet. 

Alors qu'on savait deja que le variant d'histone H2A.Z possede une distribution 6tendue avec 

une forte presence aux telomeres (Meneghini et al., 2003), on ignorait toutefois sa 

distribution plus precise dans le genome. En 2005 un autre article du groupe de Luc 

Gaudreau vint nous fournir reponse a cette question, du moins chez Saccharomyces 

cerevisiae (Guillemette et al, 2005). Selon cet article, on retrouve des nucleosomes 

contenant ce variant d'histone non pas sur quelques vastes domaines, mais plut6t a 4862 loci 

de petite taille dans le genome. La ou ces resultats deviennent carrement excitants, c'est que 

74% de ces loci correspondent a des promoteurs et seulement 2% a des sequences codantes. 

Globalement, on retrouve done des nucleosomes contenant le variant H2A.Z a 63% des 

promoteurs du genome, avec une preference marquee pour les promoteurs inactifs (voir 

figure 7). En jetant un coup d'oeil plus serieux au niveau de ces promoteurs, on realise que 

cet enrichissement en nucleosomes contenant le variant H2A.Z se fait sur une courte 

sequence correspondant a 1 ou deux nucleosomes. Selon Particle du groupe Gaudreau 

(Guillemette et aL, 2005), cet enrichissement aurait plutot tendance a etre en aval de la 

sequence sans microsome (NFR). Par contre, d'autres auteurs (Yuan et al., 2005) 

preconisent plutot un positionnement de nucleosomes de part et d'autre du NFR (voir fig 7), 

II devient tres clair que le variant H2A.Z a un r61e dans la regulation de la transcription de 

nombreux genes. Quel est done son role a tous ces promoteurs? Une partie de la reponse a 

cette question reside dans l'organisation de la chromatine au niveau du promoteur. En effet, 

au gene GAL1 non encore transcrit, la presence du variant H2A.Z entraine le deplacement sur 

une vingtaine de nucleotides d'un nucleosome pres du TSS (Guillemette et al., 2005). Elle 

entraine egalement une organisation plus r6guliere de la chromatine autour du promoteur 
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(voir figure 7). II semble que ce leger emplacement d'un nucleosome ait un impact majeur sur 

la transcription du gene GALL Intuitivement, on est porte a croire que cette architecture 

precise de la chromatine du promoteur inactif facilite le recrutement des differents facteurs de 

transcription necessaires a l'activation. Toutefois, comme on sait que les microsomes 

contenant H2A.Z sont ejected du promoteur a l'activation de la transcription du gene GAL1 

(Adam et al., 2001), il n'est pas non plus exclu que ce nucleosome soit simplement plus 

facile a enlever qu'un nucleosome standard. 

" ^ s . ^ * * * ^ * * " ' ' 

Dtitfanee dim "WR"' (KB) 
0 40 80 120 

Nirveau die taranscriptian (AKNm/heure) 

Figure 7. Distribution de H2A.Z aux promoteurs (Tire de Guillemette B 2005). Malgre une distribution 
Vendue, la variant H2A.Z (represente par la ligne verte dans le panneau de gauche) se retrouve essentiellement 
distribue aux promoteurs, Iegerement en aval du site NFR. On note egalement un enrichissement du variant 
H2A.Z au promoteur des genes fortement exprim6 (tel que represent̂  dans le panneau droite). 

L'impact de H2A.Z sur la regulation de la transcription ne saurait 6tre reduit a sa simple 

deposition au niveau du promoteur. Certains auteurs eloquent notamment Pacetylation de 

certains residus du variant H2A.Z comme element majeur dans la regulation de la fonction de 

ce dernier. On rapporte que Pacetylation de certains residus du variant H2A.Z correle avec sa 

presence au promoteur de genes transcriptionnellement actifs (Millar et al., 2006). Le 

pourquoi d'une telle correlation demeure sp^culatif a ce jour et reste a determiner avec 

precision. 
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1.4 REGULATION COORDONNEE DE LA BIOGENESE RIBOSOMIQUE 

Comme on l'a vu a la section 1.1, la biosynthese des ribosomes est un processus tres couteux 

en energie pour la cellule. Qui plus est, cette voie de synthese est tres complexe puisqu'elle 

implique des centaines de genes transcrits par les trois ARN polymerases. Au surplus, 

1'expression de tous ces genes doit etre finement regutee et synchronised, car une mauvaise 

gestion aura des consequences importantes sur 1'efFicacite reproductive de l'organisme. La 

cellule doit done trouver une fecon de r^guler tous ces genes simultanement tout en tenant 

compte des ressources disponibles. Nous allons done rapidement voir de quelle facon 

precede la cellule pour accomplir cet exploit. 

Au cours des vingt dernieres annees, les travaux de Jonathan Warner et Steven Zheng ont mis 

en lumiere differents aspects de la regulation de la biosynthese des ribosomes. On sait 

aujourd'hui que cette transcription est contr61ee par trois voies distinctes. En premier lieu, 

comme toute croissance soutenue necessite une source de carbone, la disponibilite de celle-ci 

est &ablie et signage au noyau via une voie Ras/cAMP/PKA (Neuman-Silberberg et al., 

1995). En second lieu, la voie de secretion des prot&nes etant igalement necessaire a la 

croissance, cette derniere aura egalement son mot a dire. Elle s'exprimera par la voie de la 

proteine kinase C (PKC) (Kamada et al., 1995; Nierras et Warner, 1999). Finalement, une 

troisieme et derniere voie regule la biosynthese des ribosomes en fonction de la disponibilite 

d'une source d'azote, il s'agit de la voie TOR (Powers et Walter, 1999). Dans le present 

chapitre, nous nous limiterons toutefois a aborder uniquement cette derniere voie puisque ce 

mecanisme est le seul a etre bien connu. 

1.4.1 LA VOIE TOR 

La rapamycine est une molecule immunosuppressive naturelle produite par Streptomyces 

hygroscopicus, une bacterie decouverte sur Pile de Paques. Cette molecule tient d'ailleurs 

son nom du nom local de Pile, Rapa Nui. La recherche faite sur cette molecule a entraine la 
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decouverte d'une nouvelle voie de signalisation, la voie TOR (pour Target Of Rapamycin). 

Comme mentionne ci-haut, cette voie est impliquee dans la regulation de la croissance en 

fonction de la disponibilite' de ressources azotees (voir figure 8). 

Nutriments Rapamycine Rapamycine 

Figure 8. Voie TOR dans la regulation de la biogenese des ribosomes (Tir6 de Tsang CK 2007). Schema 
repr6sentant l'implication de la voie TOR dans la transcription chez la levure (panneau de gauche). Illustration 
du modele de Taction et de la regulation de TOR dans le noyau et dans le cytoplasme (panneau de droite). 

Comme nous Pavons vu a la section 1.2.3.4, afin de pouvoir se Her au niveau du promoteur, 

l'ARN polymerase doit etre liee avec la proline Rrn3p. Chez la levure, cette interaction 

depend du niveau de phosphorylation de l'ARN polymerase I. On sait que la phosphorylation 

permettant Pinteraction entre TIF-1A et l'ARN pol I est executee par mTor chez la souris 

(Tsang et Zheng, 2007). Bien que cela soit a d&nontrer chez la levure, il est probable que 

Torlp soit egalement responsable de la phosphorylation de l'ARN pol I. Pour que cela soit 

possible, le complexe Torlc (forme' de Torlp, Koglp, Lst8p, Tco89p) doit dtre importe au 

niveau du noyau. Afin que la distribution du complexe Torlc soit un m6canisme dynamique 

non ateatoire, Torlp possede deux courts domaines qui gerent sa localisation. Un premier 

dornaine connu comme NLS (594PRVRK) interagit avec la proteine Srplp et permet 

Pimportation nucleaire, alors que le domaine NES (1031LVPLTLTLFL) permet d'exporter la 

proteine vers le cytoplasme via Crmlp (Li et al., 2006a). 
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Lorsque la rapamycine est liee au recepteur FKBP12, le complexe ainsi forme se lie au 

domaine de liaison FR de la proteine Torlp (Chen et al., 1995). Ceci a pour effet d'entrainer 

la sortie de Torlc du noyau. Lorsque Torlc est confine au cytoplasme, la regulation de la 

transcription des genes « RP » et du gene ribosomique est affectee, autre confirmation de 

P importance de cette voie de signalisation dans la regulation de la biosynthese des proteines 

(Li et al., 2006a). 

Selon les travaux du groupe de Steven Zheng, non seulement la voie TOR est impliquee dans 

la regulation de la transcription au locus ribosomique, mais le complexe Torlc s'associe 

directement au promoteur des genes d'ARNr 5 et 35S via le domaine HTH de Torlp (Li et 

al., 2006a; Tsang et al, 2003). Une fois au promoteur, Torlp permet l'association 

Rrn3p/ARN pol I en phosphorylant la polymerase. Lors d'un traitement a la rapamycine ou 

d'un manque de nutriments, Torlc est chasse du locus ribosomique vers le cytoplasme. Le 

complexe Rpd3p/Sin3p peut ensuite venir s'installer au locus ribosomique et rej>rimer la 

transcription en desacetylant les lysines 5 et 12 de l'histone H4 (Tsang et al., 2003). Bien que 

ce recrutement de Rpd3p/Sin3p au locus ribosomique soit egalement confirme par les travaux 

du groupe Schreiber (Humphrey et al., 2004), le groupe de Masayasu Nomura a recemment 

public un article pour contredire ce point precis (Oakes et al, 2006b). Meme si la majorite 

des auteurs semblent croire Steven Zheng, le doute demeure toujours a ce sujet. 

De nombreux articles demontrent a l'unisson depuis plus d'une quinzaine d'annees 

F implication de la voie TOR dans la regulation et la coordination de F expression des genes 

« RP » (Powers et Walter, 1999). Le m&anisme est toutefois rest6 un mystere jusqu'a tout 

recemment. La structure generate du promoteur est tres conservee d'un gene « RP » a Fautre. 

Cette structure a d'ailleurs complique passablement la comprehension de ce mecanisme. En 

effet, la tres grande majorite de ces promoteurs possedent deux sites de liaison a Raplp en 

tandem de 250 a 400 nucleotides en amont du TSS, 5 '-ACACCCAYACAYYY-3'(Idrissi et 

Pina, 1999). En plus de ces deux sites, on retrouve egalement une sequence riche en thymine 

environ 180 nucleotides en amont du TSS. 
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On a rapidement decouvert que ces sequences etaient n&essaires a l'activation ainsi qu'a la 

repression de l'expression des genes «RP». Cela semblait peu &onnant puisqu'on 

connaissait deja Raplp pour son implication dans l'activation et dans la repression de 

l'expression de plusieurs genes. Le nom de la proteine est d'ailleurs tire de 1'anglais 

« Repressor Activator Protein » (Morse, 2000). Pour expliquer cet etrange mecanisme, on 

suggere que le role de Raplp au promoteur soit d'ouvrir la chromatine pour faciliter la 

liaison d'autres facteurs r^gulant la transcription positivement ou n^gativement (Morse, 

2000). Le mecanisme demeure toutefois incompris jusqu'a la publication de deux articles par 

le groupe de Richard Warner en 2005 et 2006.. Dans ces articles (Rudra et al., 2005; Zhao et 

aL, 2006), on rapporte que la presence de Raplp au promoteur ne varie pas selon Petat 

transcriptionnel des genes, mais qu'elle permet plutot le recrutement de Fhplp et Ifhlp 

quelques nucleotides en aval des sites Rapl. Ces proteines impliquees dans l'activation de la 

transcription des genes «RP» ne sont toutefois pas les seules recrutees au promoteur par 

Raplp. En effet, Raplp permet 6galement la presence du complexe NuA4 et de sa sous-unit^ 

Esalp au promoteur (Reid et al., 2000). Le complexe NuA4 et Pacetylation des lysines 5, 8, 

12 et 16 de Phistone H4 qu'il entraine sont egalement necessaires a l'activation de la 

transcription. Une stimulation a la rapamycine entraine une desacetylation des histones a ce 

niveau qui semble mediee ici aussi par le complexe Rpd3p/Sin3p (Rohde et Cardenas, 2003). 

On d^couvrira plus tard, Pimportance de la proteine Hmolp (Berger et al., 2007; Hall et al., 

2006) dans cette regulation comme on peut le voir a la section 1.2.3.4.1. 

Malgre" toutes ces decouvertes importantes, il demeurait difficile de se faire une vue 

d'ensemble de la regulation de la biosynthese des ribosomes jusqu'a la publication d'un 

article exceptionnel du groupe de Christophe Carles et Michel Riva (Chedin et al., 2007; 

Laferte et al., 2006). On savait alors que la repression de la transcription des genes « RP » 

etait rapide suite a une repression a la rapamycine, mais on ignorait completement l'ordre 

precis des evenements (Miyoshi et al., 2001). Au cours de ces travaux, les membres de 

l'equipe de « M^canistique et regulation des ARN polymerases » ont gen£r£ une souche de 

levure nominee CARA. Dans cette souche l'ARN polymerase I est constitutivement associee 
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a Rrn3p et n'est plus affectee par un traitement a la rapamycine ou un manque de nutriments. 

La comparaison des niveaux d'ARN messagers entre une souche sauvage et une souche 

CARA suite a un traitement a la rapamycine a permis d'etablir que la regulation de la 

transcription des genes « RP » se fait en aval de la transcription de classe I. Ceci est tres 

interessant car la transcription de classe I se retrouve ainsi au centre de la regulation de la 

biosynthese des ribosomes, suggerant peut etre un role de direction et de coordination sur 

P ensemble du processus. La transcription de classe III semble toutefois moins directement 

contrdlee par ce m6canisme. Ces nouveaux elements sont tres excitants puisqu'ils 

augmentent encore l'intfret de l'etude de la regulation de la transcription de classe I, objectif 

du present projet. 

1.5 LES TRAVAUX 

Au debut de mes travaux, on ne connaissait pratiquement rien sur la proline Hmolp, si ce 

n'est qu'elle possede une interessante homologie avec la proteine UBF et que sa deletion 

entraine un fort ralentissement de croissance. Mes travaux ont done initialement ete orientes 

vers l'&ude de ce facteur prometteur. Nous nous sommes en premier lieu interesses a sa 

distribution au locus ribosomique ainsi qu'a son interaction avec le promoteur du gene 

ribosomique. Les r£sultats obtenus ainsi que des avancees majeures realisees par Olivier 

Gadal et Kevin Struhl nous ont amenes a travailler sur un aspect jusque la non aborde de 

l'etude de la transcription ribosomique. 

Connaissant depuis peu l'existence du variant d'histone H2A.Z au locus ribosomique, nous 

nous y sommes interesses. En premier lieu, nous avons etudte son « comportement» au 

promoteur du gene ribosomique, ainsi que son effet sur la regulation de la transcription de 

classe I. Nous avons egalement etudie son comportement au promoteur d'autres genes 

impliques dans la biosynthese de ribosomes. 
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Les resultats obtenus evoquent une implication du variant d'histone H2A.Z dans la regulation 

de la biosynthese des ribosomes et appuient l'idee de Pexistence d'une chromatine 

particuliere au locus ribosomique. 
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CHAPITRE2 

MATERIEL ET M^THODES 

2.1 CELLULES 

Tous les travaux ont &e effectues dans des levures Saccharomyces cerevisiae. Les souches 

utilisees sont decrites au tableau 3. 

Tableau 3. Liste des souches de Saccharomyces cerevisiae utilisees 

Nom de la souche Souche Type Genotype 
de base sexuel 

PSW 

PSWZ 

W303 
MAY 424 
W303 Hmol 3Myc 
W303 
W303 H2A.Z Myc 
W303 H2A.Z Myc H2B HA 

BY4742 
BY4742ASir2 
BY4742AHtzl 
BY4742ARpcB 
BY4742ARpd3 H2A.Z 

W303 

W303 

W303 
W303 
W303 
W303 
W303 
W303 

BY4742 
BY4742 
BY4742 
BY4742 
BY4742 

a 

a 

alpha 
alpha 
alpha 
a 
a 
a 

alpha 
alpha 
alpha 
alpha 
alpha 

ade2-l trpl-lleu2-3,112 his3-ll,15 ura3-l his3-ll canl-100 
rrn9::HIS3 
ade2-l trpl-1 ku2-3,112 his3-ll,15 ura3-l his3-ll canl-100 
rrn9::HIS3 htzl-(MYC)9 

ade2-l trpl-1 leu2-3,112 his3-11,15 wa3-l 
ade2-l trpl-1 leu2-3,112 his3-ll,15 ura3-l htzlA::KanMX 
ade2-l trpl-1 Ieu2-3,112 his3-U,15 wa3-l hmol-(MYC)3 
ade2-l trpl-1 leu2-3,112 his3-ll, 15 wa3-l 
ade2-l trpl-1 leu2-3,112 his3-ll,15 ura3-l htzl-(MYC)3 
ade2-l trpl-1 leu2-3,112 his3-ll,15 ura3-l htzl-(MYC)3 
htbl-(HA)3 

hi$3Al leu2A0 fyslAO wa3A0 
his3Al leu2A0 fys2A0 ura3A0 sir2A::KanMX 
his3Al leu2A0 lys2A0 ura3A0 htzlAr.KanMX 
hisSAl leu2A0 lys2A0 ura3A0rpd3A::KanMX 
his3Al leu2A0 fys2A0 ura3A0 htzlA;:KanMXhtzl-(MYC)9 

MYC 
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2.1.1 MILIEUX DE CULTURE UTILISES 

Toutes les cultures de levures ne n&essitant pas de selection ont &e realisees dans un milieu 

YPD. Ce milieu a &e prepare en ajoutant 10 g de «bacto yeast extract» (BioShop; 

#YEX401.500) et 20 g de bacto peptone (Sigma; #P0556-1KG) par 1000 mL d'eau distiltee. 

La version solide de ce milieu a ete preparee en rajoutant 15 g d'agar par litre de milieu. 

Apres sterilisation, 20 g de dextrose (BioShop; #GLU501.1) ont ete ajoutes par litre de 

milieu. Le dextrose a ete solubilise" dans l'eau distilled et filtre avec un filtre 0.45 urn 

(Corning; #431220) avant d'etre ajoute" au milieu encore chaud pour eviter la carameTisation 

des sucres. 

Toutes les cultures de levures necessitant une selection particuliere ont &e r£alis6es so it dans 

un milieu CSM-URA ou CSM-TRP. Ce milieu a &e prepare en ajoutant 6.7 g de nitrogen 

base W/O amino acids (Sigma; #Y0626-250G) et 0.74 g de CSM-URA (Sigma; #Y-1501-

20G) ou CSM-TRP (Sigma; #Y-1876-20G) par 1000 mL d'eau distillee. La version solide de 

ce milieu a ete preparee en rajoutant 15 g d'agar par litre de milieu. Apres sterilisation, 20 g 

de dextrose ont ete" ajoutes par litre de milieu. Le dextrose a &e solubilise dans l'eau distillee 

et filtre avec un filtre 0.45um avant d'etre ajouti au milieu encore chaud pour eviter la 

caramelisation des sucres. 

2.1.2 PRECULTURES ET CULTURES 

Toute souche utilisee pour une experience a &e prealablement cultivee une nuit entiere dans 

le milieu approprie selon le besoin ou non de selection. Toutes les precultures ont ete 

inoculees a partir d'une colonie unique d'environ 2 mm de diametre dans 30 mL de milieu 

approprie. Toutes les precultures ont 6t6 incubees 8 a 12 heures a 30°C sous agitation (200 

RPM). L'incubation a 6t6 realisee dans un incubateur (New Brunswick Scientific; #59721-1). 

Les cellules ont ete incubees jusqu'a l'obtention d'une culture poss&lant une D06oomn de 1.0 a 

1.5 sur un spectrophotometre Ultropec 2100 pro (Amersham; #80-2112-21). 
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Ces cultures ont ensuite ete diluees a DOeoonm 0.1 dans un volume approprie aux besoins de 

1'experience a realiser. Elles ont 6t6 remises en culture a 30°C sous agitation (200 RPM). 

2.1.3 TRAITEMENT A LA RAPAMYCINE 

Les cellules ont ete stimulees a la rapamycine (A.G. Scientific; #AY-22989) de la facon 

suivante. Apres une preculture typique, les cellules ont etd mises en culture jusqu'a 

l'obtention d'une D060onm de 0.45. C'est alors qu'elles ont et6 soumises a la stimulation a la 

rapamycine. La rapamycine a ete utilisee a une concentration finale de O.lug/mL de culture. 

La periode de stimulation typique utilised a ete de 60% du temps de division de la souche 

utilisee. La rapamycine etant soluble dans le DMSO (Sigma; #D4540-500mL), les 

stimulations ont ete realisees a partir d'un stock a 5ug/mL afin de r&luire le volume de 

DMSO dans les cultures. 

2.1.4 CONDITIONS PLATEAU . 

Les cellules en conditions plateau ont ete preparers de la facon suivante. Apres une 

preculture typique, les cellules sont mises en culture jusqu'a l'obtention d'une DOeoonm de 1.0. 

Elles ont ensuite et€ laiss^es en culture pour une periode de 12 a 24 heures selon la souche. 

On a ensuite verifie la D06oonm de la culture aux trois heures pour s'assurer de la stagnation de 

la DO600nim 

2.1.5 PREPARATION DE LEVURES COMPETENTES 

Les cellules utilisees pour Pimmunoprecipitation de la chromatine ont ete preparees de la 

facon suivante. Apres une preculture typique, les cellules ont ete mises en culture dans 50 

mL jusqu'a l'obtention d'une D060onm de 0.4 a 0.6. Elles ont ete recoltees par centrifugation a 

1000 x g pour 5 minutes a 4°C et lavees a deux reprises dans l'eau sterile. Elles ont ete 
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resuspendues dans 500uL d'eau sterile et transferees dans un microtube sterile puis 

centrifugees a 15000 x g pour 1 minute a 4°C. Les cellules ont ete resuspendues dans 500uL 

de tampon A (lOmM Tris-HCl pH 8.0, ImM EDTA, 0.1M LiOAc (Sigma; #4158-100G)) et 

incubees 1 heure a 30°C avec agitation. Les cellules ont ete utilisees immediaternent pour la 

transformation. 

2.1.6 TRANSFORMATION DE LEVURES COMPETENTES 

Pour effectuer la transformation de levures, 100 uL de cellules competentes fraichement 

preparees ont ete melangees a 15 uL du produit de recombinaison (au moins 1 |xg), 5 uL 

d'ADNsss (10ng/uL) (Promega; #D181B) et 700 uL du tampon B (PEG40% (Sigma; 

#P4338-500G), lOmM Tris-HCl pH 8.0, ImM EDTA, 0.1M LiOAc). Le melange a &e 

brievement vortexe" et incube 3 heures a 30°C. Le melange a 6te transfere a 42°C pendant 10 

minutes. Les cellules ont ete centrifugees a 8000 x g pour 15 sec et resuspendues dans 200uL 

d'eau sterile. EUes ont eHe" eiatees sur un petri avec selection appropriee, puis incubees de 48 

a 72 heures a 30°C. 

2.2 ANALYSE D'EXPRESSION 

2.2.1 RECOLTE DES ARN 

Les cellules utilises pour la recolte de TARN total ont preparers de la facon suivante. Apres 

une pr&ulture typique, les cellules ont ete mises en culture dans 10 mL jusqu'a l'obtention 

d'une DOeoonm de 0.8. Elles ont t̂e r&oltees par centrifugation a 1000 x g pour 5 minutes a 

4°C. Le culot a ete resuspendu dans 2 mL de milieu Yl (SC typique ajuste a pH 7.4, 1M 

Sorbitol (Fisher; #S459-500), 0.1M EDTA et 0.1% 2-mercaptoethanol (Sigma; #M3148-

25ML)) contenant 100 unites de lyticase/zymolase (Sigma; #L5263-25KU) par mL. Les 

cellules ont ete incubees 40 minutes a 30°C sous agitation ou jusqu'a l'obtention d'une 

D06oomn de 5 a 10% de la valeur initiate. Les spheroplastes ont ete recoltes par une 
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centrifugation a 300 x g pendant 5 minutes. Le reste de la purification a &e realise avec la 

trousse RNeasy mini kit (Qiagen; #74104) selon le protocole du manufacturier pour la levure. 

L' ARN a &e stocke a -80°C. 

2.2.2 VERIFICATION DES ARN 

Le dixieme de Pextraction d'ARN a ete" charge sur un gel de 1% d'agarose dans le tampon 

SB (16.7 mM de H3BO3, 5 mM NaOH, pH 8.4). La migration a ete realisee a 235 V pendant 

20 minutes. 

2.2.3 TRANSCRIPTION INVERSE 

Dans un tube PCR, luL de dNTP 10 mM, luL de random primers (100 uM), 2 uL d'ARN 

(lug/uL) et 9(aL d'eau DEPC ont ete melanges. L'echantillon a ete chauffe a 65°C pendant 5 

minutes et incube" sur glace pour 1 minute. Ont ete" ajout6s 4 uL du tampon First Strand 

Buffer 5X, 2 uL 0.1M DTT et luL de RNaseOUT (Invitrogen; #10777-019). Le tube a &e" 

agite et incube a 37°C pour 2 minutes. luL (200 unites) de M-MLV RT (Invitrogen; #28025-

013) a dte ajoute" et Pechantillon a ete incube pour 10 minutes a temperature ambiante. Le 

melange a ete incube" 50 minutes a 37°C puis inactive a 70°C pendant 15 minutes. Les ADNc 

ont 6te conserves a -80°C. 

2.3 ANALYSE D'ENRICHISSEMENT 

2.3.1 IMMUNOPRECIPITATION DE LA CHROMATINE 

Les cellules utilisees pour Pirnmunoprecipitation de la chromatine ont ete preparees de la 

fa9on suivante. Apres une preculture typique, les cellules ont &e mises en culture dans 50 

mL et cultivees selon les besoins de 1'experience (exponentielle, stimulation a la rapamycine 

ou plateau). Lorsque les conditions d^sirees ont ete atteintes, 1400 ^L de formaldehyde 37% 
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ont &e ajoutes a la culture et le melange a 6t6 incube pour 20 minutes a temperature 

ambiante. Les cellules ont et£ transferees a 4°C et incubees 12 heures sous agitation 

constante. Les cellules ont ete recoltees par centrifugation a 2000 x g pour 5 minutes a 4°C. 

Le culot a ete lave au TBS (20 mM Tris-HCl pH 7.5, 150 mM NaCl), seche, congele dans 

l'azote liquide et conserve a -80°C. Une fois les cellules resuspendues dans 1000 uL de 

tampon de lyse (50 mM HEPES-KOH pH 7.5, 140 mM NaCl, ImM EDTA, 1% Triton X-

100,0.1% Na-deoxycholate, ImM PMSF, lug/mL Pepstatine et l^g/mL Leupeptine), 500uL 

de billes de verres ont &e ajout&s (Sigma; G8772-100G). Les cellules ont ete vortexees 120 

minutes a 4°C puis debarrassSes des billes. Les cellules ont &6 sonifiees 4 x 20 secondes a 

50% (Branson; #101-063-588) et centrifuges a 21000 x g et 4°C pendant 10 minutes. 5uL 

du surnageant ont conserves a -20°C comme controle. Le reste du surnageant a et£ incube en 

presence de 50uL d'une solution de billes Proteine A-Agarose (Santa Cruz; #sc-2001) 

saturee d'anticorps (50 uL solution de billes 50%(v/v), PBS pH 7.4, BSA 5mg/ml, 

anticorps*). Le melange a 6te incube sous agitation constante a 4°C pour 12 heures. Apres 

cette incubation, les billes ont &L€ centrifugees a 21000 x g et 4°C pendant 10 minutes. Apres 

avoir ete d£barrassees du surnageant, les billes ont ete successivement lavees 2 fois dans le 

tampon de lyse (50 mM HEPES-KOH pH 7.5, 140 mM NaCl, ImM EDTA, 1% Triton X-

100, 0.1% Na-deoxycholate), 2 fois dans le tampon de lyse modifie" (50 mM HEPES-KOH 

pH 7.5, 500 mM NaCl, ImM EDTA, 1% Triton X-100, 0.1% Na-deoxycholate), 2 fois dans 

le tampon de lavage (10 mM Tris-HCl pH 8.0, 250 mM LiCl, 0,5% NP40, 0,5% Na-

deoxycholate, ImM EDTA), une fois dans le TE (lOmM Tris-HCl pH 8.0, ImM EDTA) puis 

finalement &uees dans 65uL du tampon d'elution (50mM Tris-HCl pH 8.0, lOmM EDTA, 

1%SDS) pendant 20 minutes a 65°C. 50uL du surnageant ont et6 transferes dans un autre 

microtube avec 120 uL de TE/SDS (lOmM Tris-HCl pH 8.0, ImM EDTA, 1%SDS) pendant 

12 heures a 65°C. Parallelement, 95 uL de TE/SDS ont ete ajoutes au controle sans IP, 

incubes egalement pendant 12 heures a 65°C. 150^L du melange C (25 u.g RNAseA, 30ng 

glycogene (USB; #16445-5GM), lOmM Tris-HCl pH 8.0, ImM EDTA) ont ete ajoutes a 

Pechantillon et au controle puis incubes 3 heures a 37°C. 15 |uL de proteinase K 10ng/uL ont 

6t6 ajoutes a chaque tube et les tubes ont &6 incubes 3 heures a 37°C. L'ADN a et£ purifie 
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par deux extractions phenol-chloroforme 1 :1 (BioShop; PHE512.100), resuspendu dans 

lOOuL de TE et conserve a -20°C. 

Anticorps utilises: 

(Boehringer; #1 583 816) anti-HA 12 CA 5 3uL/echantillon 

(Abeam; #ab32) anti-Myc9E 10 5uL/<§chantillon 

(Abeam; #abl791) anti-H3 5uL/echantillon 

2.3.2 PCR EN TEMPS REEL 

1 uL d'ADN a ete melange avec 1 (J.L de Hotstart Taq (Taq thermosensible maison) diluee 

10 fois, 7.3 uL d'eau distillee, 0.5 uL de dNTPs 10 mM, 0.1 uL de chaque amorce d'une 

paire a 100 uM et 10 uL de tampon qPCR 2X (12 mM Tris-HCL pH 8.3, 50 mM KC1, 8 mM 

MgCl2, 150 mM trehalose, 0.2% (v/v) tween 20, 0.2 mg/mL de BSA et 0.139 X SYBR green 

(Invitrogen; #S7563)). Le tout a ete melange" dans les puits d'une plaque 96 puits (Ultident; 

#26190). Le tout a toujours ete rigoureusement prepare sur glace. Une fois les bouchons 

installes, la plaque a ete centrifugee pendant 2 minutes a 1500 x g et insdree dans la machine 

de PCR en temps r<Sel (Stratagene; #MX3000). Le cycle PCR a ete le suivant 30 sec a 95°C, 

45 sec a 60°C et 60 sec a 72°C. Ce cycle a ete repete" 40 fois. II fut precede de 10 minutes a 

95°C et suivi par 8 minutes a 72°C. La validite des r&ultats a &e verifies par une analyse des 

courbes de dissociation des produits PCR. 

2.4 ANALYSE DE Hmolp 

La souche de E. coli DH5a a 6t6 transformee avec le plasmide « pET30c #3 yHmol His 

tag » qui exprime la proteine Hmolp avec une Etiquette histidine. Les colonies ont &e 

s^lectionnees sur un p^tri LB avec kanamycine (50|xg/mL). Par la suite, 100 mL de culture 

ont ete" inocules avec une colonie et amenes a une DOeoonm de 0.5. La culture a ensuite ete 

induite avec 0.5 mM d'IPTG (Fisher; #BP1755-10) pendant 4 heures sous agitation constante 
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a 37°C. Les bacteries ont ete recuperees par centrifugation pendant 10 minutes a 10000 x g, a 

4°C. Le culot a ete resuspendu dans le tampon de bris cellulaire (10% glycerol, 50mM 

acetate de potassium, lOmM MgC12, 0.5mM NaEDTA, 0.5mM NaEGTA, 0.15 M Tris-HCl 

pH 8.0, ImM PMSF, lug/mL Pepstatine et lug/mL Leupeptine) puis sonifie (35 fois 1 

seconde, a 70% d'amplitude) sur glace. L'echantillon a ete centrifuge 20 minutes a 12 000 x 

g, a 4°C. Le culot a ete resuspendu dans 1000 uL de tampon de denaturation (10% glycerol, 

50mM acetate de potassium, lOmM MgC12, 0.5mM NaEDTA, 0.5mM NaEGTA, 0.15 M 

Tris-HCl pH 8.0, 8M uree) puis incube pendant 1 heure a temperature ambiante, sous 

agitatioa L'echantillon a ete sonifie sur glace (35 fois 1 seconde, a 70% d'amplitude) puis 

centrifuge 20 minutes a 12 000 x g, a 4°C. Le surnageant a ete soumis a 8 rondes successives 

de dialyse d'une duree de 90 minutes chacune contre 200 mL de tampon de dialyse (10% 

glycerol, 50mM acetate de potassium, lOmM MgC12, 0.5mM NaEDTA, 0.5mM NaEGTA, 

0.15 M Tris-HCl pH 8.0, 4M uree), en diminuant la concentration d'uree par un facteur de 2 

a chaque dialyse, jusqu'a 0.125 M uree. Une derniere dialyse a ete realisee contre 200 mL de 

tampon de dialyse sans uree, L'echantillon dialyse a ete centrifuge pendant 20 minutes a 

12 000 x g, a 4°C. Le surnageant a ete purifie sur colonne. 

2.4.1 PURIFICATION DE Hmolp 

La proteine Hmolp a ete purifiee sur une colonne His-Trap HP (GE Bioscience; #17-5247-

01) de 1 mL. La proteine a ete chargee sur FPLC puis est eluee en fractions de 500 uL. Les 

elutions ont ete realisees par tranches de 10 rnL dans le tampon dilution (100 mM acetate de 

potassium, 10 % glycerol, 20 mM tris-HCl pH 8,0) en augmentant successivement la 

concentration d'imidazole de 10, 25, 50, 100, 200 et 500 mM. Les fractions correspondant au 

sixieme pic d'eiution (voir figure 9) ont ete reunies en un meme echantillon. Cet echantillon 

a ete dialyse afin de retirer 1'imidazole. La dialyse a ete realisee pendant 3 heures a 4°C 

contre 200 volumes de tampon de renaturation (20 mM Tris-acetate pH 8,0, 100 mM acetate 

de potassium, 20 % glycerol). L'echantillon dialyse a ete centrifuge a 12 000 x g, pendant 20 
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minutes, a 4°C. Le surnageant a 6te recupere, cbngele dans l'azote liquide et conserve a 

80°C. 

_ _ - « < n a r C m S ? n xMfrC ws* a* Ma 

1PP;;. 

«&«» -mm im^&$$0< ^tM****^* 

#2 #3 #1 '<#*"' $6 

Figure 9. Suivi de purification de Hmolp. Hmolp a et6 purifife sur une colonne His-Trap HP par elution 
avec un tampon contenant une concentration croissante d'imidazole (10, 25, 50, 100, 200 et 500 mM). Le 
contenu des puits est le suivant, FT: Filtrat, #1 : Eluat a 10 mM, #2 : Eluat a 25 mM, #3 : Eluat a 50 mM, #4 : 
Eluat a 100 mM, #5 : Eluat a 200 mM, #6 : Eluat a 500 mM. 

2.4.2 REACTIONS DE POLYMERISATION EN CHAINE - PCR 

Dans un tube, 1 uL de dNTPs 10 mM, 0.3 uL Taq polymerase (NEB; #M0267L), 1 uL 

d'ADN genomique 100 ng/uL, 5 uL de tampon 10 X, 0.25 uL de chacune des amorces 100 

uM et 42.2 uL d'eau sterile ont ete melanges. Le cycle PCR a &e le suivant: 45 sec a 95°C, 

60 sec a la temperature d'hybridation et 60 sec a 72°C. Ce cycle a ete repet6 35 fois et 

termini par 8:00 a 72°C. 

Les amorces utilisees, ainsi que les temperatures d'hybridation sont regroupees dans le 

tableau 4. Les temperatures d'hybridation ont ete determinees selon le logiciel en ligne du 

site de la compagnie IDT. 

51 



Tableau 4. Liste des amorces utilisees 

Numero Position Orientation Sequence 

152 
129 
130 
131 
135 
136 
139 
154 
144 
145 
244 
246 

380 
381 
417 
418 
419 
420 
421 
422 

434 
435 
137 
138 

rDNA -2147 
rDNA-1868 
rDNA -1667 
rDNA -1468 
rDNA-155 
rDNA 54 
rDNA 734 
rDNA 961 
rDNA 6534 
rDNA 6760 
URA3-450 
URA3 -755 

5S prom 
5S prom 
Rpsl8B prom 
Rpsl8B prom 
Rps21 prom 
Rps21 prom 
Rps22B prom 
Rps22B prom 

Actl 
Actl 
434 
633 

Sens 
Antisens 
Sens 
Antisens 
Sens 
Antisens 
Sens 
Antisens 
Sens 
Antisens 
Sens 
Antisens 

Sens 
Antisens 
Sens 
Antisens 
Sens 
Antisens 
Sens 
Antisens 

Sens 
Antisens 
Sens 
Antisens 

GCACCATCAGAGCGGCAAA 
CTTTTCTTCTTCCCAGTAGCC 
GAGGGTGTAGAAAAAGACGA 
TATCCAGCTGCACTCTTCTT 
AGCTTAAATTGAAGTTTTTC 
ACTCGAATTCGTTTCCAAAC 
GTCTCAAAGATTAAGCCATG 
AAAGTTATTATGAATCATCA 
TGCGTGGGGATAAATCATTT 
CCCGGATCATAGAATTCTTA 
AGCAGAATTGTCATGCAAGGGCTC 
CTGTAACGTTCACCCTCTACCTTAGC 

ACTACAGTTGATCGGACG 
AAAAATTGTCCTCCACCC 
CAACATATCTGCACTGTACT 
TGACACCTTTGCTATCCTAA 
AACAATTTTTCCAAATCGAC 
TTATGGTATGGTCTCTTCTT 
TTAACCCACTATTTTTTTCA 
AACTTGATGATAACCTTGGA 

GTTGCTGCTTTGGTTATTGA 
ATTGGGTAACGTAAAGTCAA 
GGGGTATCTGTTTGGTGGAA 
CACCTATTCCCTCTTGCTG 
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Figure 10. Distribution des groupes d'amorces utilisees sur le locus ribosomique. 



2.4.3 MARQUAGE RADIOACTIF DE SONDES ADN 

La sonde utilisee pour l'empreinte a la DNAse I a &e preparee de la facon suivante : 5 uL de 

l'amorce #135 (lOOuM) (voir tableau 4), 30 uCi ATPy32P (10 uCi/uL) (Perkin Elmer; 

#BLU002A250UC), 2 uL de tampon T4 PNK 10X, 1 uL T4 PNK (NEB; #MO201S) ont &6 

melanges dans un volume complete a 20 uL dans l'eau et incubes 60 minutes a 37°C. La T4 

PNK a &e inactivee par une incubation de 10 minutes a 65°C. La sonde a ete produite par un 

PCR regulier (voir section 2.4.2), a la difference que 5 uL de l'amorce #135 marquee ont ete 

utilises (au lieu de 1 uL #135 a froid) en combinaison avec 0.25 uL de l'amorce #136 

QOOuM). Le produit PCR a &e purifie sur une colonne sephadex G25 (GE; #28-9180-04) 

pendant 1 minute a 3500 x g. 

Les sondes utilisees pour les gels de retardement ont ete preparers de la fa9on suivante. Les 

sondes ont 6te preparees comme des produits PCR reguliers (voir section 2.4.2), Les produits 

PCR ont ete purifies en utilisant la trousse QIAquick PCR Purification Kit de Qiagen 

(Qiagen; #28104). 30 thiol de sonde, 30 u€i ATPy32P (10 u€i/uL), 2 uL de tampon T4 PNK 

10X, 1 uL T4 PNK ont ete melanges dans un volume complete a 20 uL dans l'eau et incubes 

60 minutes a 37°C. Les sondes ont ete purifiees sur une colonne sephadex G25 pendant 1 

minute a 3500 xg. 

La sonde utilisee pour la reticulation au psoralen a ete preparee de la facon suivante. La 

sonde a 6te prepared comme un produit PCR regulier (voir section 2.4.2) avec les amorces 

#137 et #154. Le produit PCR a ete purifie en utilisant la trousse QIAquick PCR Purification 

Kit de Qiagen (Qiagen; #28104). 10 uL (25 ng) de sonde et luL (lug/uL) d'hexanucleotide 

ont 6ti melanges dans un volume complete a 30 uL dans l'eau et incubes 2 minutes a95°C. 

Le melange a ensuite 6te" incube sur glace pendant 1 minute et fut centrifuge a 20 000 x g 

pour 15 secondes. 5uL de Tampon NEB2 10X, 1 uL de Klenow, 5 uL dCTP lOuCi/uL et 1 

uL dNTPs 5mM (sans dCTP) furent ajoutes a l'echantillon puis ajuste a 50uL avec de l'eau. 
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Le melange flit incube pendant 60 minutes a 37°C. La sonde a ensuite ete puriftee sur une 

colonne sephadex G25 pendant 1 minute a 3500 x g. 

2.4.4 EMPREINTE A LA DNASE 1 

Un gel denaturant de 40 mL de polyacrylamide 6% et£ coule" (6 % acrylamide:bis-

acrylamide (29:1), 90mM borate de Tris, 2 mM EDTA, pH 8.3, 0.04% TEMED et 0.08% 

APS). Les echantillons ont ete prepares tel qu'indique au tableau 5 et incubes 30 minutes a 

temperature ambiante. La DNAse 1 a ete ajoutee et incubee 2 minutes a temperature 

ambiante avant l'ajout de 60 uL du tampon d'arret (1% SDS, 600 mM NaCl, 20 mM EDTA, 

40ng/hL ARNt). L'ADN digere a ete puriHe" par une extraction phenol-chloroforme 1:1. 

L'ADN purifit6 a ete resuspendu dans 5 uL de tampon de. chargement (formamide 97.5%, 

xylene cyanole 0.3%, bleu de bromophinol 0.3%, EDTA 10 mM) et charge sur le gel de 

polyacrylamide precouru pendant 45 minutes. Le sequence de la meme sonde, realisee en 

utilisant la trousse (USB; #70770KT) a ete chargee en parallele sur le meme gel. La 

migration a &e realisee a 1500 V pendant 2 heures. Le gel a ete demoute et seche a 80°C 

pendant 45 minutes. Les gels ont ete exposes pour une periode de 24 a 36 heures. 

2.4.5 RETARDEMENT SUR GEL 

Un gel non denaturant de 100 rnL de polyacrylamide 4% a ete coule (4% acrylamide:bis-

acrylamide (29:1), 90mM de borate de Tris, 2 mM d'EDTA, pH 8.3, 0.1% TEMED, 0.1% 

APS) et prechauffe pendant 60 minutes a 100 V dans un tampon TBE 0.5X. Les echantillons 

ont ete prepares en melangeant 1 uL de sonde marquee (33 rmol/|xL) avec 4uL de glycerol 

50%, 4uL de tampon de liaison 5X (0.5% Triton X-100, 50% glycerol, 50 mM DTT, 0.5 mM 

EDTA, 20 mM Tris pH 8.0 et 50 mM NaCl) et 1 uL d'une dilution de la proteine. Les 

echantillons ont ete incubes 60 minutes a 4°C. 4 uL de glycerol 50% a ete ajoute a chaque 

^chantillon avant d'etre chargê  sur gel. La migration a ete realisee a 100 V pendant 3 heures 
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30 minutes. Le gel a 6te d&noule et seche a 80°C pendant 45 minutes. Les gels ont et6 

exposes pour une periode de 24 a 36 heures. 

Tableau 5. Conditions utilisees pour 1'experience d'empreinte a la DNAsel 

Puits 

H20 
Sonde (250pmol/mL) 
Solution 50% glycerol 
Melange de cofacteurs 20X 
Tampon d'incubation 5X 
Hmol 20X lOOnM 
Hmol 20X 250nM 
DNAse I (differentes dilutions) 

Puits 

H20 
Sonde (250pmol/mL) 
Solution 50% glycerol 
Melange de cofacteurs 20X 
Tampon d'incubation 5X 
Hmol 20X lOOnM 
Hmol 20X 250nM 
DNAse I (differentes dilutions) 

-

1 

29uL 
4uL 
12uL 
3uL 
12uL 
OuL 
OuL 
OuL 
Ou 

7 

29uL 
4uL 
12uL 
3|iL 
12uL 
OuL 
3uL 
OuL 
Ou 

2 

24uL 
4uL 
12uL 
3uL 
12uL 
OuL 
OuL 
5uL 

0,0625 u 

8 

24uL 
4uX 
12uL 
3uL 
12jiL 
OuL 
3uL 
5uL 

0,0625 u 

3 

24uL 
4uL 
12uL 
3uL 
12uL 
OuL 
OuL 
5uL 

0,0125 u 

9 

24uX 
4uL 
12uL 
3uL 
12uL 
OuL 
3uL 
5uL 

0,0125 u 

4 

29uL 
4uL 
12uL 
3uL 
12uL 
3uL 
OuL 
OuL 
Ou 

10 

29uL 
4uL 
12uL 
3^L 
12uL 
OuL 
12uL 
OuL 
Ou 

5 

24uL 
4uL 
12uL 
3uL 
12uL 
3uL 
OuL 
5uL 

0,0625 u 

11 

24uL 
4uL 
12uL 
3uL 
12uL 
OuL 
12uL 
5uL 

0,0625 u 

6 

24uL 
4uL 
12uL 
3uL 
12uL 
3uL 
OuL 
5uL 

0,0125 u 

12 

24uL 
4uL 
12uL 
3uL 
12uL 
OuL 
12uL 
5uL 

0,0125 u 

Tampon d'incubation 50% glycerol Melange cofacteurs 20X: 10 mM MgC12 
5X: 

0,5mM EDTA 5 mM CaC12 
2,5mMDTT 
50 mM Tris pH 8.0 
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2.4.6 RETICULATION AU PSORALEN 

2.4.6.1 RETICULATION 

Les cellules utilisees pour la reticulation au psoralen ont ete preparers de la fa9on suivante. 

Apres une preculture typique, les cellules ont ete mises en culture dans 150 mL et cultivees 

jusqu'a l'obtention d'une DOmmm de 0.8. Les cellules ont ete lav^es a deux reprises dans 50 

mL d'eau froide sterile et r&oltees par centrifugation a 1000 x g pour 5 minutes a 4°C. Le 

culot a 6te resuspendu dans 2 mL de milieu Yl (SC typique ajuste a pH 7.4, 1M Sorbitol 

(Fisher; #S459-500), 0.1M EDTA et 0.1% 2-mercaptoethanol (Sigma; #M3148-25ML)) 

contenant 200 unites de lyticase/zymolase (Sigma; #L5263-25KU). Les cellules ont &e 

incubees 60 minutes a 30°C sous agitation ou jusqu'a l'obtention d'une DOeoonm de 5 a 10% 

de la valeur initiale. Les spheroplastes ont &e r^coltes par une centrifugation a 300 x g 

pendant 5 minutes. Les spheroplastes ont ete laves a deux reprises dans 5 mL de tampon de 

lavage (SC typique ajuste a pH 7.4, 1M Sorbitol (Fisher; #S459-500), 0.1M EDTA et 0.1% 

2-mercaptoethanol). Apres avoir ete recoltes a 300 x g pendant 5 minutes a 4°C, les 

spheroplastes ont ete resuspendus dans le TE IX a une densite de 5 X 10 e1 /mL. La 

suspension de cellules a ensuite ete distribuee a raison de 1440 uL par puits dans une plaque 

a 6 puits (Corning; #3516). Ont ensuite ete ajoutes 70 uL d'une solution stock de Psoralen 

(200|ig/mL de CH3CH20H) dans chaque puit et irradie sur glace pendant 5 minutes a 6 cm 

de distance avec une lampe UV a haute intensite (Spectronics; #BLE100S). L'irradiation a 

ete repetee a 7 reprises en ajoutant a chaque fois un nouvel aliquot de Psoralen (Alexis; 

#ALX-350-364-M025). Les spheroplastes ont ete reunis en un seul echantillon puis laves a 

deux reprises dans 5 mL de tampon de lavage. Le culot a ete resuspendu dans 3 mL du 

tampon de lyse (50 mM HEPES-KOH pH 7.5, 140 mM NaCl, ImM EDTA, 1% Triton X-

100, 0.1% Na-deoxycholate) avec 500uL de billes de verres et vortexe (Sigma; #G8772-

100G) 5 minutes a puissance maximale puis debarrasse des billes. Le surnageant a ete 

centrifuge a 21000 x g et 4°C pendant 10 minutes. Le surnageant a ete ajuste a 167ug 

RNAseA par mL et incube 4 heures a 37°C sous agitatioa Le surnageant a ete ajuste a 

56 



lmg/ml Proteinase K et incube 4 heures a 37°C sous agitation. L'ADN a ete purifie par deux 

extractions phenol-chloroforme 1 :1 (BioShop; #PHE512.100), resuspendu dans 100|uL de 

TE et conserve a-20°C. 

2.4.6.2 BUVARDAGE SOUTHERN 

Dans 250uL, 30 ug d'ADN reticule, 25 uL de tampon EcoRI 10X, 3 uL de EcoRI (NEB; 

#R0101M) ont ete melanges. L'echantillon a ete incube a 37°C pendant une douzaine 

d'heures, purifie par deux extractions phenol-chloroforme 1 :1 (BioShop; #PHE512.100) et 

resuspendu dans 50uL de TE. L'ADN dig6r£ a ete charge sur un gel de 1% d'agarose dans le 

tampon SB (16.7 mM de H3BO3, 5 mM NaOH, pH 8.4). La migration a et6 realisee a 2V/cm 

pendant 48 heures a Pabri de la lumiere. Le gel a ete irradie a 5 cm pendant 3 heures sous un 

rayonnement UV de 256 ran (Spectronics; #BLE256). Le gel a ete immerge dans 200 mL de 

HC1 0.125 M pendant 10 minutes, sous agitation constante, puis rince doucement a l'eau 

distilled. Le gel a 6te incube 45 minutes dans 200 mL de tampon de denaturation (1.5 M 

NaCl, 0.5 M NaOH), puis lave" doucement a l'eau distillee. Le contenu du gel a ete transfer 

sur une membrane de nylon Hybond N+ (GE Healthcare; #RPN2250B) pendant 48 heures, 

par capillarite" dans le tampon SSC 6X (0.9 M NaCl, 0.09 M Trisodium citrate). La 

membrane a ete cuite pendant 2 heures, a 80°C. 

2.4.6.3 HYBRIDATION 

La membrane a ete rehydratee dans le tampon SSC 6X pendant 15 minutes. La membrane a 

ete prehyhridee dans le tampon de prehybridation (SSC 6X, Denharts 5X, 0.1 % SDS, 0.1 % 

pyrophosphate de sodium, 10 % dextran sulfate, 100 ng/ml ADNsss) pendant 4 heures a 

65 °C, sous une feible agitation. La membrane a ete transferee dans la solution d'hybridation 

a 65°C contenant la sonde radiomarquee. La sonde a ete preparee tel qu'indique a la section 

2.4.3, incubee a 95°C pendant 10 minutes et ajoutee 30 mL de solution d'hybridation (SSC 

6X, Denharts 5X, 0.1 % SDS, 0.1 % pyrophosphate de sodium, 10 % dextran sulfate, 100 
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ug/ml ADNsss, 10 mM EDTA). La membrane a ete incubee pendant 24 heures, sous 

agitation constante. La membrane a ete lavee 3 fois dans 100 mL de la solution de lavage 

LOW (SSC 3X, 0.1 % SDS, 0.1 % pyrophosphate de sodium) a 65°C, pendant 10 minutes. 

La membrane a ete lavee 3 fois dans 100 mL de la solution de lavage MEDIUM (SSC IX, 

0.1 % SDS, 0.1 % pyrophosphate de sodium) a 65°C, pendant 10 minutes. La membrane a 

&e lavee 3 fois dans 100 mL de la solution de lavage HIGH (SSC 0.1X, 0.1 % SDS, 0.1 % 

pyrophosphate de sodium) a 65°C, pendant 10 minutes. La membrane a ete s&hee a 

temperature ambiante et exposee sur phosphorimager pendant 24 heures, puis revetee. 
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CHAPITRE 3 

RESULTATS 

3.1 Hmolp 

Tel que presente a la section 1.23.4.1, plusieurs elements suggerent que la proline Hmolp 

puisse, a 1'image de la proteine UBF chez les vertebres, jouer un role important dans la 

regulation de la biosynthese des ribosomes. Nous nous sommes done initialement inte>esses a 

certaines caracteristiques de la proteine Hmolp chez Saccharomyces cerevisiae afln d'en 

faire la comparaison avec la proteine UBF. 

3.1.1 DISTRIBUTION AU LOCUS RIBOSOMIQUE 

Le groupe de Brian McStay ayant rapporte en 2002 que la proline UBF est distribute sur 

1'ensemble du locus ribosomique (O'Sullivan et al., 2002), nous nous sommes demanded si la 

proteine Hmolp possedait une distribution similaire au locus ribosomique de Saccharomyces 

cerevisiae. Nous avons construit une souche de levure dans laquelle la proteine Hmolp 

possede une etiquette Myc en position C-ter. La position C-ter de l'etiquette fut preTer̂ e a 

tout autre position puisqu'il est connu qu'un bouleversement de cette partie de la proteine 

n'entraine pas de retard sur la croissance (Lu et al., 1996). Nous avons utilise la technique 

d'immunoprecipitation de la chromatine (ChIP) pour determiner la distribution in vivo de la 

proteine Hmolp dans le genome de Saccharomyces cerevisiae. Comme on peut le voir a la 

figure 11, nous observons un certain niveau d'enrichissement de la proteine Hmolp aux 

promoteurs des genes d'ARNr 5 et 35S et son absence au niveau de ramplificateur. 

Compte tenu que renrichissement est observe aux promoteurs, nous nous sommes demandes 

si Ton pouvait correler cet enrichissement a un etat transcriptionnel. Etant donne la difficult̂  

technique de separer les genes transcriptionnellement actifs de ceux inactifs, nous avons 
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rei ep&e l'experience suite vine stimulation a la rapamycine. Nous n'observons pas de 

difference significative dans Penrichissement de Hmolp aux promoteurs selon les conditions 

de croissance. 
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Figure 11. Enrichissement de Hmolp au locus ribosomique de Saccharomyces cerevisiae. L'enrichissement 
de Hmolp a &6 determine par inimunopr&ipitation de la chromatine assoctee a Hmolp. L'enrichissement a ete 
determine aux promoteurs des genes d'ARN 5S, 35S ainsi qu'au niveau de la sequence amplificatrice. L'essai a 
ete realist sur des cellules en croissance exponentielle (DO 600 nm a 1,0) ou sur des cellules en arret de 
croissance (trait^es pendant 60 minutes avec 0,1 ug/ml de rapamycine). L'irnmunopre'cipitation a &6 r&lis^e 
avec un anticorps dirige contre l'&iquette MYC de Hmolp. Tel que represent^ a la figure 10, les amorces C 
servent a Pamplification du site «amplificateur», les amorces D au site «promoteur 5S» et les amorces G au site 
«promoteur 35S». 

3.1.2 INTERACTION AVEC LE PROMOTEUR DU GENE D'ARNr 35S 

On sait que la prol ine UBF interagit de facon tres precise avec le promoteur du gene 

ribosomique chez les vertebres. Connaissant la focon dont UBF interagit avec le promoteur 

(Bazett-Jones et al., 1994), nous avons cherche a voir si Ton pouvait faire une correlation 
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avec la facon dont Hmolp se lie au promoteur du gene d'ARNr 35S chez la levure. Pour ce 

faire, nous avons utilise la technique d'empreinte a la DNAsel en contexte in vitro. 

Nous avons premierement clone une proteine Hmolp exprimant une Etiquette histidine en 

C-ter dans un vecteur pET30 (Invitrogen; #69909). Nous avons ensuite exprim6 cette 

protdine dans des cellules E. coli DH5oc. La proteine s'exprimant fortement sous forme de 

corps d'inclusion, nous avons renaturS ces derniers avant d'en purifier la proteine Hmolp. La 

purification, realisee sur colonne His-Trap HP, a permis d'obtenir une bonne quantite de la 

proline d'interet tres pure (voir elution #6 figure 9). Une fois d^barrassee de I'imidazole par 

dialyse, la proteine a pu etre utilisee pour 1'experience d'empreinte a la DNAse I. 

La sonde utilisee pour cette experience correspond a la sequence promotrice du gene d'ARNr 

35S. Elle s'etend de 155 nucleotides en amont, a 54 nucleotides en aval du TSS. Nous avons 

incube lxlOE'12mol de la sonde en presence de quantites croissantes de la proteine Hmolp. 

La comparaison entre la digestion de sonde non protegee ou incubee avec des quantites 

croissantes de la proteine purifiee (100 et 250 nM) ne met en lumiere aucune difference 

significative (voir figure 12). II ne semble pas y avoir de protection de zone particuliere du 

promoteur par la proteine Hmo lp dans les conditions utilises. 

3.1.2 AFFINITE POUR LA SEQUENCE PRIMAIRE DU LOCUS RIBOSOMIQUE 

Connaissant la distribution au locus ribosomique de la proteine UBF chez les vertebres, nous 

avons voulu verifier si Hmolp possede une affinite particuliere pour la sequence primaire au 

niveau du locus ribosomique. Pour ce faire, nous avons utilise la technique de retardement 

sur gel. Ayant deja purifie une proteine Hmolp recombinante pour l'experience d'empreinte 

a la DNAse I, nous l'avons egalement utilisee pour l'experience de retardement sur gel. 33 

fmol des sondes ont ete incubus sous les mernes conditions que celles utilisees pour 

l'experience d'empreinte a la DNAse I. 
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Les sondes, incubees en presence de quantity croissantes de la proteine (0, 25, 50, 100 et 

250 nM) ne demontrent d'affinite particuliere pour aucune des portions testees du locus 

ribosomique. La proteine demontre exactement la m§me affinite pour une sequence non 

ribosomique situee dans la sequence codante du gene URA3 (voir figure 13). En contexte in 

vitro, la proline Hmolp ne semble pas avoir d'affinite particuliere pour la sequence primaire 

du locus ribosomique. 

*® tJAF CF 
"*"«3^P 

OnM I N i M 250 nM 

Dnase I 

Figure 12. Empreinte a la Dnasel die Hmolp sur le promoteur du gene d'ARNr 35S. L'interaction de 
Hmolp avec la section -155 a +54 du promoteur du gene d'ARNr 35S de Saccharomyces cerevisiae a &e" 
determined par empreinte a la DNAsel. L'essai a ete realise" avec 1 pmol de sonde radiomarquee incubee avec 
des quantites croissantes de Hmolp (0, 100 ou 250 mM). La digestion a la DNAse a &6 realised avec des 
concentrations croissantes d'enzyme (0,0.0625 et 0.125 unite). 
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Figure 13. Affinite de la proteine Hmolp selon le site au locus ribosomique chez Saccharomyces 
cerevisiae, L'affinite' de la proteine Hmolp pour la sequence primaire du locus ribosomique a &e d&earminfe 
par un essai de retardement de migration sur gel. L'essai a &e realist sur 33 flnol de sonde radiomarquee 
incuWe avec des quantity croissantes de Hmolp (0, 25, 50, 100 et 250 nM). Les sondes utilises ciblent les 
sequences suivantes : sequence amplificatrice de I'espace interg&iique (premier panneau), promoteur du g&ie 
ARNr 5S (second panneau), promoteur du gene ARNr 35S (troisieme panneau), sequence 18S du gene d'ARNr 
35S (quatri&ne panneau), sequence 28S du gene d'ARNr 35S (cinqui&ne panneau), ainsi qu'une sequence non 
ribosomique (dernier panneau). 

3.2 VARIANT D'HISTONE H2A.Z 

En 2005, un article rapporte la presence du variant d'histone H2A.Z au niveau des 

promoteurs du locus ribosomique (Guillemette et al., 2005). Nous nous sornmes done 

demandes si la presence du variant H2A.Z a ces promoteurs jouait un role sur la regulation 

de la biosynthese des ribosomes. Nous nous sornmes aussi demanded si la presence de ce 

variant d'histone au locus ribosomique pouvait etre impliquee dans l'&ablissement d'une 

chromatine particuliere a ce locus. 

3.2.1 DISTRIBUTION ET COMPORTEMENT AU LOCUS RIBOSOMIQUE 

Nous avons utilise" une souche de levure developpee par le groupe de Luc Gaudreau de 

l'Universite de Sherbrooke. Cette souche est celle utilisee dans 1'article feisant remarquer la 

presence du variant d'histone H2A.Z au niveau des promoteurs du locus ribosomique 
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(Guillemette et al, 2005). II s'agit d'une souche haploi'de qui exprime le variant d'histone 

H2A.Z avec une Etiquette MYC en C-ter. En plus de cette modification, cette souche exprime 

egalement une version de Phistone canonique H2B avec une etiquette hemagglutinine (HA) 

en C-ter. 

Nous avons premierement reconfirme" la presence du variant d'histone H2A.Z au niveau des 

promoteurs du locus ribosomique. Pour ce faire, nous avons utilise la technique 

d'immunoprecipitation de la chromatine. Tout comme dans l'article de (Guillemette et al., 

2005), nous avons realise deux experiences d'immunoprecipitation de la chromatine en 

parallele. D'une part, une premiere immunoprecipitation de la chromatine assoctee au variant 

d'histone H2A.Z permet de mesurer son enrichissement a un endroit precis du genome. Une 

seconde immunoprecipitation contre l'histone canonique H2B est r6alisee pour mesurer 

P enrichissement de cette histone canonique. Cette seconde mesure d'enrichissement est 

utilisee pour normaliser la valeur d'enrichissement en variant d'histone. Puisque ces deux 

histones sont presentes dans les nucleosomes contenant le variant H2A.Z, cette normalisation 

permet d'eliminer le biais induit par un enrichissement ou un appauvrissement local en 

nucleosomes. 

Comme on peut le voir a la figure 14, nous avons Egalement note un enrichissement du 

variant d'histone H2A.Z aux promoteurs des genes d'ARNr 5 et 35S. Afin de voir si nous 

pouvions correler la presence du variant d'histone H2A.Z avec un &at transcriptionnel, nous 

avons repete ces experiences sur des cellules traitees a la rapamycine, ainsi que chez des 

cellules en phase stationnaire. On remarque que P enrichissement observe est plus important 

au niveau du promoteur de classe I. On remarque egalement que Penrichissement observe en 

H2A.Z au niveau des deux promoteurs est reduit de 50% apr&s un traitement a la rapamycine 

et d'environ 80% sur des cellules en phase stationnaire. La presence du variant d'histone 

H2A.Z aux promoteurs du locus ribosomique correle done avec Pactivite transcriptionnelle. 

64 



Praoiatettr gene d'ARNr 35S 
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Figure 14. Enrichissement en H2A.Z au locus ribosomique selon 1'etat de croissance. L'enrichissement de 
H2A.Z a &e d&ermin6 par immunoprecipitation de la chromatine associee a H2A.Z et normalised sur 
l'enrichissement de H2B aux m&nes sites. L'enrichissement a &e determine aux promoteurs des genes d'ARN 
5S et 35S. L'essai a ete realist sur des cellules en croissance exponentielle (DO 600 run a 1,0), sur des cellules 
en arrSt de croissance (60 minutes de traitement a la rapamycine a 0,1 ug/ml) ou en condition plateau (DO 600 
nm +16 heures de croissances). L'immunopr&ipitation a 6te realisee avec un anticorps dirige contre l'etiquette 
MYC de H2A.Z et un anticorps dirige" contre I'eiiquette HA de H2B. 

3.2.2 DISTRIBUTION ET COMPORTEMENT A CERTAINS GENES « RP » 

Puisque l'enrichissement du variant d'histone H2A.Z correle avec l'activite transcriptionnelle 

de classe I et III au locus ribosomique, nous nous sommes demandes ce qu'il en est chez des 

genes de classe II impliques dans la biosynthese des ribosomes. Nous sommes done altes voir 

au niveau du promoteur de quelques genes de proteines ribosorniques. 

Des 138 genes de classe II codant pour des proteines ribosorniques, (Guillemette et al., 2005) 

note la presence du variant d'histone H2A.Z a une tres grande majorite des promoteurs. Nous 

en avons done choisi trois au hasard chez lesquels nous avons 6tudi6 le comportement de 
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H2A.Z. II s'agit des genes RPS18b, RPS21 et RPS22b. Tout comme pour les promoteurs des 

genes d'ARNr 5 et 35S, nous avons precede" a I'immunoprecipitation de la chromatine 

associee au variant d'histone H2A.Z en parallele a celle de l'histone canonique H2B aux 

promoteurs de ces trois genes. 

Comme on peut le voir aux figures 15,16 et 17, cette premiere experience nous a permis de 

confirmer la presence du variant H2A.Z aux promoteurs de ces genes. Nous avons ensuite 

repute ces experiences sur des cellules stimulees a la rapamycine, ainsi que chez des cellules 

en phase stationnaire. On remarque que contrairement a ce qu'on observe au locus 

ribosornique, renrichissement de H2A.Z aux promoteurs de ces genes ne reduit pas, mais 

augmente de 300 a 500% chez les cellules stimulees a la rapamycine. Etrangement, chez les 

cellules en phase stationnaire, on observe seulement une faible augmentation allant de 10 a 

100%, selon les genes. Le variant d'histone H2A.Z est done present au promoteur de tous les 

genes de proteines ribosornique testes, mais son enrichissement semble davantage corr&er 

avec l'absence d'activity traductionnelle induite par la stimulation a la rapamycine. 
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Figure 15. Enrichissement en H2A.Z au promoteur du gene RPS1SB selon I'etat de croissance. 
L'enrichissement de H2A.Z a ete determine par immunopr&ipitation de la chromatine associee a H2A.Z et 
normalised sur renrichissement de H2B au m&me site. L'enrichissement a ete d&ermine' au promoteur du gene 
RPS18B. L'essai a &e" realise sur des cellules en croissance exponentielle (DO 600 nm a 1,0), sur des cellules en 
arrSt de croissance (60 minutes de traitement a la rapamycine a 0,1 ug/ml) ou en condition plateau (DO 600 nm 
+16 heures de croissances). L'immunopr&ipitation a 6t6 r&lis& avec un anticorps dirig6 contre l'&iquette 
MYC de H2A.Z et un anticorps dirige contre P&iquette HA de H2B. 
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Figure 16. Enrichissement en H2A.Z au promoteur du gene RPS21 selon l'etat de croissance. 
L'enrichissement de H2A.Z a ete determine par immunoprecipitation de la chromatine associee a H2A.Z et 
normalised sur renrichissement de H2B au meme site. L'enrichissement a &6 determine au promoteur du gene 
RPS21. L'essai a &e r&tlis6 sur des cellules en croissance exponentielle (DO 600 ran a 1,0), sur des cellules en 
arret de croissance (60 minutes de traitement a la rapamycine a 0,1 ug/ml) ou en condition plateau (DO 600 nm 
+16 heures de croissances). L'immunopr&sipitation a &6 realisee avec un anticorps dirig£ contre l'&iquette 
MYC de H2A.Z et un anticorps dirig£ contre l'etiquette HA de H2B. 
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Figure 17. Enrichissement en H2A.Z au promoteur du gene RPS22B selon l'6tat de croissance. 
L'enrichissement de H2A.Z a &e" determine par immunopr&ipitation de la chromatine associee a H2A.Z et 
normalised sur 1'enrichissement de H2B au meme site. L'enrichissement a &e" d&ermin6 au promoteur du gene 
RPS22B. L'essai a 6t6 realist sur des cellules en croissance exponentielle (DO 600 nm a 1,0), sur des cellules en 
arr& de croissance (60 minutes de traitement a la rapamycine a 0,1 ug/ml) ou en condition plateau (DO 600 nm 
+16 heures de croissances). L'immunoprecipitation a &e" r&lisee avec un anticorps dirig6 contre l'6tiquette 
MYC de H2A.Z et un anticorps dirige" contre l'&iquette HA de H2B. 

3.2.3 DELETION DU VARIANT D'HISTONE H2A.Z 

Afin d'etudier l'impact de la presence du variant d'histone H2A.Z sur la transcription de 

classe I au locus ribosomique, nous avons mis la main sur une souche MAY424, souche ou le 

gene HTZ1 fat supprime. Cette souche, gracieusement fournie par le laboratoire du docteur 

Luc Gaudreau, est la meme que celle utilisee pour des publications pr&edentes (Adam et al., 

2001). 

Afin de mesurer l'effet que Fabsence de H2A.Z a sur la transcription du gene d'ARNr 35S, 

nous avons mesure et compare le niveau d'ARN issu de la transcription du gene d'interet 
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dans chaque souche. La partie ARN des ribosomes &ant d'une tres grande stability, nous 

avons du proceder de facon particuliere pour differencier 1'ARNr nouvellement synthetise de 

PARNr ultra-abondant des ribosomes. Afin de mesurer l'effet sur la transcription du gene 

ribosomique, nous avons fait nos mesures sur le transcrit immature du gene d'ARNr 35S. En 

effet, tel que resume a la figure 18, plusieurs fragments du transcrit original sont episses 

pendant la maturation de celui-ci. Ces fragments n'etant que brievement presents, ils 

repr&entent une cible de choix pour mesurer le niveau d'expression du gene d'ARNr 35S. 

Tel que represente en rouge a la figure 18, nous avons utilise des amorces (#137 et 138) 

ciblant la sequence ETS, rapidement episs^e. La normalisation a ete realised en utilisant 

l'ARNm du gene de maintien ACT1 comme controle. Apres 1'extraction d'ARN total et la 

transcription inverse, on observe une chute du niveau d'expression du gene d'ARNr 35S de 

25 a 30% dans la souche bktzl. L'absence du variant d'histone H2A.Z entraine done une 

reduction faible mais reproductible du niveau de transcription du gene d'ARNr 35S. 

At At D 
ARN 18S ARN 5.8S ARN 25S 

B2 

Sequence mesurec 

BtL B1S 

II 

t > 
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Figure 18. Mesure de la nouvelle transcription de classe I. 
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Figure 19. Effet de la deletion du gene HTZ1 sur la transcription de classe I. L'effet de la deletion du gene 
HTZ1 sur la transcription de classe Ia6t6 e>alu6 par RT-PCR L'ARN total de cellules de type sauvage ou 
Ahtzl a &e extrait et a servi a la synthese d'ADNc. Le niveau de nouveaux transcrits d'ARN 35S a &e" mesure 
par PCR en temps r£el. 

3.2.4 DISTRIBUTION ET COMPORTEMENT DANS UNE SOUCHE PSW 

Nos resultats suggerent que 1'enrichissement du variant d'histone H2A.Z au niveau du 

promoteur du gene d'ARNr 35S correle avec l'activite transcriptionnelle au locus 

ribosomique. Nous nous sommes demandes si la machinerie transcriptionnelle de classe I 

pouvait participer a renrichissement du variant H2A.Z au niveau des promoteurs du locus 

ribosomique. 

Nous avons done utilise" une souche PSW (voir tableau 3). Cette souche haploide, cre^e dans 

le laboratoire du docteur Masayasu Nomura, est basee sur une souche W303 et son gene 

RRN9 a &6 supprime\ L'elimination du gene RRN9 a permis l'etablissement d'un phenotype 
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de changement de polymerase. Sous ce phenotype, le travail normalement accompli par la 

machinerie transcriptionnelle de classe I est realise par celle de classe II. Cette souche 

represente done un contexte ideal pour mesurer 1'impact de la machinerie transcriptionnelle 

sur la deposition du variant H2A.Z. 

A partir de la souche PSW, nous avons tout d'abord g6nere" par recombinaison homologue la 

souche PSWZ (voir tableau 3). Cette nouvelle souche, a l'image des souches utilisees dans 

les experiences precedentes, exprime une etiquette MYC dans la partie C-ter de la proteine 

H2A.Z. Nous avons ensuite utilisee cette souche pour determiner quel sera l'effet de la 

dispafition de la machinerie transcriptionnelle de classe I sur la distribution et le 

comportement de H2A.Z au locus ribosomique. 

Comme sur les autres souches, nous avons precede par immunoprecipitation de la 

chromatine. Nous avons commence" par immunoprecipiter la chromatine associ6e au variant 

H2A.Z dans la souche PSWZ. Nous avons ensuite r£pet£1'experience sur des cellules traitees 

a la rapamycine. Nous avons ete surpris de constater que meme dans la souche PSWZ, 

l'enrichissement en variant en variant H2A.Z au niveau des promoteurs du locus ribosomique 

est reduit de plus de 60% chez des cellules traitees a la rapamycine. Meme en l'absence de la 

machinerie transcriptionnelle de classe I, la presence du variant d'histone H2A.Z semble 

corr^ler avec l'activite transcriptionnelle au locus ribosomique. 
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Figure 20. Enrichissement de H2A.Z aux promoteurs du locus ribosomique dans une souche PSW de 
Saccharomyces cerevisiae. L'enrichissement de H2A.Z a ete d&ermin£ par immunoprecipitation de la 
chromatine assocife a H2A.Z et normalisee sur l'enridiissement de H3 aux memes sites. L'enrichissement a 6t6 
determine au promoteur des genes d'ARNr 5S et 35S. L'essai a &6 realise" sur des cellules en croissance 
exponentielle (DO 600 nm a 1,0) ou sur des cellules en arret de croissance (120 minutes de traitement a la 
rapamycine a 0,1 ug/ml). L'immunoprecipitation a ete realised avec un anticorps dirige contre l'&iquette MYC 
de H2A.Z et un anticorps dirige contre H3. 

3.2.5 ASSOCIATION DIRECTE PAR RETICULATION AU PSORALEN 

Les resultats obtenus par immunoprecipitation de la chromatine permettent d'etablir une 

correlation entre la presence du variant d'histone H2A.Z et l'&at transcriptionnel. 

Neanmoins, cette correlation n'est pas une demonstration directe puisqu'elle n'elimine pas 

toutes les autres possibilites. L'ideal serait de pouvoir d^montrer directement avec quel(s) 

etat(s) transcriptionnel(s) est associe le variant d'histone H2A.Z. Tel que mentionne 

pr6cedemment, la technique de reticulation au psoralen deVeloppee par Jose Sogo et Antonio 

Concord permet de faire cette demonstration (Concord et al., 1984). Nous avons done 
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cherche a utiliser cette technique pour associer renrichissement observe en variant H2A.Z au 

promoteur du gene ribosomique a un etat transcriptionnel. 

Nous avons done initialement cherche' a repeter l'experience de Jose Sogo. Pour determiner 

l'&at transcriptionnel du locus ribosomique, nous le digerons avec 1'enzyme de restriction 

EcoRl (dont les cibles sont identifiees a la figure 21) puis nous observons la migration d'un 

fragment precis en utilisant une sonde radiomarquee. Comme on peut le voir a la figure 21, 

apres de nombreux essais infructueux et beaucoup de mise au point nous sommes parvenus a 

observer les deux formes chromatiniennes associees aux diflferents etats transcriptionnels. La 

migration produit une seule bande chez 1'ADN contrdle non reticule, alors que Ton observe 

deux formes dififerentes migrant plus lentement chez Fechantillon reticule. Ces deux formes 

correspondent aux deux etats chromatiniens differents du site. La chromatine plus ouverte et 

transcrite est egalement plus accessible a la reticulation au psoralen (Gonconi et al., 1989). 

Cette accessibilite accrue cause un plus haut niveau de reticulation et un plus grand retard sur 

gel que la forme non transcrite qui correspond ainsi a la bande du bas. 

c^' ^ 5 S ARs 3 5 S 

n n t—i « • • 

TT T ^ 

2Slt 17SS 4?<C S4m 8200 8«W 924* 

Figure 21. Reticulation au psoralen. 

Forts de ce succes, nous avons done tente de coupler l'experience d'immunoprecipitation de 

la chromatine associee au variant d'histone H2A.Z a la reticulation de l'ADN au psoralen 

afin de voir ce qu'il en est niveau du promoteur ribosomique (en utilisant une sonde 

differente). Malheureusement, malgre plusieurs experiences prometteuses de mise au point, 
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les resultats obtenus ne parviennent pas meme a donner un signal. On peut evidemment 

penser que ce probleme est du a la limite dans la sensibilite de detection de la technique. 

Compte tenu de la longueur et de la complexity du protocole a realiser ce resultat n'est 

malheureusement pas tres surprenant. 
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CHAPITRE 4 

DISCUSSION 

4.1 Hmolp, PROTEINE A BOITE HMG DE CLASSE B 

Chez les mammiferes, on sait depuis longtemps que la proteine UBF joue un role central 

dans la transcription ribosomique. Cette proteine n'en demeure pas moins absente du 

prot^ome de Saccharomyces cerevisiae. En plus d'entrainer une stimulation importante de la 

transcription de classe I, la proteine UBF est egalement connue pour jouer un role sur la 

structure de la chromatine au locus ribosomique, avec une mention particuliere pour le 

promoteur du gene ribosomique. Chez la levure, la stimulation de la transcription de classe I 

est due au complexe UAF; on le considere done comme l'dquivalent fonctionnel de la 

proline UBF. Chose etrange, aucune des sous-unites de ce complexe ne possede 

d'homologie de sequence avec la proline UBF. Qui plus est, a ce jour, on n'a toujours 

decouvert aucun r61e structural pour le complexe UAF. Le recoupement des fonctions avec 

la proteine UBF etant incomplet, on evoque depuis quelques annees la possibility qu'un autre 

facteur vienne completer le role du complexe UAF chez la levure. La proteine Hmolp, 

connue pour son interaction avec la machinerie transcriptionnelle de classe I et possedant en 

plus une homologie de structure avec la proteine UBF, rut evidemment parmi les premieres 

evoqu&s. C'est done dans ce contexte prometteur que nous nous sommes interesses a la 

proteine Hmolp. 

Appuy6 par une abondante literature sur UBF, il est aise de comparer les caracteristiques 

qu'elle partage avec la proteine Hmolp. II nit notamment demontre que la proteine UBF 

interagit de facon tres precise avec le promoteur du gene ribosomique chez Xenopus laevis 

(Bazett-Jones et al., 1994). Au surplus, l'interaction d'UBF avec le promoteur se fait via ses 

trois premieres boites HMG (Stefanovsky et al, 1996), boites possedant une forte homologie 

avec celles de la proteine Hmolp (Gadal et al., 2002). Nous savons egalement qu'UBF 
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interagit avec le promoteur sous forme de dimeres (McStay et al., 1991), dimeres qui 

pourraient aussi etre formes par Hmolp via sa partie C-ter (Dolinski et Heitman, 1999; Lu et 

al., 1996). L'interaction d'UBF au promoteur impliquant en plus le volet structurel de la 

proteine, il s'agit d'un cas d'un interet exceptionnel pour etudier, par comparaison, le role de 

la proteine Hmolp chez la levure. Nous avons done commence par verifier l'interaction de la 

proteine Hmolp avec le promoteur du gene ribosomique 35S par empreinte a la DNAse I. 

Les r&ultats obtenus (voir la figure 12) indiquent qu'en conditions in vitro, la proteine 

Hmolp n'entraine pas de protection de sequences precises du promoteur et done que son 

interaction avec le promoteur semble se faire de facon non sp^cifique. Ce resultat est 

pourtant credible puisque les proteines a boites HMG de classe B vont generalement interagir 

a l'ADN de facon independante a la sequence; les prolines Hmgblp et Hgm2bp en sont 

d'ailleurs des exemples (Bustin et Reeves, 1996). 

La proteine UBF est egalement connue pour &re distribute sur 1'ensemble du locus 

ribosomique (O'Sullivan et al., 2002). Nous avons done veiifie si la proteine Hmolp 

poss&lait une affinite particuliere pour le locus ribosomique. En premier lieu, nous avons 

utilise la technique de retardement sur gel pour Etudier 1'affinite de la proteine Hmolp avec 

plusieurs sondes issues du locus ribosomique. Les resultats obtenus (voir la figure 13) 

confirment la capacite de Hmolp a Her l'ADN nu. Toutefois, Hmolp ne demontre pas 

d'affinite particuliere pour le promoteur du gene ribosomique 35S ou aucune autre sonde 

testae. Ce manque de specificite de Hmolp pour le promoteur, ou tout autre sequence, va 

dans la meme direction que les resultats obtenus par empreinte a la DNAse I. Ces 

observations sont egalement appuy^es par un article de (Kamau et al., 2004). Cet article 

signale egalement qu'en conditions in vitro, Hmolp lie l'ADN de focon independante a la 

sequence primaire tout en demontrant une affinite pour des structures secondares. 

Tous ces elements reunis suggerent une implication difterente de UBF et de Hmolp dans la 

regulation de la transcription ribosomique. Hmolp pourrait se limiter a jouer un role de 

facteur de structure ou a tout le moins de jouer un role bien moins central dans la regulation 
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de la transcription ribosomique. Ces experiences ayant ete realisees en contexte in vitro, elles 

ne nous permettent toutefois pas d'exclure une distribution differente en contexte in vivo. 

Nous sommes ensuite alles voir de quelle maniere se comporte Hmolp au niveau du genome. 

Nous avons done utilise la technique d'immunoprecipitation de la chromatine pour etudier sa 

distribution et son comportement au locus ribosomique. Les resultats obtenus (voir figure 11) 

nous indiquent un certain enrichissement de la proteine au niveau du regulateur d'expansion, 

de meme qu'au niveau du promoteur du gene ribosomique 35S. Cette distribution de Hmolp 

dans l'espace intergenique sera plus tard confirmee par le groupe de Kevin Struhl (Hall et al, 

2006). La repetition de cette experience sur des cellules traitees a la rapamycine n'entraine 

pas de variation dans 1'enrichissement de Hmolp aux sites testes. Puisque le traitement a la 

rapamycine reprime fortement la transcription de classe I (Claypool et al., 2004; Powers et 

Walter, 1999), notre interpretation de ces resultats etait qu'il n'y a pas de correlation entre 

Penrichissement en Hmolp et P activity transcriptionnelle au locus ribosomique. Cette 

observation etant coherente avec les resultats obtenus in vitro, nous avons conclu que Hmolp 

ne se comporte pas comme la proteine UBF au niveau du promoteur du gene ribosomique et 

qu'elle ne semble pas impliquee dans la regulation de la transcription de ce gene. Son 

manque apparent de sp^cificite pour une sequence particuliere evoque la possibility qu'il 

s'agisse d'un facteur general de chromatine indirectement impliqu6 dans la regulation de la 

transcription de classe I. Cette derniere possibility est d'autant plus credible que d'autres 

prolines a boite HMG de classe B agissent ainsi. En effet, d'autres prot&nes de ce groupe, 

citons ici en exemple Hmglp et Hmg2p, se lient a l'ADN sans egard a la sequence primaire, 

pr^sentant toutefois une preference marquee pour des structures secondares comme l'ADN 

en « four way junctions » (Bustin et Reeves, 1996). 

4.2 Hmolp, PROTEINE COORDINATRICE 

Deux articles majeurs ensuite publies par les groupes de Kevin Struhl et Olivier Gadal nous 

amenerent neanmoins a reviser en partie les conclusions initialement tirees. Comme nous 
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Pavons conclu, Hmolp ne se comporte effectivement pas comme la proteine UBF au niveau 

du promoteur du gene ribosomique ou dans la regulation de la transcription de classe I. (Hall 

et al., 2006; Kamau et al., 2004) conclurent egalement du manque de specificite de sequence 

de Hmolp. Toutefois, ils determinerent qu'w vivo cette derniere se trouve essentiellement 

distribute aux promoteurs des genes « RP » et dans une moindre mesure sur la sequence 

codante du gene d'ARN ribosomique 35S (Berger et al, 2007; Hall et al., 2006). Etant donn£ 

que Raplp est constitutivement presente aux promoteurs « RP » (Reid et al., 2000), la 

fonction de Hmolp y serait de permettre la regulation de leur expression en fonction de la 

disponibilite des ressources nutritives. On ne connait toutefois rien du mecanisme regulant sa 

presence a ces promoteurs, si ce n'est qu'il implique la voie TOR (Berger et al., 2007). On 

suggere finalement que sa presence au niveau de la sequence codante du gene ribosomique 

35S soit impliquee dans la regulation de l'elongation du transcrit, role recemnient evoque 

pour UBF (Stefenovsky et al., 2006). 

4.3 H2A.Z DANS LA BIOSYNTHESE DES RIBOSOMES 

En 2005, un article du groupe de Luc Gaudreau ehtdiant la distribution genomique du variant 

d'histone H2A.Z chez Saccharomyces cerevisiae signale notamment sa presence au locus 

ribosomique. Puisque Pimplication d'un variant d'histone dans la regulation de la biosynthese 

des ribosomes est quelque chose de completement nouveau, nous y avons accord^ un grand 

interdt. 

Nous avons commence par reconfirmer la presence du variant d'histone H2A.Z au locus 

ribosomique. Comme on peut le voir a la figure 14, nous avons egalement observe un 

enrichissement du variant d'histone H2A.Z legerement en amont des promoteurs des genes 

d'ARNr 5S et 35S. On note Egalement que 1'enrichissement au promoteur du gene 

ribosomique 35S est significativement plus eleve qu'au niveau du promoteur 5S. Ce resultat, 

bien qu'interessant, est peu surprenant puisqu'on observe la presence de ce variant d'histone 

a 63% des promoteurs du genome de Saccaromyces cerevisiae (Guillemette et al., 2005). Au 
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surplus, on trouve un element de liaison a Reblp legerement en amont du promoteur d'ARNr 

35S, element dont la presence est connue pour faciliter la deposition de l'histone H2A.Z a sa 

proximite" (Raisner et al., 2005). La presence de Tenement Rebl au promoteur du gene 

ribosomique 35S et non au gene 5S pourrait d'ailleurs expliquer la difference entre les 

niveaux d'enrichissement a ces sites. 

D'apres les observations faites au gene modblQ.GALl chez la levure, la presence du variant 

H2A.Z au promoteur est necessaire a 1' activation de la transcription. Malgre tout, ce dernier 

est expulse au cours de 1'activation et se voit done generalement associe" a la forme 

transcriptionnellement eteinte du gene (Adam et al, 2001; Larochelle et Gaudreau, 2003). Au 

locus ribosomique, les deux &ats transcriptionnels differents du gene d'ARNr 35 S correlent 

avec l'eu- ou rheterochromatine. Sachant qu'en 2005 le groupe de Hiten Madhani signale la 

presence du variant H2A.Z surtout dans l'euchromatine en amont de genes actifs et inactifs 

(Raisner et al., 2005), nous nous sommes demandes comment serait distribue ce dernier au 

locus ribosomique. £tant donne la difficulte technique de distinguer les deux etats 

chromatiniens au locus ribosomique, nous avons done repit6 l'experience 

d'immunoprecipitation de la chromatine associee au variant H2A.Z sur des cellules traces a 

la rapamycine, ainsi que sur des cellules en phase stationnaire. Les r^sultats obtenus (voir la 

figure 14) montrent une reduction de 50 a 80 % de 1'enrichissement en H2A.Z aux 

promoteurs ribosomiques chez les cellules dont la transcription de classe I est fortement 

r&luite. Ce resultat correle 1'enrichissement du variant d'histone H2A.Z avec l'&at 

euchromatique et transcriptionnellement actif du locus ribosomique. Ce resultat est d'autant 

plus intdressant qu'il cadre bien avec l'idee d'une chromatine particuliere au locus 

ribosomique recemment evoquee dans la litterature. 

Chez les mammiferes, les travaux d'Ingrid Grummt ont demontre que sous certaines 

conditions, la presence de TTF-I, l'equivalent fonctionnel chez les mammiferes de Reblp, 

entraine le deplacement de nucl^osomes a proximite du promoteur du gene ribosomique 

(Nemeth et al., 2004). Une des dispositions possibles des nucleosomes au promoteur correle 
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avec l'activite transcriptionnelle du gene en aval (Li et aL, 2006b). On sait egalement qu'au 

niveau du gene GAL1 chez Saccharomyce cerevisiae, la presence du variant d'histone H2A.Z 

entraine une reorganisation locale de la chromatine necessaire a 1'activation de la 

transcription (Guillemette et al., 2005). On peut done imaginer que la presence du variant 

H2A.Z aux promoteurs du locus ribosomique participe a une reorganisation de la chromatine, 

a proximite des promoteurs, favorable a la transcription au locus ribosomique. II ne s'agit 

toutefois pas de la seule possibility on pourrait notamment imaginer que le role de la 

presence du variant d'histone H2A.Z au locus ribosomique soit d'arrSter la propagation de 

Phet6rochromatine en amont d'un gene a transcrire (Meneghini et al., 2003). 

Dans un cas comme dans 1'autre, la deletion du gene HTZ1 entrainera ineVitablement une 

chute du niveau de transcription du gene ribosomique. Comme nous savions deja que la 

deletion du gene HTZJ entraine un retard significatif dans la croissance chez la levure (Adam 

et al, 2001), nous avons verifie l'effet de cette deletion sur le niveau de transcription du gene 

ribosomique 35S. Comme on peut le voir aux figures 18 et 19, Pabsence du variant H2A.Z 

entraine une chute d'environ 30 % du niveau de transcription de classe I. Le variant H2A.Z 

joue done un r61e au locus ribosomique et ne se contente pas uniquement de correler avec la 

transcription de classe I. 

Deux articles majeurs publics par Carles et Riva rurent publics en 2006 (Chedin et al., 2007; 

Laferte et al, 2006). Leur principale conclusion est que la transcription de classe I au locus 

ribosomique est en amont dans la regulation de la biosynthese des ribosomes, notamment de 

la regulation de la transcription des genes « RP ». Ayant remarque 1'implication du variant 

d'histone H2A.Z dans la regulation de la transcription de classe I, nous nous sommes 

demandes s'il pouvait egalement avoir un role dans la regulation de la transcription des genes 

« RP » et peut-etre dans la coordination de la biosynthese des ribosomes. Nous avons done 

etudie" le comportement du variant H2A.Z aux promoteurs de trois genes « RP ». Comme on 

peut le voir aux figures 15, 16 et 17, le variant H2A.Z se voit uniquement enrichi aux 

promoteurs des genes « RP » testes chez les cellules traitees a la rapamycine. Contrairement 
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a ce qu'on observe au locus ribosomique, cet enrichissement du variant aux promoteurs de 

genes transcriptionnellement inactifs de classe II correspond beaucoup mieux au modele de 

fonctionnement general du variant d'histone H2A.Z (Guillemette et Gaudreau, 2006). 

II est neanmoins etonnant de constater que le niveau d'enrichissement observe chez les 

cellules en phase stationnaire est inftrieur a celui observe chez les cellules traitees a la 

rapamycine. On pourrait expliquer cette difference par une distinction mecanistique entre la 

repression induite a la rapamycine et celle induite a la suite d'une longue periode de famine. 

Un article du groupe de Jason Brickner abordant cette distinction entre une repression a court 

et a long terme implique d'ailleurs le variant H2A.Z dans l'equation (Brickner et al, 2007). 

Selon Brickner, le variant H2A.Z pourrait egalement jouer un r61e favorisant une reactivation 

rapide de la transcription suite a une repression a court terme. Les resultats obtenus dans cet 

article d^montrent d'ailleurs une remarquable similarite avec ceux que nous avons obtenus 

aux promoteurs des genes « RP » (voir la figure 22). 
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Figure 22. Enrichissement en H2A.Z au promoteur de INOl selon Vitat de croissance (Tir6 de Brickner 
D. 2007). 
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Malgre les explications partielles avancees par le groupe de Jason Brickner, nous nous 

sommes demandes ce qui pouvait amener le variant d'histone H2A.Z a adopter un 

« comportement» si different du locus ribosomique aux genes « RP ». Ne sachant toujours 

pas precisement ce qui entraine la deposition du variant H2A.Z au niveau des promoteurs, 

nous avons porte notre interSt sur le r61e de la machinerie transcriptionnelle. La principale 

possibilite venant a l'esprit pour expliquer cette difference de comportement est l'existence 

d'une chromatine ribosomique dont les particularites locales entraineraient notamment le 

variant H2A.Z a etre associe a une chromatine transcrite plutot qu'eteinte. Bien qu'on ne 

dispose toujours pas de preuve directe soutenant l'existence d'une chromatine ribosomique, 

on sait que les telomeres et les loci HML et HMR possedent quand a eux de fortes 

particularites locales, notamment au niveau du comportement de l'histone desacetylase Sir2p 

(Moazed, 2001). 

La principale question demeure a savoir quelles sont ces differences locales de la chromatine 

qui entraineraient le variant H2A.Z a prendre un comportement different de celui observe aux 

genes « RP ». La difference la plus marquante entre les loci des genes « RP » et le locus 

ribosomique demeure la nature de la machinerie transcriptionnelle. Comme l'arrivee de la 

machinerie transcriptionnelle au locus pourrait entrainer des modifications locales a la 

chromatine ou encore a la deposition de certaines histones, nous y avons porte un grand 

interet. 

Utilisant une souche PSW, nous avons etudie le comportement du variant d'histone H2A.Z 

au locus ribosomique en absence de machinerie transcriptionnelle de classe I. Les resultats 

obtenus, presentes a la figure 20, indiquent que le remplacement de la machinerie 

transcriptionnelle de classe I par celle de classe II n'entraine pas de changement dans le 

« comportement » du variant H2A.Z. La machinerie transcriptionnelle de classe I n'est done 

pas directement responsable du « comportement» du variant H2A.Z au locus ribosomique. 
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Cette experience n'etant toutefois pas tres exhaustive, elle ne nous permet pas d'identifier un 

element pouvant expliquer cette difference dans le « comportement» du variant H2A.Z. Elle 

nous permet neanmoins de determiner que si la cause de cette variation de comportement est 

au niveau de la chromatine, elle est deja presente avant l'arrivee de la machinerie 

transcriptionnelle. Plusieurs aspects, certainement moins attrayants mais tout de meme 

possible, demeurent toujours non explores. On peut par exemple penser a la structure du 

promoteur d'ARNr 35S qui est tres differente de celle d'un promoteur de gene « RP ». On 

note Fabsence de site Rebl aux promoteurs de genes « RP », alors que l'etement Rapl fait 

defaut au promoteur du gene ribosomique 35S. Chez les mammiferes, 1'element To, 

l'equivalent du site Rebl, est connu comme servant de pole permettant le recrutement d'un 

complexe de remodelage, d'histones deacetylases et meme d'ADN methyltransferases. La 

presence ou l'absence d'un tel site ne saurait manquer d'affecter la regulation de la 

deposition des variants d'histone. 

Un changement dans le « comportement» du variant d'histone H2A.Z au locus ribosomique 

induit par un changement de classe de machinerie transcriptionnelle serait venu confirmer 

que le variant d'histone est bel et bien associe aux copies transcriptionnellement actives du 

locus ribosomique. II faudra toutefois trouver une autre facon de demontrer directement cette 

association entre le variant d'histone H2A.Z et la partie euchromatique du locus ribosomique. 
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CONCLUSION 

L'objectif general de ce projet etait d'etudier l'implication de la regulation de la structure de 

la chromatine dans la regulation de la transcription au locus ribosomique. Notre premier 

interSt etait la proteine Hmolp, connue pour son lien avec la machinerie transcriptionnelle de 

classe I et son homologie de sequence avec la proteine UBF. Nous avons commence par 

etudier le facteur Hmolp pour voir s'il completait la fonction du complexe UAF dans la 

regulation de la transcription de classe I. Les experiences realisees en contexte in vitro ont 

indique que la proteine Hmolp se peut se Her a l'ADN, mais qu'elle ne demontre aucune 

specificite pour la sequence du promoteur ou du locus ribosomique. Nous avons egalement 

etudte sa distribution au locus ribosomique par immunoprecipitation de la chromatine. Nous 

y avons determine un certain enrichissement au niveau du promoteur du gene ribosomique, 

enrichissement non affecte par l'etat de croissance de la cellule. Notre conclusion &ait que le 

facteur Hmolp n'entraine pas la formation de structure pseudo nucleosomale au promoteur 

ribosomique comme le fait UBF chez les mammiferes. Nous concluons egalement que le 

facteur Hmolp ne semble pas avoir de role dans la regulation de la transcription au niveau du 

promoteur du gene d'ARNr 35S. Des travaux subsdquents ayant dtudte la distribution de 

Hmolp sur l'ensemble du genome ont pour leur part conclu que cette proteine joue un role de 

coordination de la transcription des differents genes « RP » en fonction de la disponibilite des 

ressources (Hall et al., 2006). II fut egalement suggere que Hmolp soit aussi impliquee dans 

regulation de l'elongation du transcrit ribosomique (Berger et al., 2007). 

Notre second interet dans ce projet fut le variant d'histone H2A.Z. Apres la publication par le 

groupe de Luc Gaudreau de la presence du variant d'histone H2A.Z au niveau des 

promoteurs du locus ribosomique (Guillemette et al., 2005), nous nous sommes questionnes 

sur son role dans la regulation de la biosynthese des ribosomes. Les experiences 

d'immunoprecipitation de la chromatine realisees nous ont permis de correler la presence du 

variant H2A.Z aux promoteurs du locus ribosomique avec l'activite transcriptionnelle de 

classe I et dans une moindre mesure de classe III. Nous avons observe que l'absence du 
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variant H2A.Z entraine une reduction d'environ 30% du niveau de transcription de classe I. 

Sa presence va done au-dela de la simple correlation et joue un role sur la regulation de la 

transcription de classe I. Nous avons egalement realise" qu'au niveau des promoteurs de genes 

« RP » l'enrichissement en H2A.Z correle avec une recente repression de l'activite 

transcriptionnelle. Les experiences d'immunoprecipitation de la chromatine realisees dans le 

contexte PSW nous permettent egalement d'eliminer la difference de machinerie 

transcriptionnelle comme raison principale de la difference de «comportement» du variant 

d'histone H2A.Z entre le locus ribosomique et les promoteurs de genes « RP ». II s'agit des 

premiers travaux mettant en lumiere l'importance du variant d'histone H2A.Z dans la 

regulation de la transcription au locus ribosomique. Bien que de nombreux efforts en ce sens 

furent realises, une demonstration plus directe de I'association du variant d'histone H2A.Z 

avec la forme euchromatique du locus ribosomique demeure neanmoins a realiser. Une telle 

association serait un premier indice en faveur d'une chromatine particuliere au locus 

ribosomique. 
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