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RÉSUMÉ

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

les ARN messagers (ARNm) cellulaires chez les eucaryotes, au cours du processus

transcriptionnel. L’ARN p01 II ne peut initier la transcription de manière spécifique à un

gène sans l’aide d’un groupe de facteurs accessoires, les facteurs généraux de

transcription (FGT) TBP (TFIID), TFIJB, TFIIA, TFIIE, TFIIF et TFIIH. Ces facteurs

recrutent l’ARN pol II au promoteur d’un gène et assistent l’enzyme lors de l’ouverture

de la double-hélice d’ADN de —9 à +2, l’initiation de la transcription au site +1 et le

dégagement du promoteur. Bien que plusieurs études aient été faites sur les FGT, notre

connaissance de leur mécanisme d’action demeure incomplète.

Par le passé, des études de photo-pontage protéine-ADN ont permis de montrer

que l’ADN du promoteur est enroulé autour de l’ARN pol II dans un complexe

d’initiation comprenant TBP, TFIJB, TFIIE et TFILF. Ces études ont aussi permis de

positionner les FGT par rapport à l’ADN dans ce même complexe. Dans cette thèse, nous

avons utilisé la technique de photo-pontage pour localiser TFIIA dans le complexe

d’initiation afin de mieux comprendre son rôle à cette étape de la transcription. Ainsi,

nous avons pu montrer que TFIIA occupe des positions auxquelles sont aussi retrouvés

TFIIF, TFIIE et l’ARN p01 II, suggérant une interaction possible entre ces facteurs. Par

chromatographie d’affinité, nous avons montré que TFIIA est capable de lier TFIIF et

TFIIE et avons identifié les sous-unités impliquées dans ces interactions. Nous avons

défini deux domaines de la sous-unité RAP74 de TFIIF, responsables de l’association

avec TFIIA et avons démontré la capacité de ce dernier à stimuler l’initiation via RAP74

et la sous-unité f3 de TFIIE.

Le rôle de TfIIEa lors de l’initiation a aussi été étudié. En effet, la technique de

photo-pontage protéine-ADN a permis de localiser la plus grande sous-unité de TFIIE à

la position -10 du promoteur, juste en amont de la région qui forme la bulle

transcriptionnelle. Nous avons pu observer que TfIIEŒ stimule l’initiation de façon plus
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importante en présence d’une matrice présentant une ouverture artificielle dc 2

nucléotides entre -11 et -1. Nos résultats suggèrent que TFIIEa facilite l’ouverture du

promoteur en contactant l’ADN en amont de la bulle de transcription, lorsque celle-ci est

partiellement ouverte durant les étapes précédant l’initiation.

La compréhension du mécanisme catalytique de l’ARN pol II a connu une grande

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

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

permis de proposer différents modèles pour expliquer la catalyse de formation du lien

phosphodiester, l’entrée des nucléotides au site actif et la transiocation des acides

nucléiques pendant la polymérisation. De plus, des fonctions ont été suggérées pour

plusieurs éléments structuraux des sous-unités catalytiques de l’enzyme, Rpbl et Rpb2,

se retrouvant près de la région de l’hybride ADN-ARN et donc près du site actif. Afin de

déterminer les rôles de ces éléments dans le processus transcriptionnel, nous avons

procédé à la mutagénèse de ceux-ci et à la caractérisation des mutants obtenus à l’aide

d’essais fonctionnels. Cette étude a permis de déterminer que les boucles switch 3 de

Rpb2 et les boucles rudder et z;per de Rpbl sont impliquées dans la formation du

complexe prétranscriptionnel au promoteur. De plus, nous avons identifié un rôle pour la

boucle Jork loop J de Rpb2, à l’étape d’initiation de la transcription. Finalement, nous

montrons que l’acide aminé strictement conservé E791 de Rpb2 est impliqué dans la

liaison d’un ion métallique et le chargement du nucléotide au site catalytique pour la

polymérisation.

Mots clés Expression génétique, facteurs généraux de transcription, synthèse des ARN

messagers, structure cristallographique, mécanisme catalytique, mutagénèse dirigée,

essais fonctionnels, photo-pontage protéine-ADN.
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ABSTRACT

RNA polymerase II (RNAPII) synthesizes ail messenger RNA (mRNA) in

eukaryotic celis. In order to initiate gene-specific transcription at a prornoter, RNAPII

requires the help of the General Transcription factors (GTfs) TBP (TFIID), TfIIB,

TFIIA, Tf11E, TFIIF and TFIIH. These factors recruit RNAPII to a gene’s promoter and

assist the enzyme during opening of the DNA lieux between -9 and +2, transcription

initiation at the +1 site and promoter escape. Although many studies have been carried

out on the GTFs, our knowledge oftheir precise roles remains incomplete.

Previous protein-DNA photo-crosslinking studies have shown that promoter DNA

is wrapped around RNA pol II in a preinitiation compiex also including TBP, TFIIB,

TFITF and TFIIE. These studies have allowed positioning ofthe GTfs relative to DNA in

this complex. In this thesis, we have used the photo-crosslinking technology to localize

TflIA in the initiation compiex in order to understand its role at this stage of the

transcription process. We have been able to localize TflIA at positions also occupied by

TFIIF, Tf11E and RNAPII, suggesting a possible interaction between these factors. Using

affinity chromatograpliy, we have shown that TflIA is able to bind to both TFIIF and

Tf11E and have identified the subunits implicated in this interaction. We have identified

two domains within the RAP74 subunit of TfTIF involved in the association with IFlIA.

finally we have shown that IFlIA stimulates transcription initiation through its

interaction with RAP74 and the f3 subunit of IF11E.

The role of TFIIEŒ in transcription initiation was also studied. Protein-DNA

photo-crosslinldng has allowed us to localize the iargest subunit of IF11E near nucleotide

-10, a position immediateiy upstream of the transcription bubble in the open complex.

Increased stimulation of transcription initiation was obtained using a DNA template

artificially meited in the -11/-1 region. Our resuits suggest that TFIIEŒ facilitates open

complex formation througli its interaction witli the upstream end of the partially opened

transcription bubble.
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Important advances were made in understanding the catalytic mechanism of

RNAPII with the publication ofhigh resolution crystallographic structures ofthe enzie,

either alone, or during transcript elongation on a DNA template. These structures have

allowed proposing different models to explain phosphodiester bond synthesis, nucleotide

entry to the active site and nucleic acid transiocation during polymerization. Furthermore,

functions were suggested for a number of structural elements encoded Rpbl and Rpb2

and found in the region of the DNA-RNA hybrid region of the active site. In order to

address experimentally the roles of these elements in the transcription process, we have

used site-directed mutagenesis to design various mutants that were then characterized

using different functional assays. We have been able to determine that the Rpb2 switch 3

loop and the Rpbl rudder and zlpper loops are necessary for preinitiation complex

formation on promoter DNA. We have also described a role for Rpb2 fork loop 1 at the

initiation stage of transcription. Finally, we have shown that the strictly conserved Rpb2

amino acid E791 is implicated in binding of a metal ion and in nucleotide loading in the

active site for polymerization.

Key words Gene expression, general transcription factors, transcription initiation, RNA

polymerase II, mRNA synthesis, crystallographic sructure, catalytic mechanisms, site

directed mutagenesis, functional assays, protein-DNA photo-crosslinking
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CHAPITRE 1

INTRODUCTION

Les ARN polymérases (ARN pol) dépendantes de l’ADN sont des enzymes qui

catalysent la formation d’un ARN à partir d’une matrice d’ADN. Chez les procaryotes,

une seule ARN p01 synthétise tous les types d’ARN cellulaires. Chez les organismes

eucaryotes, il existe cependant trois types d’ARN polymérases, les ARN pol I, II et III,

ayant des fonctions spécifiques. L’ARN p01 I est responsable de la synthèse des ARN

ribosomaux (ARNr), l’ARN pol II, des ARN messagers (ARNm) et des ARNsn (sinait

niiclear RNA) et l’ARN pol III, des ARN de transfert (ARNt) et de l’ARNr 5s.

L’ARNm constitue un code pour la synthèse d’une protéine, par le mécanisme de

la traduction cellulaire. Il existe dans la cellule eucaryote primitive de levure environ

5500 gènes codant pour des protéines (Blandin et aÏ., 2000). Chez l’humain, le nombre

passe à 20 000 (International Human Genome Sequencing Consortium, 2004). La

transcription de ces gènes est un processus qui doit être hautement régulé pour permettre

à la cellule de répondre à son environnement, de se spécialiser dans une fonction

particulière au sein d’un organisme et de se diviser adéquatement. Pour ce faire, l’ARN

pol II nécessite l’aide d’une pléiade de protéines et de séquences d’ADN régulatrices, qui

interviennent dans le processus transcriptionnel. Il existe donc des protéines qui modulent

l’organisation de l’ADN, qui, dans la cellule eucaryote, se retrouve sous forme de

chromatine. D’autres protéines, les activateurs transcriptionnels, stimulent la transcription

en se liant à des séquences régulatrices spécifiques sur l’ADN et à des coactivateurs. Les

répresseurs et les corépresseurs inhibent l’expression de gènes par des mécanismes

variés. Les facteurs généraux de transcription (FGT) TFIID, TFIIB, TFIIA, TFIIF, TFIIE

et TFIIH permettent le recrutement de l’ARN pol II au promoteur d’un gène et l’initiation

de la synthèse de l’ARNm au site +1. Finalement, plusieurs facteurs modulent

l’élongation du transcrit et la terminaison de la transcription.
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La publication de structures cristallographiques à haute résolution de l’ARN p01

bactérienne et de l’ARN p01 II de levure, seules ou en complexe avec l’ADN ou des

facteurs de régulation, a permis de proposer différentes hypothèses et modèles pour

expliquer le fonctionnement de l’enzyme. Cependant, peu d’expériences biochimiques

ont été réalisées à ce jour afin de confirmer ou d’infirmer ces derniers. Dans cette thèse,

nous nous sommes intéressés aux rôles des FGT dans le processus transcriptionnel, plus

particulièrement à ceux de TFIIA, TFIIF et TFIIE, ainsi qu’au mécanisme catalytique de

l’ARN p01 II en relation avec sa structure. L’introduction présentée traitera donc de la

régulation de la transcription par l’ARN pol II, des différentes étapes du processus

transcriptionnel et du rôle des FGT dans certaines de ces étapes, de la structure de l’ARN

p01 II et de son mécanisme catalytique.

1.1 La régulation de la transcription

1.1.1 La chromatine

Dans le noyau eucaryote, l’ADN est retrouvé sous une forme condensée: la

chromatine. La fibre de chromatine renferme différents niveaux de compaction de

l’ADN. À la base on retrouve le nucléosome, formé d’histones (H2A, H2B, H3 et H4)

(revu par Horn et Peterson, 2002). Les histones sont des protéines basiques qui

contiennent deux domaines fonctionnels : un domaine appelé histone-fotd, qui supporte

les interactions histone-histone et histone-ADN et un domaine N-terminal riche en lysine.

Le domaine N-terminal ainsi que la région C-terminale des histones peuvent être le site

de nombreuses modifications post-traductionnelles (principalement 1’ acétylation, la

méthylation, la phosphorylation et l’ubiquitination). La structure cristallographique d’un

nucléosome a révélé que celui-ci était constitué de 146 paires de base (pb) d’ADN

enroulées 1,7 fois autour d’un octamère des histones H2A, H2B, H3 et H4, chacune

présente en 2 copies (Luger et aÏ., 1997). Les queues N-terminales des histones sont

projetées vers l’extérieur de la structure où elles peuvent interagir avec des protéines

régulatrices, avec l’ADN de liaison (ADN linker), situé entre deux nucléosomes, ainsi

qu’avec l’ADN des nucléosomes avoisinants. Ces interactions entre nucleosomes vont
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permettre la formation d’une structure plus compacte appelée la fibre de chromatine de

30 nrn (revu par Woodcock et Dimitrov, 2001). L’histone Hi ou histone linker, qui

interagit avec chaque nucléosorne, va stabiliser la structure de la fibre chromatinienne.

Les fibres de chromatine peuvent encore interagir entre elles pour former une structure

plus condensée de 100 à 300 nm pendant la métaphase.

Un niveau aussi élevé de compaction est réfractaire aux différents processus

biologiques de l’ADN, tels la réplication, la réparation et la transcription, constituant

ainsi un mode de régulation pour ces derniers. Deux familles d’enzymes existent dans la

cellule qui, en réponse à des signaux d’activation ou de répression, vont modifier la

structure de la chromatine afin de favoriser ou réprimer la transcription de gènes cibles

les complexes de remodelage de la chromatine dépendants de l’ATP et les complexes qui

modifient les histones de façon covalente.

1.1.1.1 Les complexes de remodelage de la chromatine dépendants de l’ATP

Les complexes de remodelage de la chromatine utilisent l’énergie de l’ATP afin

de modifier les interactions histones-ADN (revu par Lusser et Kadonaga, 2003). Tous les

complexes de remodelage possèdent une sous-unité ATPase faisant partie de la famille

8nJ2-Ïike (Eisen et al., 1995). Cette famille est subdivisée en sous-familles en fonction de

la présence de domaines protéiques spécifiques, distincts du motif ATPase (Lusser et

Kadonaga, 2003). Par exemple, tous les membres de la sous-famille SNF2, incluant les

sous-unités ATPase des complexes SWJISNF, RSC et hSWII$NF, possèdent un

bromodomaine. Les membres de la sous-famille ISWI (RSF, hCHRAC, NoCR)

possèdent tous un domaine SANT (SWI3, ADA2, N-CoR, TFIIIB), alors que les

membres de la famille CHDÏ (NuRD, Mi-2) contiennent un chromodomaine et un

domaine de liaison à l’ADN. Le rôle de ces domaines protéiques dans la régulation

transcriptionnelle sera discuté plus loin.

L’un des complexes de remodelage de la chromatine les mieux caractérisés est le

complexe SWIISNF (Martens et Winston, 2003). Le complexe SWJISNF a été identifié
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génétiquement chez la levure comme étant impliqué dans la régulation de la transcription

du gène de l’endonucÏéase HO, qui joue un rôle dans le processus de changement de type

sexuel (SWI: switching mating-type) et dans la transcription du gène SU2 (SNF

sucrose non-fermenting). Plus tard, il a été démontré que SWJISNF était impliqué dans la

régulation d’un nombre restreint de gènes chez la levure (environ 5 %) en conditions de

croissance sur milieu riche, soit en activant ou en réprimant la transcription (Holstege et

aÏ., 1998; Martens et Winston, 2003). Chez l’humain, hSWIISNF est requis pour la

transcription de groupes de gènes, incluant les gènes de réponse au choc thermique (de, I

et aÏ., 2000), aux récepteurs stéroïdiens (Fryer et Archer, 1998) et les gènes impliqués

dans la progression du cycle cellulaire (Zhang et al., 2000). Le complexe RSC, identifié

chez la levure, semble jouer un rôle plus général dans la régulation transcriptionnelle.

Des expériences d’immunoprécipitation de la chromatine (ChIP) ont montré qu’il était

recruté sur plusieurs promoteurs de l’ARN pol III de façon basale et sur certains

promoteurs de l’ARN pol II par des activateurs ou des répresseurs (Ng et al., 2002).

Plusieurs modèles ont été proposés afin d’expliquer comment les complexes de

remodelage de la chromatine modifient les interactions histones-ADN de façon à moduler

l’activité transcriptioimelle (Saha et al., 2002; Aoyagi et Hayes, 2002; Whitehouse et al.,

2003). Des expériences biochimiques semblent indiquer qu’il existerait des mécanismes

différents de remodelage selon les familles de complexes (Lusser et Kadonaga, 2003).

Par exemple, un modèle de translocation a été proposé pour les complexes de remodelage

faisant partie de la famille ISWI, qui participent à l’assemblage des nucléosomes et

augmentent la stabilité de la chrornatine (Ito et al., 1997; LeRoy et al., 2000; Gelbart et

al., 2001). Dans ce modèle, le complexe de remodelage défait les contacts entre les

histones et l’ADN en se déplaçant sur la chromatine. Après le passage du complexe, les

contacts sont rétablis de façon à ce que le nucléosome se retrouve à une position

différente de sa position initiale. En ce qui concerne les complexes de la sous-famille

SNF2 qui, dans les essais biochimiques altèrent la structure du nucléosome (Imbaizano et

al., 1996; Jaskelioff et aÏ., 2000; Lorch et al., 2001), différents modèles ont été suggérés,

dont un modèle de transfert latéral de l’ADN (Lusser et Kadonaga, 2003). Dans ce

modèle, le complexe de remodelage catalyse le déplacement d’un tour d’ADN
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nucléosomal sur l’octamère d’histone de façon latérale, alors que le tour suivant est

déplacé du nucléosome. Ceci conduit à l’exposition d’une nouvelle portion d’ADN.

1.1.1.2 La modification covalente des queues des histones

Les queues N-terminales des histones sont sujettes à des modifications covalentes

au niveau de certains de leurs résidus (revu par Khorasanizadeh, 2004). Les histones

peuvent être acétylées (lysines), méthylées (lysines, arginines), phosphorylées (sérines,

thréonines), ubiquitinées (lysines), sumoylées (lysines) ou ADP-ribosylées (acides

glutamiques). L’acétylation des histones par les histones acétyltransférases (HAT) est la

mieux caractérisée de ces modifications. Il existe plusieurs familles de HAT, dont les

familles GCN5/PCAF, CBP/p300 et MYST, définies selon l’homologie de séquence de

ses membres et ayant des spécificités différentes pour les résidus et les histones acétylées

(Marmorstein, 2001). Les premières études semblaient montrer que les membres de la

famille GCN5/PCAF fonctionnaient comme coactivateur pour un certain nombre de

gènes seulement (Holstege et al., 199$; Lee et al., 2000). Une étude plus récente de

localisation à l’échelle génomique montre cependant que GCN5 et Esal de la famille

MYST se retrouvent sur les éléments régulateurs de la plupart des gènes activement

transcrits (Robert et al., 2004). Tous les HAT caractérisées à ce jour sont retrouvées sous

la forme de grands complexes in vivo. Par exemple, Gcn5 de levure se retrouve dans les

complexes SAGA et Ada (Grant et aÏ., 1997) et PCAF fait partie d’un complexe SAGA

like (Ogryzko et al., 1998). La formation de ces différents complexes incluant les HAT

module la spécificité d’acétylation de ces derniers.

L’acétylation des lysines est une modification réversible grâce aux histones

déacétylases (HDAC). Les HAT et les HDAC interagissent avec différents facteurs de

transcription pour permettre leur recrutement au promoteur (Featherstone, 2002). Au

promoteur de l’INf-13, les facteurs de transcription NF-icB, IRF1 et l’hétérodimère

ATF2/c-Jun se lient de façon coopérative à leurs sites de reconnaissance sur l’enhancer,

qui est exempt de nucléosome, en présence de la protéine architecturale HMG1(Y) pour

former un grand complexe appelé l’enhanceosorne. L’enhanceosome constitue une
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nouvelle surface d’interactions qui permet le recrutement d’un complexe HAT contenant

GCN5. Ce dernier acétyle le nucléosome, qui masque la boîte TATA et le site d’initiation

du promoteur permettant le recrutement de la machinerie transcriptionnelle basale

(l’ARN pol II et les FGT) (Merika et Thanos, 2001; Merika et al., 1998).

Les autres modifications des histones ont différents rôles à jouer dans la cellule.

La méthylation des lysines par les histones méthyltransférases (HMT) est importante

pour le processus de transfert épigénétique (Lachner et al., 2003). Au cours de ce

processus, des régions chromosomiques sont marquées par la méthylation afin de

conserver un patron spécifique d’activité transcriptionnelle suite à la division cellulaire.

Les histones méthylées sont ensuite reconnues et liées par des protéines impliquées dans

la condensation de la chromatine et la répression. La méthylation des lysines peut aussi

être liée à l’activation transcriptioimelle (Zhang et Reinberg, 2001). L’ubiquitination des

lysines et la méthylation des arginines sont des modifications qui corrèlent avec

l’activation de la transcription (Zhang, 2003; Zhang et Reinberg, 2001), alors que la

sumoylation de l’histone H4 est importante pour la répression transcriptionnelle (Shiio et

Eisenrnan, 2003). Finalement, la phosphorylation des sérines est impliquée dans la

condensation des chromosomes durant la mitose et est aussi liée à l’activation

transcriptionnelle. Plusieurs enzymes ont été identifiées comme étant capables d’inverser

ces modifications (Khorasanizadeh, 2004). Ubp8, une sous-unité du complexe SAGA,

catalyse le retrait de l’ubiquitine des lysines de l’histone H2B. Des phosphatases de la

famille PP1 (protein posphatase 1) permettent la déphosphorylation des sérines de

l’histone H3. Récemment, une première histone déméthylase a été identifiée. Cette

enzyme appelée LSD1 déméthyle spécifiquement la lysine 4 des histones H3, réprimant

ainsi la transcription de gènes cibles (Shi et al., 2004).

Différents modèles tentent d’expliquer comment les modifications covalentes des

histones influencent la structure de la chromatine de façon à permettre la transcription.

Les premiers modèles proposaient que l’annulation d’une charge positive sur une lysine

par l’acétylation diminuerait la stabilité de l’interaction des queues N-terminales avec

l’ADN internucléosomal et avec l’ADN des nucléosomes voisins permettant une
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ouverture de la chromatine. Un modèle plus récent propose que les modifications post

traductionnelles spécifiques des histones constituent un code (histone code model) qui est

ensuite reconnu par d’autres facteurs, comme des enzymes remodelant la chromatine ou

des facteurs généraux de transcription, conduisant à l’initiation de la transcription (Strahl

et Allis, 2000; Agalioti et al., 2002). Par exemple, au promoteur de l’1NF-, suite au

recrutement de GCN5 par l’enhanceosorne et à l’acétylation du nucléosome masquant la

boîte TATA et le site d’initiation (voir ci-haut), un complexe CBP-ARN p0! II

holoenzyme est recruté. Le complexe de remodelage de la chromatine SWJISNF arrive

ensuite au promoteur, via des interactions avec CBP et les queues des histones acétylées

(Agalioti et al., 2000). SWI!SNF remodèle la chromatine permettant la liaison de TFIID à

la boîte TATA. Ce dernier induit une courbure dans la boîte TATA qui entraîne le

glissement du nucléosome vers une position plus en aval, libérant le site +1 et permettant

l’initiation (Lomvardas et Thanos, 2001). Il a été démontré que l’acétylation des histones

du nucléosome à ce promoteur par GCN5 constituait un code reconnu par SWTISNF et

TFIID, essentiel à leur recrutement. (Agalioti et al., 2002).

L’existence de bromodomaines, de chromodomaines et de domaines SANT,

capables d’interagir respectivement avec des histones acétylées, méthylées et non-

acétylées, sur un grand nombre de protéines associées à la chromatine supporte

l’hypothèse du code des histones (Marmorstein et Berger, 2001; Jacobson et al., 2000;

Yu et al., 2003). En effet, tous les complexes de remodelage de la chromatine contiennent

une sous-unité possèdant l’un ou l’autre de ces domaines. Les bromodomaines sont aussi

retrouvés chez plusieurs coactivateurs dont GCN5, p300/CBP et TAFII25O (Marmorstein

et Berger, 2001).

1.1.2 Activateurs

Les activateurs, aussi appelés facteurs de transcription liant l’ADN, sont des

protéines modulaires constituées de différents domaines ayant des fonctions spécifiques

dans le processus d’activation (revu par Triezenberg, 1995; Remenyi et al., 2004). Tout

d’abord, ils possèdent un domaine de liaison à l’ADN qui leur permet de reconnaître et de
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lier un site spécifique sur ce dernier. La reconnaissance du site spécifique peut se faire en

collaboration avec d’autres activateurs, qui interagissent entre eux via des domaines de

coopérativité. Le domaine d’activation permet quant à lui le recrutement de la machinerie

transcriptionnelle au promoteur, soit via des interactions directes avec les FGT, soit via

des interactions avec des coactivateurs. Dans certains cas, les domaines de liaison à

l’ADN et d’activation se retrouvent sur la même protéine, comme dans le cas des

activateurs GAL4 et GCN4. Dans d’autres cas, ces domaines se retrouvent sur des

protéines différentes, comme dans le cas du complexe Oct-1, où la protéine Oct-1 lie

l’ADN et les protéines OCA-B et VP 16 agissent comme coactivateurs en permettant le

recrutement de la machinerie transcriptionnelle au promoteur.

Il existe chez la cellule eucaryote environ 20 000 gènes, dont l’expression doit

être finement contrôlée par un nombre restreint de régulateurs transcriptionnels (2000-

3000). Pour ce faire, les activateurs utilisent un mode de contrôle combinatoire (Remenyi

et al., 2004). Par exemple, les récepteurs nucléaires PPAR (peroxisome prolferator

activated receptors), VDR (vitamin D receptors), TR (thyroid hormone receptors) et

RAR (retinoic acid receptors) se lient à leur site de reconnaissance sur l’ADN sous forme

d’hétérodimère avec la protéine RXR (retinoid X receptor). Le site de reconnaissance de

ces facteurs de transcription est constitué de deux répétitions directes, l’une liée par un

récepteur nucléaire spécifique et l’autre par le partenaire d’interaction RXR. La

spécificité de reconnaissance se fait grâce à l’espacement entre les répétitions directes

PPAR, VDR, TR et RAR se lient préférentiellement à des sites espacés respectivement de

1, 3, 4 et 5 nucléotides (Glass, 1994). Dans cet exemple, une famille de facteurs de

transcription est capable de reconnaître un grand nombre de sites de régulation différents

à l’aide d’un seul partenaire d’interaction.

Un autre exemple est celui des membres de la famille des facteurs POU. Les

facteurs POU peuvent homodimériser et hétérodimériser sur des sites spécifiques sur

l’ADN. Les facteurs POU Oct-1 et Oct-2 homodimérisent sur les éléments de réponse

PORE et MORE, retrouvés sur des gènes spécifiquement exprimés dans les cellules B. La

liaison de PORE par l’homodimère d’Oct-1 ou d’Oct-2 permet le recrutement du
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coactivateur OBF-1, alors que l’organisation des mêmes homodimères sur MORE bloque

le site de liaison au coactivateur, empêchant l’interaction avec ce dernier (Tomilin et aï.,

2000).

1.1.3 Répresseurs

Les répresseurs et corépresseurs transcriptionnels répriment la transcription via

des mécanismes variés, qui peuvent être classés en trois catégories. Les répresseurs

peuvent inhiber la machinerie transcriptionnelle basale, contrecarrer la fonction d’un

activateur ou encore participer au remodelage et à la compaction de la chromatine (revu

par Gaston et Jayaraman, 2003).

Les répresseurs qui inhibent la transcription basale ont différents modes d’action.

La protéine Mot 1, qui avait été identifiée initialement comme un répresseur général de la

transcription, est maintenant reconnue comme étant capable d’avoir un effet positif ou

négatif sur la transcription, spécifique à certains gènes (Dasgupta et al., 2002). Moti

s’associe au complexe TBP-bofte TATA et peut dissocier TBP de l’ADN, une activité

dépendante de l’ATP (Gumbs et al., 2003; Auble et al., 1994). In vitro, Motl inhibe la

transcription et cette inhibition peut être contrée par TFIIA (Auble et al., 1994). In vivo,

Motl est capable de déplacer un TBP seul sur l’ADN, mais pas un TBP en complexe

avec d’autres protéines, d’une localisation génomique inappropriée (Geisberg et al.,

2002). D’autres répresseurs bloquent l’interaction entre certains facteurs généraux de

transcription, réprimant ainsi la transcription. La protéine NC2 lie TBP et empêche son

interaction avec TFIIA (Meisterernst et Roeder, 1991). MDM2 s’associe à TFIIE et TBP

et interfère avec la transcription basale (Thut et aï., 1995). Le répresseur N-CoR, qui

bloque l’activation de la transcription par les récepteurs nucléaires lorsque ceux-ci ne

sont pas liés à leur ligand, interagit avec TAF32, TFIIB et TAF7O, inhibant l’interaction

entre TFIIB et TAF32 (Muscat et al., 1998).

D’autres répresseurs régulent la transcription en contrecarrant la fonction

d’activateurs, soit en réduisant la stabilité de la protéine régulatrice, soit en contrôlant sa
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localisation cellulaire ou encore en inhibant son interaction avec l’ADN ou avec un

coactivateur. Par exemple, MDM2 permet l’ubiquitination de p53 et favorise ainsi son

exportation du noyau vers le cytoplasme pour la dégradation par le protéasome (moue et

al., 2001). Le facteur de transcription NFxB est régulé par la protéine 1KB, qui masque

son signal de localisation nucléaire, l’empêchant ainsi d’être importé au noyau et d’agir

comme activateur (Venna et al., 1995). La liaison entre 1KB et NFiB est elle-même

régulée par des kinases et des enzymes d’ubiquitination qui vont conduire à la

dégradation du répresseur. Chez la levure, la protéine Tupi réprime la transcription, entre

autres, en bloquant l’interaction entre Srb7, un composant de l’holoenzyme de l’ARN Pol

II, et le coactivateur Med6. Comme la liaison entre Srb7 et Med6 est essentielle pour la

fonction de plusieurs activateurs, Tupi a donc pour effet de réprimer l’expression des

gènes régulés par ces derniers (Gromoller et Lehming, 2000). Plusieurs études montrent

que Tup 1 inhibe aussi la transcription en se liant à des histones hypoacétylées et par le

recrutement de HDAC (Zhang et Rcese, 2004).

Le dernier groupe de répresseurs inhibe la transcription en participant au

remodelage et la compaction de la chromatine. Tel que mentionné plus haut, la structure

de la chromatine joue un rôle important dans la régulation de l’expression génétique.

Jusqu’à tout récemment, il était accepté que les régions du génome où la chromatine est

la moins condensée, régions appelées euchromatine, étaient les plus propices à l’activité

transcriptionnelle. Inversement, les régions d’ADN hautement condensées, appelées

hétérochromatine, contiennent peu de gènes activement transcrits. Toutefois, une étude

récente montre que la distinction entre l’hétérochromatine et l’euchromatine n’est pas

aussi simple (Gilbert et al., 2004). En effet, il a été démontré que des régions de

chromatine compacte se retrouvent à la fois dans l’hétérochromatine et l’euchromatine.

De plus, bien que les régions de chromatine dites ouvertes soient les régions qui

contiennent le plus grand nombre de gènes, ces régions ne corrèlent pas toujours avec la

plus grande activité transcriptionnelle. L’étude montre aussi que des gènes actifs se

retrouvent dans les régions de chrornatine compacte. Les processus de compaction et de

décompaction de la chromatine, bien qu’ils jouent des rôles importants dans la régulation

transcriptionnelle, ne dictent pas toujours le niveau d’expression des gènes.
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La méthylation des dinucléotides CpG par les ADN méthyltransférases (DMT) est

importante pour le processus de répression transcriptioimelle. L’hétérochromatine est

généralement hautement méthylée au niveau des CpG, alors que l’euchromatine contient

à la fois des régions très méthylées et d’autres non-méthylées. La méthylation des CpG

inhibe la transcription de différentes façons. Par exemple, la méthylation peut bloquer la

liaison d’activateurs en modifiant la structure de la chromatine ou en recrutant des

protéines liant les méthyl-CpG (methyl-CpG-binding proteins) (Gaston et Fried, 1995).

En plus de compétitionner avec la liaison des activateurs à l’ADN, les protéines liant les

méthyl-CpG peuvent, dans certains cas, recruter des HDAC qui vont à leur tour modifier

la structure de la chromatine (Nan et al., 1998; Zhang et al., 1999b).

La famille des protéines Sir est un bon exemple de protéines qui répriment la

transcription en modifiant la structure de la chromatine (Gasser et Cockell, 2001). Les

protéines Sir sont requises pour la répression au niveau des télomères (telorneric

silencing) et pour le choix du type sexuel chez la levure S. cerevisiae. Ces protéines, dont

certaines ont une affinité pour les histones H3 et H4 déacétylées (Sir3p et Sir4p),

homodimérisent et hétérodimérisent sur l’ADN pour former un état hautement réprimé

qui se propage le long de la fibre de chromatine. Au niveau des télomères, les protéines

Sir3p et Sir4p sont recrutées par Raplp, une protéine liant l’ADN, et le complexe

Ku70/80. Au niveau du loci du changement de type sexuel chez la levure, la protéine

ORC recrute Sirlp, qui elle participe au recrutement de Sir4P. Sir3p et Sir4p se lient

directement aux queues N-terminales des histones et Sir4p participe au recrutement de

Sir2, une histone déacétylase qui va modifier la structure de la chromatine.

1.1.4 Le complexe médiateur et le concept d’holoenzyme

Le complexe médiateur a d’abord été identifié chez la levure comme un complexe

coactivateur, nécessaire pour supporter l’activation par un activateur transcriptionnel

(revu par Myers et Komberg, 2000). En effet, l’ARN pol II et les FGT seuls, ne peuvent

répondre aux activateurs. Une première étude a permis d’identifier le complexe médiateur
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comme étant capable de contrer la capacité d’interférence d’un activateur sur un autre in

vivo (Kelleher, III et al., 1990; Flanagan et al., 1991). Cette interférence avait été

attribuée à la séquestration d’un facteur présent en quantité limitante dans les cellules.

Lorsque l’expérience de séquestration a été reproduite avec des extraits nucléaires de

levure, ni l’ARN p01 II, ni les facteurs généraux de transcription, ajoutés

individuellement en excès, n’ont pu contrer l’effet de l’activateur (Flanagan et aÏ., 1991;

Kelleher, III et al., 1990). En revanche, une fraction nucléaire impure ajoutée en excès a

pu relever l’interférence. L’activité présente dans cette fraction a été appelée médiateur et

il a été proposé que celui-ci serve d’adaptateur entre un activateur et la machinerie

transcriptionnelle basale.

D’autres études menées en parallèle ont aussi conduit à l’identification du

médiateur et à la proposition du concept de l’holoenzyme (Koleske et Young, 1994;

Thompson et aÏ., 1993; Kim et al., 1994). Une première étude avait pour but la

purification des protéines Srb (Suppressor of RNA polymerase B) de la levure. Les

protéines Srb avaient été identifiées, lors d’un criblage génétique chez S. cerevisiae,

comme étant des suppresseurs dominants (Srb2, Srb4, Srb5, Srb6) ou récessifs (Srb7 à

Srbll) des phénotypes de troncation du domaine carboxy-tenTiinal (CTD) de la sous-

unité Rpbl de l’ARN polIT (Nonet et Young, 1989). Le CTD de Rpbl est composé d’un

heptapeptide (YSPTSPS) répété de 26 fois chez la levure à 52 fois chez l’humain (Nonet

et al., 1987). Chez la levure, une troncation complète du CTD est léthale, alors que des

délétions partielles confèrent des phénotypes de sensibilité au froid (cold-sensitive),

supprimés par des mutations dans les gènes Srb. La tentative de purification des Srb par

chromatographie conventionnelle a permis d’isoler un grand complexe contenant non

seulement ces dernières, mais aussi l’ARN p01 II et certains facteurs généraux de

transcription (Koleske et Young, 1994; Thompson et al., 1993). Ce complexe, qui avait la

capacité d’initier la transcription de façon spécifique et de répondre à des activateurs

lorsque supplémenté avec les FGT manquants purifiés, a été appelé holoenzyme (Koleske

et Young, 1994). En incubant l’holoenzyme avec des anticorps dirigés contre le CTD, on

a pu séparer l’holoenzyme en différents sous-complexes: l’un contenant l’ARN pol II et
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les FGT et l’autre contenant les Srb (Kim et al., 1994). Ce dernier sous-complexe était en

fait le médiateur, le complexe capable de supporter l’activation.

Chez S. cerevisiae, le médiateur est un complexe composé de plus de 20 sous-

unités (revu par Myers et Kornberg, 2000; Lee et Young, 2000; Lewis et Reinberg,

2003), dont la nomenclature a été récemment révisée afin de l’uniformiser et de permettre

une comparaison entre les médiateurs des différentes espèces (Bourbon et aÏ., 2004). Il

contient des protéines Srb, Srb2 (MED20), 4 (MED17), 5 (MED18) et 6 (MED22), qui

participent à l’activation transcriptionnelle. Par exemple, la protéine Srb4 est une cible

directe de l’activateur GAL4 (Koh et aï., 1998). Srb4 et Srb6 sont codés par des gènes

essentiels et sont requis pour la transcription de la plupart des gènes de classe II

(transcrits par l’ARN p01 II) (Holstege et al., 1998; Thompson et al., 1993; Thompson et

Young, 1995). D’autres protéines $rb, Srb8 (MED12), 9 (MED9), 10 (CDK8) et 11

(Cyclin C) sont impliquées dans la répression de groupes de gènes particuliers. $rblO,

une kinase cycline-dépendante et sa partenaire cycline Srbl 1 forment un complexe

capable de phoshoryler le CTD de l’ARN pol II avant l’initiation, l’empêchant d’être

recrutée au promoteur (Hengartner et al., 1998). En condition de croissance exponentielle

sur milieu riche, Srb 10 est impliqué dans la répression de gènes qui codent pour des

protéines impliquées dans les changements morphologiques en réponse au stress et au

manque de nutriments (Hoistege et al., 1998). Le médiateur de levure contient aussi des

protéines Med, dont la protéine Med6 (MED6), requise pour l’expression d’environ 10%

des gènes (Hoistege et aï., 199$). Med6 est aussi requis pour l’activation par VP16 (Lee

etal., 1997).

Chez les mammifères, plusieurs médiateurs à composition variable ont été purifiés

(Myers et Kornberg, 2000; Lewis et Reinberg, 2003). Les médiateurs de mammifères

incluent les très grands complexes de 1 à 2 MDa TRAP/SMCC (thyroid hormone

receptor/SRB-Med-containing cofactor) (Malik et Roeder, 2000), ARC (activator

recruited factor) (Naar et al., 1999), DRW (vitamin D receptor-interacting proteins)

(Racliez et al., 1999), NAT (negative reguÏator of activated transcrzption) (Sun et al.,

1998), les médiateurs murins (Sato et aÏ., 2003; Jiang et aï., 199$), et les complexes plus
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petits entre 500 et 700 kDa PC2 (positive cofactor 2) (Malik et Roeder, 2000) et CRSP

(cofactor requiredfor Spi activation) (Taatjes et aÏ., 2002).

Un des complexes les mieux caractérisés est le complexe TRAP/SMCC. Le

complexe SMCC a d’abord été isolé à partir de cellules humaines en ajoutant une

étiquette penTiettant la purification, sur les homologues humains de Srb7, SrblO ou

Srbll. Le complexe purifié était capable de supporter l’activation par GAL4 in vitro (Gu

et aÏ., 1999). Le complexe SMCC contient plusieurs protéines Srb et Med. Le complexe

TRAP a été isolé de manière indépendante en fonction de sa capacité à supporter

l’activation par le récepteur de l’hormone thyroidienne, lorsque celui-ci est lié à son

ligand (Fondell et al., 1999). Il s’est avéré par la suite que TRAP et SMCC étaient des

complexes identiques (Ito et aÏ., 1999). De façon similaire, le complexe ARC a été

identifié comme un cofacteur requis pour l’activation par Spi et SREBP-la (Naar et al.,

1999), puis le complexe DRIP comme un complexe liant le récepteur de la vitamine D

(Rachez et al., 1998). Il est maintenant reconnu que ces deux complexes sont identiques

et interagissent avec un certain nombre d’activateurs et de récepteurs nucléaires

hormonaux (Naar et al., 1999; Rachez et aÏ., 1999). Plusieurs sous-unités de ARC/DRLP

se retrouvent aussi dans le complexe CRSP, d’abord identifé comme coactivateur pour le

facteur de transcription Spi (Ryu et aÏ., 1999). Finalement, le complexe NAT, qui

contient les homologues de SrblO et Srbli, est capable de réprimer l’activation de la

transcription in vitro (Sun et al., 1992).

Une étude récente a permis d’identifier une série de protéines consensus,

présentes dans tous les complexes médiateurs de mammiferes (Sato et al., 2004). En

ajoutant une étiquette sur 6 sous-unités, prélablement identifiées comme faisant partie des

différents complexes médiateurs, les auteurs ont purifié des complexes dont la

composition a ensuite été étudiée à l’aide de la technique MudPIT (inultidimensional

protein identification technology) (Washbum et al., 2001), une technique de

spectrométrie de masse très sensible. L’étude a révélé que 37 protéines étaient communes

à tous les complexes déjà connus. L’hétérogénéité recensée précédemment dans la

littérature entre les différents complexes était donc due surtout à une sensibilité moindre



15

des techniques d’identification des protéines utilisées. Tel que décrit précédemment, il

semble tout de même exister des formes variées de médiateurs qui different par la

présence ou l’absence du module CDK8/Cyclin C/TRAP24O/TRAP23O. Ce module

correspondrait au module Srb9, 10, 11 et 12 chez la levure (Taatjes et al., 2002;

Samuelsen et al., 2003; Malik et Roeder, 2000). Des évidences montrent que les

médiateurs qui contiennent le module CDK8 sont moins efficaces dans leur fonction de

coactivateur (Taatjes et al., 2002). De plus, ces médiateurs pourraient dans certains cas

réprimer la transcription (Kuchin et al., 1995; Hengartner et al., 1998; Song et al., 1996).

La purification initiale du médiateur en complexe avec l’ARN pol II et certains

FGT a conduit à la proposition du concept de Ï’holoenzyme tel que décrit plus haut

(Koleske et Young, 1994; Thompson et al., 1993; Kim et aÏ., 1994). De nombreuses

études plus récentes semblent toutefois montrer que le médiateur n’existerait pas sous

forme d’holoenzyme avec la polymérase (Featherstone, 2002). Par exemple, il a été

démontré par des expériences d’immunoprécipitation de la chromatine (ChIP) que le

médiateur était recruté au niveau des séquences activatrices, appelées UAS (upstream

activating sequence), et non au niveau du promoteur basal des gènes GAL in vivo, où la

polymérase et les FGT sont recrutés (Kuras et al., 2003). De plus, le recrutement du

médiateur est indépendant du recrutement de ces derniers et de la présence d’un

promoteur basal fonctionnel (Kuras et al., 2003). Une autre étude a montré qu’au

promoteur GAL], le médiateur serait recruté plus rapidement que la po1 II et les FGT

suite à l’induction de la transcription du gène (Bryant et Ptaslme, 2003). De plus, il a été

démontré qu’il y avait une différence temporelle et spatiale dans le recrutement du

médiateur et de la polymérase au promoteur HO (Bhoite et al., 2001; Cosma, 2002). Chez

la drosophile, le médiateur co-localise avec le facteur de transcription heat shock à

l’élément de réponse de ce dernier, suivant l’induction à la chaleur, indépendamment de

la présence d’un promoteur basal (Park et al., 2001). Dans le même ordre d’idée, le

récepteur de l’hormone thyroïdienne et le récepteur de la vitamine D sont isolés seuls en

conditions non inductrices et en complexe avec le médiateur en présence de leurs ligands

respectifs (Fondell et aÏ., 1996; Malik et Roeder, 2000).
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Toutes ces études suggèrent que, bien que le médiateur puisse interagir avec le

complexe de l’ARN p01 II et des FGT pour permettre l’activation, cette interaction est

transitoire. Le médiateur ne se retrouverait donc pas sous la forme d’holoenzyme avec

l’ARN pol II, mais serait plutôt recruté indépendamment au niveau des régions

régulatrices par les activateurs.

1.1.5 Les séquences d’ADN régulatrices

Les séquences d’ADN régulatrices sont des éléments qui jouent un rôle de

premier ordre dans le contrôle de l’expression génétique. Les séquences liées par des

activateurs transcriptionnels sont appelées enhancers (revu par Blackwood et Kadonaga,

199$; Mitchell et Tjian, 1989; Struhl, 1995) ou UAS (upstream activating sequence). Les

enhancers regroupent souvent plusieurs sites de liaison à des activateurs et influencent la

transcription indépendamment de leur orientation et de la distance qui les sépare du

promoteur basal. Les UAS sont des enhancers retrouvés entre autres chez la levure. Ils se

retrouvent relativement près du site d’initiation de la transcription et ne fonctionnent

qu’en amont des gènes.

Les éléments liés par des répresseurs transcriptionnels, qui reconnaissent une

séquence spécifique, sont appelés URS (upstrearn repressing sequence). Ces répresseurs

liant l’ADN peuvent inhiber la transcription en interférant avec la fonction d’un

activateur, en recrutant des complexes qui modifient la structure de la chromatine ou en

bloquant le recrutement de la machinerie transcriptioimelle au promoteur (Hanna-Rose et

Hansen, 1996; Gaston et Jayaraman, 2003). Les silencers sont définis comme des

éléments qui répriment la transcription indépendamment de leur orientation et de leur

position (Ogbourne et Antalis, 1998). Les LCR (locus contrnl region) sont des séquences

qui modulent la transcription en influençant la structure de la chromatine sur une grande

région d’ADN. Ce faisant, ils maintiennent l’accessibilité de ces régions aux facteurs de

transcription (Grosveld, 1999). Les insulators sont des éléments qui isolent l’effet des

enhancers et des silencers sur des régions particulières, empêchant ces derniers de

moduler la transcription d’autres gènes de manière indésirable (fourel et aÏ., 2004).
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1.2 Les étapes de la transcription

L’ARN pol II seule ne peut reconnaître un promoteur et initier la transcription de

manière spécifique au site d’initiation, appelé le site +1. Pour ce faire, la polymérase a

besoin de l’aide des facteurs généraux de transcription (FGT) TFIID, TFITB, TFITF,

TFIIE et TfIIH (tableau I). Suite à la reconnaissance du promoteur, la double hélice

d’ADN est ouverte dans la région —9 à +2 (par rapport au site +1) pour former la bulle de

transcription, ce qui permet à la polymérase d’initier la synthèse du transcrit. L’ARN p01

II passe ensuite par un cycle d’initiations avortées au cours duquel de courts transcrits

entre 2 et 10 nucléotides sont synthétisés puis relâchés. La polymérase dégage ensuite le

promoteur et entre dans l’étape d’élongation du transcrit. Finalement, le transcrit est

polyadénylé et la transcription se termine par le recyclage de la polymérase pour

permettre à celle-ci d’initier un nouveau cycle. Ces différentes étapes du processus

transeriptionnel, ainsi que les rôles des FGT et d’autres facteurs dans celles-ci seront

discutés dans la section qui suit.

Tableau I. Les facteurs généraux de transcription humains

Facteur Sous-unité Poids moléculaire Caractéristiques

(kDa)

Lie la boîte TATA, induit une courbure

TBP 3$ de $00 dans l’ADN, commun aux trois

TfIID ARN p01

Lient l’Inr et le DPE et impliqués dans
TAFÏà15 250à15

la coactivation et la corépression

Lie TBP et stabilise son interaction

avec la boîte TATA, lie le BRE, est
TFIIB 35

impliqué dans le choix du site

d’initiation

TFIIA 37 Lie TBP et augmente son affinité pour

la boîte TATA, coactivation, anti
f3 19



1$

répression, ct et 3 résultent d’un clivage
y 13

protéolytique d’un précurseur

Recrutement de l’ARN pol II au
RAP74 58

promoteur, enroulement du promoteur,
TFIIf

stimule l’élongation, participe au
RAP30 2$

dégagement du promoteur

Recrutement de TFIIH, stimule

a 56 activités kinases et hélicases de TFIIH,

impliqué dans l’ouverture du promoteur

TFIIE indépendamment de TFIIH, impliqué

dans le dégagement du promoteur via la

‘ stimulation de l’activité kinase de

TF11H

Hélicase 3’-S’, ouverture du promoteur,

XPB $9 dégagement du promoteur, essentielle

pour la transcription et le NER

Hélicase S’-3’, essentielle pour le NER,
XPD 80

stimule la transcription

p62 62 NER, est la cible d’activateurs

TFIIH p52 52 NER

p44 44 NER, stimule activité de XPD

Fait partie de CAK, phosphorylation du
cycline H 37

CTD

p34 34 NER

Fait partie de CAK, interagit avec
Mati 32

cyclin H et Cdk7

Fait partie de CAK, phosphorylation du
Cdk7 40

CTD

TFB5 8 Recrutement de TFIIH au promoteur

1.2.1 Le promoteur basal

Les promoteurs basaux peuvent être constitués des différents éléments suivants

la boîte TATA, l’initiateur (Inr), le DPE (doivnstream promoter etement), le BRE (Tf113

recognition element) et le MTE (inotften element) (revu par Smale et Kadonaga, 2003)

(Lim et al., 2004).
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La boîte TATA est un élément ayant la séquence consensus TATAÀ/TAAG/A

(Patikoglou et al., 1999), localisé entre -25 et -30 par rapport au site +1 chez la plupart

des eucaryotes. Chez la levure S. cerevisiae cependant, la boîte TATA est localisée entre

-40 et -120 par rapport au site d’initiation (Struhl, 1989). La boîte TATA est reconnue et

liée par la protéine TBP (TATA binding protein). Bien que la séquence consensus

TATAAG soit la séquence reconnue avec le plus d’affinité par TBP (Wong et Bateman,

1994), celui-ci est tout de même capable de lier une grande diversité de séquences riches

en AIT (Hahn et al., 1989; Patikoglou et aÏ., 1999). Des études récentes montrent

d’ailleurs qu’un nombre restreint de gènes contiennent des boîtes TATA conformes à la

séquence consensus. Chez la drosophile, il a été démontré que sur 1941 promoteurs

étudiés, 33% contenaient une boîte TATA (Ohler et aÏ., 2002). Chez l’humain, les boîtes

TATA ont été trouvées sur 32% des 1031 promoteurs testés (Suzuki et al., 2001). Plus

récemment, il a été démontré que seulement 20 % des gènes chez la levure contenaient

des éléments TATA, fidèles à la séquence consensus (Basehoar et aÏ., 2004).

Étonnamment, il s’est avéré que ces gènes étaient en grande majorité des gènes de

réponse au stress, hautement régulés, qui utilisent préférentiellement SAGA comme

coactivateur. Au contraire, l’étude a révélé que les gènes ne contenant pas de boîte TATA

utilisent plutôt TFIID pour la coactivation (Basehoar et al., 2004). TfIID est un

complexe formé de TBP, associé à un groupe de protéines appelées TAF (TBP associated

Jactors), dont le rôle sera décrit dans une section suivante (1.2.2.1).

L’initiateur (Inr) est un élément du promoteur basal qui chevauche le site +1,

ayant la séquence consensus suivante: Py Py A(+1) N T/A Py Py (Javahery et al., 1994;

Lo et Smale, 1996). L’Inr favorise l’initiation précise au site +1 et contribue à la force des

promoteurs contenant une boîte TATA (Hahn et aÏ., 1985; Nagawa et Fink, 1985; Corden

et al., 1980; Tokunaga et al., 1984). Ces deux éléments fonctionnent en synergie

lorsqu’ils sont séparés de 25 à 30 paires de bases (pb), mais indépendamment lorsque la

distance les séparant excède 30 ph (O’Shea-Greenfield et Smale, 1992). Lorsqu’ils sont

distancés de 15 à 20 ph la synergie est conservée mais le choix du site d’initiation est

dicté par la boîte TATA, c’est-à-dire qu’il se retrouve à 25 pb en aval de celle-ci (O’$hea
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Greenfield et Smale, 1992). Au niveau de certains promoteurs qui ne contiennent pas de

boîte TATA (TATA-tess promoters), mais contiennent un Inr, la liaison de TBP à l’ADN

dans la région -25 à -30 est quand même essentielle (Martinez et al., 1995). Dans ces cas,

TBP peut lier de façon plus ou moins stable une séquence qui diverge considérablement

de la séquence consensus. Pour d’autres promoteurs sans boîte TATA, la liaison de TBP

à l’ADN n’est pas nécessaire pour l’initiation de la transcription (Martinez et al., 1995).

L’Inr est reconnu, entre autres, par certains TAF de TFIID. TAF11250 (TAF1) et

TAF11150 (TAF2) sont capables de lier l’Inr (Chalkley et Verrijzer, 1999) et dans un essai

reconstitué de transcription supportent l’activité de ce dernier en présence de TBP

(Verrijzer et al., 1995). Bien qu’il soit considéré que l’ARN p0! II ne puisse reconnaître

un promoteur et initier la transcription de façon spécifique sans l’aide des FGT, Carcamo

et collaborateurs ont montrés que l’enzyme seule possède une certaine capacité de

reconnaissance de l’Inr (Carcamo et al., 1991). De plus, en absence de TAF, l’ARN pol

II, TBP, TFIIB et TFIIF peuvent former un complexe stable sur un promoteur sans boîte

TATA et contenant un Inr (Weis et Reinberg, 1997).

Le DPE (downstream proinoter element) est un élément retrouvé dans plusieurs

promoteurs ne contenant pas de boîte TATA, qui est lié par TFIID (Kutach et Kadonaga,

2000). Cet élément est localisé de +28 à +32 et sa séquence consensus est la suivante:

A/G G AIT C/T G/AIC (Smale et Kadonaga, 2003). Les promoteurs contenant un DPE

contiennent aussi un Inr. Sur ces promoteurs, des mutations au niveau du DPE ou de l’Inr

entraînent la perte de liaison de TFIID et conséquemment la perte d’activité

transcriptionnelle (Burke et Kadonaga, 1996). TFIID se lie donc de manière coopérative

au DPE et à 1’Inr. La distance entre ces deux éléments est très importante puisqu’une

insertion ou une délétion d’une seule pb conduit à une diminution considérable de la

liaison de TFIID et de l’activité du promoteur (Kutach et Kadonaga, 2000).

L’élément BRE (TfIIB recognition element) est localisé immédiatement en amont

de la boîte TATA et est reconnu, comme son nom l’indique, par TFIIB (Nikolov et al.,

1995; Lagrange et al., 1998). Ce motif de séquence consensus G/C G/C G/A C G C C
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(Lagrange et aÏ., 1998) n’a pas été retrouvé chez la levure et chez les plantes à ce jour.

Une première étude a montré que la liaison de TfIIB au BRE stimule la transcription

dans un essai in vitro reconstitué avec les fGT et l’ARN pol II (Lagrange et al., 1998).

Cependant, une autre étude a montré que le BRE réprime plutôt la transcription basale

dans des essais in vitro avec extraits nucléaires et in vivo, dans des essais de transfection

(Evans et al., 2001). Cette répression peut être contrée par des activateurs, ce qui conduit

à une stimulation plus grande de la transcription en présence du BRE qu’en absence de

celui-ci.

Récemment, un nouvel élément du promoteur a été mis en évidence: le MTE

(motif ten element) (Lim et al., 2004). Le MTE a été découvert lors d’une analyse

informatique des séquences promotrices chez la drosophile (Ohler et al., 2002). Il fait

partie de 4 motifs surreprésentés, localisés près du site d’initiation de la transcription. Les

3 autres motifs identifiés sont la boîte TATA, l’Inr et le DPE. Le MTE, localisé de +1$ à

+27, est important pour la transcription basale et fonctionne avec l’Inr. En revanche, il

fonctionne indépendamment de la boîte TATA et du DPE et la perte d’activité

transcriptionnelle, due à des mutations au niveau de ces derniers, peut être compensée par

son ajout. En présence des éléments TATA et DPE, il stimule la transcription de manière

synergique.

1.2.2 Les facteurs généraux de transcription et l’initiation transcriptionnelle

1.2.2.1 TFIID

TFIID est un complexe d’environ 750 kDa composé de TBP (TATA binding

protein) et d’environ 14 TAF (TBP-associated factors) (revu par Hampsey, 1998;

Davidson, 2003). TBP (38 kDa) est une protéine, qui en terme de structure, est formée de

deux modules: un module C-terminal et un module N-terminal. Le module C-terminal,

composé de deux répétitions directes, est très conservé entre les espèces (80% d’identité

entre la levure et l’humain) et sert à la reconnaissance de la boîte TATA. Le module C-

terminal de TBP a la forme d’une selle, qui en se liant à l’élément TATA sur l’ADN
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induit une courbure de 800 dans celui-ci (Kim et al., 1993a; Kim et aï., 1993b) (figure 1).

C’est aussi au niveau de ce module que se fait l’interaction avec les facteurs TFIIA,

TFIIB et les TAF.

Upstream
IDNA

25 Â

Figure 1 : Structure de TBP sur la boîte TATA. La liaison de TBP (vert) à la boîte TATA
induit une courbure de 800 dans l’ADN (gris et rose). figure tirée de Hahn, 2004.

Le module N-terminal est variable en terme de séquence et de longueur, mais est

tout de même bien conservé entre les vertébrés et est caractérisé par la présence d’une

région contenant une série de glutamines. Chez l’humain, il existe une variation allélique

dans le nombre de répétitions et les individus normaux ont entre 28 et 42 glutamines. Un

nombre de répétitions entre 47 et 56 conduit à des maladies neurodégénératives comme

l’ataxie cérébrale (Fujigasaki et al., 2001). Le module N-terminal, sans pour autant lier

directement la boîte TATA, influence l’association de TBP à l’ADN. Il a été observé que

le TBP complet (N et C-terminal) se lie à la boîte TATA en deux étapes. Premièrement,

un complexe instable dans lequel l’ADN n’est pas courbé est formé, puis, la courbure est

induite. Au contraire, le C-terminal de TBP seul lie l’ADN en une étape, formant

simultanément le complexe courbé (Zhao et Herr, 2002). Les auteurs de l’étude ont

suggéré que le N-terminal inhibe la formation de la courbure de 800 dans l’ADN, mais
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qu’un changement de conformation de TBP, possiblement induit par la liaison de TFIIB,

peut bloquer cette inhibition.

TBP a longtemps été considéré comme un facteur universel, c’est-à-dire requis

pour la transcription de tous les gènes des trois ARN polymérases eucaryotes (Hampsey,

1998). En effet, TBP s’associe à des TAF1 pour former le complexe SL1 et à des TAF111

pour former le complexe TFIIIB, impliqués dans la transcription des gènes par l’ARNpol

I et III respectivement (Davidson, 2003). L’universalité de TBP a été remise en question

par la découverte de facteurs similaires à TBP, les TRF (TBF relatedjactors). Le premier

TRF, TRE1, a été identifié chez la drosophile et demeure, à ce jour unique à cet

organisme (Crowley et aÏ., 1993). TRF1 est homologue au module C-terminal de TBP et

est exprimé chez l’embryon, ainsi qu’au niveau du système nerveux chez l’adulte et au

niveau des cellules germinales mâles. Des études biochimiques ont montré que

l’immunodéplétion de TRF1 dans des extraits nucléaires d’embryons de drosophile

conduit à l’inhibition de la transcription par la poi III. En revanche, l’immunodéplétion

de TBP n’a pas d’effet sur l’expression des gènes transcrits par la pol III, indiquant que

TRF1 remplace TBP dans cette fonction chez certains tissus de la drosophile (Takada et

al., 2000).

TRF1 est aussi impliqué dans la transcription d’au moins un gène de classe II

(Holmes et Tjian, 2000). Chez la drosophile, le gène Tudor est transcrit à partir de deux

promoteurs. TRF1 participe à la transcription au niveau du promoteur le plus en amont,

alors que TBP se lie au promoteur en aval. Bien que TRF1 soit capable de lier une boîte

TATA consensus (Hansen et al., 1997), au promoteur Tudor, il lie un élément riche en

TC. TRF1 a donc la capacité de se lier à des promoteurs sans boîte TATA.

TRF2, qui présente une homologie de 40% avec le module C-terminal de TBP, est

retrouvé chez plusieurs espèces eucaryotes (Dantonel et aÏ., 1999). La séquence

consensus reconnue par TRF2 n’a pas encore été déterminée, mais on sait qu’il ne lie pas

les boîtes TATA. Cependant, TRF2 comme TRF1, est capable de s’associer avec TFIIA

et TFIIB (Rabenstein et aÏ., 1999). Tout comme TBP, TRF2 est requis pour la
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transcription de gènes spécifiques durant l’embryogénèse (Veenstra et aÏ., 2000).

Finalement, TRF3 est homologue à 96% avec TBP au niveau du module C-terminal

(Persengiev et al., 2003). TRF3 est présent chez la plupart des vertébrés, mais absent

chez la drosophile et chez le ver C. etegans. TRF3 est exprimé dans tous les tissus

humains et murins étudiés. Bien que très homologue à TBP, TRF3 se retrouve dans un

complexe autre que TFIID, de poids moléculaire beaucoup plus faible que celui-ci.

(Persengiev et al., 2003).

Les TAF11 sont des protéines qui s’associent à TBP pour former le complexe

TFIID. À ce jour, 13 TAF11 conservés au cours de l’évolution ont été identifiés chez

différentes espèces étudiées (revu par Sanders et Weil, 2000). Une nomenclature

uniformisée a été publiée récemment qui nomme les TAF11 de TAF1 à TAF15 par ordre

décroissant de poids moléculaire (Tora, 2002). Chez la levure, tous les TAF à l’exception

de TAF14 sont essentiels à la viabilité cellulaire (Matangkasombut et al., 2004).

Plusieurs TAF contiennent un motif histonefold retrouvé sur les histones, qui leur permet

d’interagir entre eux et de former un octamère semblable à l’octamère d’histone (Selleck

et al., 2001). La structure générale de TFIID, telle que révélée par microscopie

électronique, a la forme d’une pince à plusieurs lobes (Leurent et aÏ., 2002; Leurent et al.,

2004). TBP est localisé dans le creux de la pince où il peut interagir avec l’ADN. Un

certain nombre de TAF se retrouvent dans plusieurs complexes autres que TFIID. Par

exemple, un groupe de TAF (TAF5, 6, 9, 10 et 12) fait partie du complexe de levure

SAGA, un complexe ayant une activité HAT (Grant et al., 1998). D’autres TAF se

retrouvent dans les complexes humains PCAF et STAGA (Ogryzko et al., 1998).

Finalement, il existe un complexe appelé TFTC (TBF-free TAF-containing complex), qui

contient des TAF mais pas TBP (Wieczorek et al., 1998). Ce complexe a une activité

HAT et est capable de remplacer TFIID dans un essai de transcription in vitro, suggèrant

qu’il contient une protéine pouvant remplir la fonction de TBP.

Les TAF sont impliqués dans la reconnaissance de l’initiateur et du DPE, tel que

décrit à la section précédente (1.2.1), et dans la coactivation. Plusieurs études ont montré

l’existence d’interaction entre les TAF et des activateurs in vitro (Sauer et Tjian, 1997).
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Des études ont aussi montré que certains TAF de TfIID étaient requis pour l’activation

(Sauer et al., 1995b; Sauer et al., 1995a). Cependant, dans d’autres systèmes in vitro, les

TAF ne sont pas requis et l’activation dépend plutôt du médiateur (Fondeli et al., 1999;

Wu et al., 1998; Oelgeschlager et aÏ., 1998). Finalement, dans certains cas, les TAF et le

médiateur peuvent coopérer pour obtenir une synergie des niveaux d’activation (Naar et

aÏ., 1999).

1.2.2.2 TFIIB

TFIIB est un facteur qui interagit avec TBP, TFIIF et l’ARN pol II, facilitant le

recrutement de celle-ci au promoteur (Buratowski et al., 1989). TFIIB est constitué de

deux domaines fonctionnels. Le domaine C-terminal interagit avec TBP et contient un

motif hélice-tour-hélice qui lie les séquences 5’ et 3’ entourant la boîte TATA (Nikolov

et al., 1995; Reese, 2003). Certains promoteurs contiennent un élément BRE, localisé en

5’ de la boîte TATA. L’interaction de TFIffl avec le BRE au niveau de ces promoteurs

stabilise le complexe TBP-TFIIB sur l’ADN (Qureshi et Jackson, 1998; Wolner et Gralla,

2001). Le domaine N-terminal de TFIIB contient un motif ruban de zinc (zinc ribbon) qui

lie l’ARN pol II et TFIIF et permet leur entrée dans le complexe pré-transcriptionnel (Ha

et al., 1993; Pardee et al., 1998). TFIIB est aussi impliqué dans le choix du site

d’initiation de la transcription. Plusieurs mutations de TFIIB ont été identifiées et

caractérisées, qui ont pour effet de modifier le site où l’ARN pol II initie la transcription

(Berroteran et al., 1994; Pinto et al., 1994; Pinto et al., 1992).

Les modules C et N-terminaux de TFIIB, qui sont séparés par une région flexible

hautement chargée appelée CCD (charge clustered domain), peuvent interagir entre eux

pour former un TFIIB de conformation dite fermée. Le CCD module l’interaction entre

les domaines C et N-terminaux de la protéine (Hawkes et al., 2000; Fairley et al., 2002;

Zheng et aÏ., 2004). Cette interaction semble réguler les différentes activités de TFIIB en

transcription (Elsby et Roberts, 2004). En effet, il a été démontré que l’activateur VP16

qui contacte TFIIB est capable de détruire l’interaction entre les deux modules, induisant

un changement de conformation au niveau de TFIIB (Roberts et Green, 1994). Des
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mutations dans le CCD, qui induisent une augmentation de la liaison entre les deux

modules, nuisent au recrutement de TFII3 par des activateurs et à l’activation in vitro et

in vivo (Hawkes et al., 2000; Glossop et al., 2004). Un changement de conformation se

produit aussi au niveau de TF113, suite à l’association au complexe TBP-ADN (Fairley et

al., 2002). La conformation adoptée varie selon le fait que le promoteur possède un

élément BRE ou non. Finalement, il a aussi été montré que des mutants qui modifient le

choix du site d’initiation s’assemblent au promoteur avec une conformation différente du

type sauvage (Fairley et al., 2002). Ces études montrent donc que la conformation de

TF113 joue un rôle important dans l’activation transcriptioimelle, la formation du

complexe d’initiation au promoteur et la détermination du site d’initiation de la

transcription.

1.2.2.3 TFIIF

TFflF est composé de deux sous-unités, RAP 30 (26 kDa) et RAP 74 (58 kDa).

Ces deux protéines ont d’abord été identifiées grâce à leur capacité d’interaction avec

l’ARN pol II d’où le nom de RAP pour RNA polyinerase II associated protein (Sopta et

al., 1985). Il a ensuite été démontré que les sous-unités RAP3O et RAP74 interagissaient

entre elles et étaient requises pour l’initiation de la transcription (Flores et al., 1989;

Burton et al., 1988). Tf11F présente des homologies de séquence et de fonction avec le

facteur c, nécessaire à la reconnaissance du promoteur par l’ARN poi bactérienne. En

effet, les deux sous-unités ont des homologies de séquences avec certaines régions de a

(Garrett et aÏ., 1992; McCracken et Greenblatt, 1991; Sopta et aÏ., 1989; Sun et Hampsey,

1995; Yonaha et al., 1993). De plus, tout comme a avec l’ARN pol bactérienne, TFIIF a

une forte affinité pour l’ARN pol II (Sopta et aÏ., 1985), supprime la liaison non-

spécifique de celle-ci à l’ADN, via la sous-unité RÀP3O (Killeen et Greenblatt, 1992), et

favorise l’arrivée de la polymérase au promoteur (Killeen et al., 1992; Conaway et aï.,

1991).

TFITF joue un rôle important dans l’organisation du complexe pré

transcriptionnel. Il a été démontré, par des expériences de photo-pontage protéine-ADN,
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que la sous-unité RAP74 induisait un changement important dans la topologie du

promoteur au niveau d’un complexe d’initiation de la transcription comprenant TBP,

TFIIB, IFTIF, TFIIE et l’ARN p0111 (Robert et al., 1998) (revu par Coulombe et Burton,

1999). TFIIF entre dans le complexe sous la forme d’un hétérotétramère de forme Œ2P2,

dans lequel deux molécules de RAP74 interagissent entre elles via une région appelée

HIR1 (hornorneric interaction region). L’entrée de RAP74 dans le complexe d’initiation

entraîne la formation d’une deuxième courbure dans l’ADN, près du site +1 (la première

courbure étant induite par TBP au niveau de la boîte TATA) permettant un enroulement

serré du promoteur autour de l’ARN pol II (Robert et al., 199$). Les mutants de RÀP74,

qui ne sont pas capables de former l’hétérotétramère et de supporter l’enroulement,

présentent des défauts d’initiation (Ren et al., 1999). L’hypothèse d’un enroulement du

promoteur autour du complexe d’initiation de la poi II est supportée par des images de

microscopie électronique de l’ARN pol II avec les FGT (Forget et al., 1997) et de la

l’ARN pol bactérienne (Rivetti et al., 1999). TFIIF est aussi impliqué dans l’étape

d’élongation de l’ARNm, un rôle qui sera discuté dans une section suivante (1.2.3.1.1.1).

1.2.2.4 TFIIE

TF11E, tout comme TFIIF est un hétérotétramère de type a2f32, formé des sous-

unités TFIIEŒ (56 kDa) et TFIIEI3 (34 kDa) (Ohkuma et al., 1990). TFIIE interagit avec

plusieurs composantes du complexe d’initiation. TFIIEŒ lie TBP, TFIIE, RAP74,

IF11H et l’ARN pol II (Maxon et al., 1994; Ohkuma et al., 1995). TFIIE homodimérise

et lie RÀP3O, TFIIEa, TFIIB et l’ARN pol II (Okamoto et al., 1998; Maxon et al.,

1994). Les rôles de IF11E en transcription sont en grande partie reliés à IF11H. IF11E est

essentiel au recrutement de IF11H dans le complexe transcriptionnel (Flores et al., 1992)

et stimule ses activités kinase et hélicases (Ohkuma et Roeder, 1994). L’activité kinase de

IFIIH permet la phosphorylation du CID de l’ARN p01 II, étape nécessaire au

dégagement du promoteur, alors que les activités hélicases, qui requièrent l’hydrolyse de

l’ATP, permettent l’ouverture de la bulle de transcription de —9 à +2.



2$

TFIIE est donc impliqué dans l’étape du dégagement du promoteur, qui est l’étape

de transition entre l’initiation de la transcription et l’élongation de l’ARNm, via la

stimulation de la phosphorylation du CTD par TFIIH (Goodrich et Tjian, 1994;

Yamamoto et al., 2001; Kumar et al., 1998; Watanabe et al., 2003). En effet, des mutants

de TfIIEI3 qui affectent la transition entre l’initiation et l’élongation, sont incapables de

stimuler la phosphorylation du CTD (Watanabe et aÏ., 2003). TFIIE possède aussi des

activités indépendantes de TFIIH, notamment dans l’ouverture du promoteur. TFIIE,

TFIIH et l’hydrolyse de l’ATP ne sont pas requis pour la transcription à partir d’une

matrice d’ADN sous-enroulée (negative supercoiÏing) (Goodrich et Tjian, 1994; Parvin

et aÏ., 1994). Ceci est dû au fait qu’une matrice sous-enroulée présente moins que 10,1

paires de base par tour. L’énergie requise pour ouvrir le promoteur sur ce type de matrice

est donc beaucoup moins grande. Il a été démontré que sur une matrice sous-enroulée,

TFIIE stimule la transcription en absence de TFIIH et que le degré de stimulation corrèle

avec la stabilité de l’hélice d’ADN (Timmers, 1994; Holstege et al., 1995). Par exemple,

dans des conditions où le promoteur est moins susceptible d’être ouvert (concentration

ionique élevée, température faible), la transcription est plus dépendante de TFIIE

(Holstege et aÏ., 1995). D’autres études ont montré que l’utilisation de matrices pré-

ouvertes dans la région de la bulle transcriptionnelle permet de contourner la dépendance

en TF11E et TFIIH pour la transcription (Pan et Greenblatt, 1994; Holstege et al., 1995;

Holstege et al., 1996). Chez la levure, des mutants de TFIIEŒ sensibles au

refroidissement (coÏd-sensitive) ont été caractérisés (Kuldell et Buratowski, 1997; Sakurai

et aÏ., 1997). Ces mutants, qui présentent une délétion de la partie C-terminale de

TFIIEŒ, sont incapables de croître et de supporter la transcription d’un certain nombre de

gènes à 16° C. Les auteurs de l’étude ont suggéré que cette partie de la protéine jouerait

un rôle important en transcription à faible température, possiblement dans l’ouverture du

promoteur, dans des conditions qui sont stabilisantes pour l’hélice d’ADN (Kuldell et

Buratowski, 1997). Finalement, TFIIE!3 est capable de lier l’ADN simple-brin (Okamoto

et al., 1998) et double-brin (Yokomori et aÏ., 1998; Okuda et aÏ., 2000), renforçant l’idée

que TFIIE soit impliqué dans l’ouverture de la bulle de transcription, autrement que par

la stimulation des activités hélicases de TFITH.
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1.2.2.5 TFIffl

TFIIH est un facteur composé de neuf sous-unités, incluant deux sous-complexes:

le noyau (core TFIIH) et le complexe CAK (cyclin-activating kinase complex) (revu par

Zurita et Merino, 2003). Le noyau de TFIIH comprend les sous-unités XPB (xeroderrna

pigmentosum B), p62, p52, p44 et p34. Le complexe CAK inclut Cdk7 (cycÏin-dependent

kinase 7), cycline H et MATi (ménage à trois). La protéine XPD (xeroderina

pigmentosum D) lie le noyau à CAX. TFIIH est impliqué dans trois processus cellulaires:

la réparation de l’ADN, le contrôle du cycle cellulaire et la transcription. Au niveau de la

réparation, TFITH participe au NER (nucleotide excision repair) qui permet d’éliminer

certains types de dommages à l’ADN, tels que ceux induits par l’exposition aux rayons

ultraviolets. Il participe aussi au TCR (transcrzption coupted repair), un processus qui

couple la réparation de l’ADN à la transcription (Le Page et aÏ., 2000). Le complexe

CAK est important pour le contrôle du cycle cellulaire durant la transition de la phase G2

à M (Larochelle et aï., 199$).

En transcription, TFIIH est impliqué à plusieurs niveaux. Les sous-unités XPB et

XPD possèdent des activités hélicases 3’-5’ et 5’-3’, respectivement, qui requièrent

l’hydrolyse de l’ATP (Drapkin et al., 1994; Schaeffer et aÏ., 1993; Schaeffer et aï., 1994).

Ces activités hélicases servent à ouvrir le promoteur de -9 à +2 pour former la bulle

transcriptioimelle et permettre à la polymérase d’initier la synthèse du transcrit au site +1.

XPB et XPD sont des hélicases qui fonctionnent sur un substrat d’ADN simple-brin. Il a

été proposé que l’enroulement serré de l’ADN autour de l’ARN pol II, induit une torsion

dans l’ADN près du site +1, qui pourrait fournir une portion d’ADN simple-brin

suffisante pour être reconnue par les hélicases de TFIIH (Robert et aï., 1998; Coulombe

et Burton, 1999). À l’aide de la technique de photo-pontage protéine-ADN, XPB et XPD

ont été localisés dans la région -9 à +2 du promoteur, là où elles participent à la formation

de la bulle transcriptionnelle (Douziech et al., 2000). Un modèle alternatif a aussi été

proposé par un deuxième groupe utilisant une méthode de photo-pontage incluant des

étapes de lavages au sarkosyl (Kim et aï., 2000). Dans ces conditions, les hélicases ont pu
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être photo-pontées uniquement en aval du site +1 et non dans la région de la bulle

transcriptionnelle. Ainsi, les auteurs ont proposé que TFIIH participerait à l’ouverture du

promoteur en induisant une rotation de l’ADN en aval par rapport à un site en amont fixé

par des interactions protéines-ADN, générant une torsion suffisante pour former la bulle

de transcription.

Alors que l’hélicase XPB est essentielle aux processus de transcription et de

réparation, XPD est quant à elle requise seulement pour la réparation, bien qu’elle

stimule l’ouverture du promoteur et la transcription (Tirode et al., 1999). Des mutations

au niveau de XPB et XPD sont responsables de trois types de syndromes, qui causent une

photosensibilité extrême chez l’humain: le xeroderrna pigmentosum (XP), le syndrome

de Cockayne (CS) et la trichothiodystrophie (TTD). La photosensibilité causée par le

syndrome XP est due à des défauts dans le processus NER, alors que celle des syndromes

CS et TTD provient de défauts dans le TCR et la transcription (Giglia-Mari et al., 2004).

Suite à l’ouverture de la bulle de transcription de -9 à +2 par les hélicases de

TFIIH, l’ARN pol II peut catalyser la formation du premier lien phosphodiester entre les

ribonucléotides (NTP) +1 et +2. La transcription progresse ensuite et la bulle s’étend

conséquemment en aval, d’une paire de base de plus que le dernier NTP ajouté (Hoistege

et al., 1997). Suite à l’ajout du quatrième NTP à l’ARNm, un changement de

conformation se produit au niveau du complexe transcriptioimel, qui conduit à la

stabilisation du complexe ouvert. Suite à cette étape, TFIIH n’est plus requis pour le

maintien de la bulle de transcription. Entre +1 et +10, l’ARN pol II passe par un cycle

d’initiations avortées (abortive initiation) au cours duquel elle relâche de courts transcrits

de 2 à 10 nucléotides. Une autre transition importante se produit à la position +11 : la

bulle de transcription se referme de -9 à +2 et l’ARN pol II peut passer en élongation

(Hoïstege et aÏ., 1997). Cette transition entre l’initiation et l’élongation est appelée le

dégagement du promoteur.

TFIIH est aussi impliqué dans le dégagement du promoteur via le complexe CAX

(Cdk7, cycline H et MATi), qui possède une activité kinase (feaver et al., 1994). Dans la



31

cellule, CAK peut se retrouver seul ou en complexe avec TFIIH, ce qui influence sa

préférence pour le substrat phosphorylé. CAK seul phosphoryle préférentiellement Cdk2,

impliqué dans la régulation du cycle cellulaire, alors que CAK en complexe avec TFIIH

phosphoryle le CTD de l’ARN pol II (Rossignol et al., 1997). Le CTD peut être

phosphorylé au niveau des sérines 2 ($er 2) et 5 (Ser 5) de l’heptapeptide YSPTSPS.

L’état de phosphorylation du CTD varie durant les différentes étapes du processus

transcriptionnel. L’ARN p01 II est recrutée au promoteur sous la forme

hypophosphorylée, appelée forme lia (Lu et al., 1991). Suite à la formation du complexe

pré-transcriptionnel, Cdk7 phosphoryle le CTD au niveau de la Ser 5 et convertit l’ARN

pol II en une forme hyperphosphorylée, la forme ho (Akoulitchev et al., 1995). Cette

phosphorylation du CTD par TFIIH permet à l’ARN pol II de dégager le promoteur,

possiblement en permettant le relâchement de certains FGT, qui restent au promoteur

(Pokholok et al., 2002). En effet, il a été démontré que TBP et Tf11E interagissaient

préférentiellement avec l’ARN pol lia (Usheva et aÏ., 1992; Maxon et al., 1994). D’autres

kinases qui phosphorylent le CTD de l’ARN pol II, participant ainsi à la régulation de la

transcription, seront décrites dans une section suivante (1.2.3.2).

TFIIH interagit aussi avec plusieurs régulateurs transcriptionnels tels que VP 16

(Herpes simplex virion protein), FIR (fBP interaction repressor), HBX (hepatitis B virus

Xprotein) et BRCA1 (breast and ovarian turnor suppressorprotein 1) (Zurita et Merino,

2003). De plus, Tf11H, via Cdk 7, phosphoryle des récepteurs nucléaires hormonaux. Par

exemple, il a été démontré dans des cellules de patients XP et TTD, qu’une mutation dans

la partie C-terminale de XPD conduit à une diminution de la phosphorylation de certains

récepteurs nucléaires AF- 1 par TFITH et conséquemment à une diminution de la capacité

d’activation (Keriel et al., 2002).

Récemment, une dixième sous-unité de TFIIH, TFB5, a été identifiée chez la

levure et chez l’humain (Giglia-Mari et al., 2004; Ranish et aÏ., 2004). Chez la levure,

TFB5 est recruté au promoteur in vivo et in vitro et est requis pour la transcription basale

et activée des gènes GAL. Il est aussi nécessaire au recrutement de Tf11H au promoteur.

Chez l’humain, des mutations dans TFB5 causent le TTD groupe A. Jusqu’à présent,
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aucune mutation dans les sous-unités de TFIN n’avait permis d’expliquer le syndrome

du TTD de ce groupe (Giglia-Mari et aï., 2004).

1.2.2.6 TFIIA

TFIIA est un facteur qui lie TBP et augmente son affinité pour la boîte TATA in

vitro (Yokomori et aÏ., 1994). TFIIA en s’associant à TBP contacte simultanément

l’ADN de façon non-spécifique en amont et au niveau de l’élément TATA (Tan et al.,

1996; Geiger et aÏ., 1996). In vitro, TflIA n’est pas requis pour la transcription basale en

présence de TBP (Ozer et al., 1994; Sun et al., 1994; Yokomori et al., 1994; Ma et al.,

1996; Coulombe et al., 1992; Cortes et aÏ., 1992). Cependant, lorsque TFIID est utilisé au

lieu de TBP seul, la transcription devient dépendante en TFIIA (Sun et al., 1994) et

moins le système est pur, plus la dépendance est importante. Cette différence a été

attribuée à la capacité de TFIIA à déplacer des répresseurs liant TBP, présents dans

TFIID (Chicca et aï., 199$; Mermelstein et al., 1996; Merino et al., 1993; Kokubo et aï.,

199$). Par exemple, TFIIA compétitionne avec TAF1 de levure pour la liaison à TBP.

TAF1 interagit avec TBP et inhibe sa capacité à lier la boîte TATA (Kokubo et al.,

199$).

Chez la levure, il a été démontré par l’utilisation d’une souche ayant un allèle

mutant de TBP, incapable d’interagir avec TFIIA, que l’absence de liaison TBP-TFlIA

affectait l’expression d’environ 3% des gènes (Stargell et aÏ., 2000). Dans cette étude, la

capacité de plusieurs activateurs à stimuler la transcription était aussi affectée. D’autres

études in vitro et in vivo montrent que TFIIA est essentiel à la fonction de plusieurs

activateurs, tels Spi, VP16, Zta et NTF1 (Yokomori et aÏ., 1994; Stargell et Struhi, 1995;

Lieberman et aÏ., 1997; Lieberman, 1994; Kobayashi et al., 1995).

TFIIA humain est composé de trois sous-unités, TFIIAa (35 kDa), f3 (21 kDa) et

y (12 kDa) (Ma et al., 1993; DeJong et Roeder, 1993; Ozer et al., 1994; DeJong et al.,

1995). Les sous-unités Œ et f3 sont codées par le gène TOA], alors que la sous-unité y est

codée par le gène TOA2. Chez la levure, il n’existe que deux sous-unités, TOA1 et TOA2
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(Ranish et aÏ., 1992). La partie N-terminale de TOA1 est homologue à une région de

c, alors que la partie C-terminale est homologue à une région de f3 (Ma et aï., 1993;

Delong et Roeder, 1993). TOA2 est homologue à y (Ozer et aï., 1994; DeJong et al.,

1995).

Les sous-unités a et f3 humaines, sont produites par clivage post-traductionnel

d’un précurseur (Hoiby et al., 2004). Il a été démontré que le clivage de TFIIA le cible

pour l’ubiquitination et la dégradation par le protéasome (Hoiby et al., 2004). Cette

dégradation permettrait possiblement d’assurer un contrôle du niveau de TFIIA cellulaire

et de réguler ainsi la transcription. À l’origine, seules les formes clivées de a et f3 avaient

été détectées dans les extraits cellulaires en association avec y. Plus récemment, la forme

non-clivée TfIIAŒÇ3 en complexe avec y et TBP a été isolée à partir de cellules de

carcinome embryonnaire (Mitsiou et Stunnenberg, 2000; Mitsiou et Stunnenberg, 2003).

Ce complexe, qui a été nommé TAC (TBP-TfIJA-containing complex), s’associe à la

chromatine in vivo et est impliqué dans l’activation transcriptionnelle chez ces cellules.

1.2.3 L’élongation de l’ARNm et la terminaison de la transcription

Suite à l’initiation de la transcription et à la synthèse des 10 premiers liens

phosphodiesters, l’ARN pol II dégage le promoteur pour entrer dans le mode de

l’élongation productive. À cette étape, un échange entre les facteurs généraux de

transcription et les facteurs d’élongation se produit (Pokholok et al., 2002). Des

expériences de ChLP chez la levure ont montré que les facteurs généraux de transcription

TBP, TFIIB, TFIIE, TFIIF, TFIIH, ainsi que le médiateur étaient localisés uniquement

aux promoteurs de gènes exprimés, mais pas dans la région transcrite. Au contraire, les

facteurs d’élongation TFIIS, SptS et le complexe Pafl/Cdc73 ont été retrouvés aux

promoteurs et dans la région codante de ces gènes (Pokholok et al., 2002).
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1.2.3.1 Les facteurs d’élongation

Il existe plusieurs facteurs qui régulent l’élongation via différents mécanismes

(revu par Sims, III et al., 2004). Certains facteurs modulent l’activité de l’ARN pOlIT en

influençant les pauses et les arrêts. D’autres participent au remodelage de la chromatine

et à la modification covalente des histones durant l’élongation.

1.2.3.1.1 Les facteurs d’élongation qui modulent l’activité de l’ARN polI!

1.2.3.1.1.1 TFIIF

TFIIF possède un rôle non seulement au niveau de l’initiation de la transcription,

mais aussi à l’étape d’élongation de l’ARNm. Plusieurs études ont montré que TFIIF

stimule la vitesse d’élongation et supprime les pauses transitoires faites par la polymérase

(Flores et al., 1989; Price et al., 1989; Bengal et al., 1991; Izban et Luse, 1992a; Tan et

al., 1994). Les deux sous-unités de TFIIF sont impliquées dans cette activité (Tan et al.,

1994; Lei et al., 199$). De plus, TFITF joue un rôle dans le dégagement du promoteur,

puisqu’il supprime les initiations avortées et contribue avec Tf11H à prévenir les arrêts

des complexes d’élongation précoces (Yan et al., 1999). Tel que mentionné

précédemment, des expériences de ChIP ont montré que TFIIF, ainsi que les autres FGT,

étaient localisés uniquement aux promoteurs des gènes in vivo et non dans la région

transcrite (Pokholok et al., 2002). Il a été proposé que TFIIf s’associerait à la pol II en

élongation de manière transitoire dans la région codante afin de supprimer les pauses,

mais qu’il ne voyagerait pas de manière continuelle avec celle-ci (Zawel et aï., 1995;

Sims, III et al., 2004). En support à l’hypothèse d’un rôle de TFIIF en élongation, celui-ci

interagit avec plusieurs facteurs d’élongation dont Spt5 (Lindstrom et aÏ., 2003), DSIF

(Lindstrom et al., 2003) et des composants du complexe Paf(Shi et al., 1997).
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1.2.3.1.1.2 TfIIS

TFIIS est un facteur d’élongation qui aide l’ARN pol ii à sortir des sites d’arrêts

(revu par Fish et Kane, 2002; Conaway et aÏ., 2003). Chez la levure, le gène codant pour

TFIIS, PPR2, n’est pas essentiel à la viabilité, mais son inactivation confère une

sensibilité à la drogue 6-azauracil (6-AU) (Nakanishi et aÏ., 1992; Williams et Kane,

1996). Le 6-AU réduit la concentration intracellulaire de GTP et UTP (Exinger et

Lacroute, 1992). Des expériences in vitro ont montré que la réduction de la concentration

de nucléotides augmentait la fréquence des arrêts et diminuait l’efficacité d’élongation

(Izban et Luse, 1992b; Reines, 1992; Reines et al., 1992). Ainsi, la sensibilité au 6-AU

reflète souvent un défaut en élongation (Rues et al., 2004).

L’arrêt est défini comme une interruption de la transcription, de laquelle la

polymérase ne peut sortir sans l’aide de facteurs auxiliaires. Le modèle actuel propose

que lorsque l’ARN poi possède en son site catalytique un hybride ADN-ARN instable,

l’enzyme a tendance à reculer sur la matrice (backtracking) jusqu’à l’atteinte d’un

registre plus stable et à s’arrêter (Nudler et al., 1997). Afin de sortir de l’arrêt et de

poursuivre la transcription, elle doit cliver l’extrémité 3’ de I’ARNm. La pause, quant à

elle, peut être résolue sans l’aide de facteurs supplémentaires et des études montrent

qu’elle ne passerait pas par une étape de backtracking et de clivage de l’ARNm (Erie,

2002; Neuman et aÏ., 2003).

L’activité de clivage de l’extrémité 3’ de l’ARNm est une activité

endonucléotidique, intrinsèque à l’ARN polymérase (Krummel et Chamberlin, 1989;

Surratt et al., 1991; Fish et Kane, 2002; Wind et Reines, 2000). Cette activité est

grandement stimulée par les facteurs Gre A et Gre B chez les procaryotes (Borukhov et

aÏ., 1992; Borukhov et al., 1993) et TFIIS chez les eucaryotes (Izban et Luse, 1992b;

Reines, 1992; Wang et Hawley, 1993). La structure cristallographique de IFIIS en

complexe avec l’ARN pol II a permis de mieux comprendre comment TfIlS stimule le

clivage du transcrit (Kettenberger et al., 2003). TFIIS entre dans le site catalytique via le

pore et y insère deux acides aminés acides, conservés entre les espèces (Jeon et al.,
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1994), qui se retrouvent près de la localisation proposée pour un des ions métalliques qui

forment le site catalytique (métal B) (Kettenberger et aÏ., 2003). Il a été suggéré que les

deux acides aminés acides participent à la coordination de ce dernier (Kettenberger et al.,

2003). Un mécanisme à deux ions métalliques, métal A et B, a été proposé pour les

activités de polymérisation et de clivage par les ARN polymérases (Steitz, 1998; Opalka

et aï., 2003; Sosunov et al., 2003; Sosunova et al., 2003; Cramer et aÏ., 2001; Gnatt et al.,

2001). Ce mécanisme sera décrit de façon plus détaillée à la section 1.3.3.

Des études récentes de cinétique, faites avec un essai qui mesure avec précision la

vitesse de formation de liens phosphodiesters spécifiques, ont permis de décrire avec plus

de détails les rôles de Tf11F et TfIlS dans la modulation de l’activité de l’ARN p01 II

lors de l’élongation du transcrit (Zhang et aï., 2003; Zhang et Burton, 2004). Ces études

montrent que TFIIF augmente la vitesse d’élongation de la polymérase, en stabilisant

l’état post-transloqué du complexe transcriptionnel (Zhang et Burton, 2004). La

translocation des acides nucléiques, qui permet à l’enzyme de se déplacer sur la matrice

d’ADN, sera discutée à la section 1.3.3. TFIIS, quant à lui, n’a pas d’effet direct sur la

vitesse de l’enzyme. Cependant, il stimule l’élongation en supprimant les pauses

transitoires. Ensembles, les deux facteurs ont un effet combinatoire pour la suppression

de ces dernières (Zhang et al., 2003).

1.2.3.1.1.3 Autres facteurs d’élongation modulant l’activité de l’ARN p0! II

Le complexe Elongin et le facteur ELL stimulent aussi l’élongation en supprimant

les pauses dans la transcription (Bradsher et aï., 1993a; Bradsher et al., 1993b; Shilatifard

et al., 1996). Les facteurs d’élongation P-TEFb (positive transcrzption elongation Jactor

b), DSIf (DRB-sensitivity-inducing factor) et NELf (negative elongation factor) ont été

identifiés grâce à leur capacité à induire la sensibilité au DRB (5,6-dichloro-1-b-D-

ribofuranosylbenzimidazole) (Wada et al., 1998a). Le traitement au DRB de cellules de

mammifère affecte l’élongation, conduisant à la formation de transcrits tronqués

(Chodosh et aL, 1989; Yamaguchi et al., 1998). Dans un essai reconstitué avec des
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facteurs purifiés, la transcription n’est pas sensible au DRB. Les facteurs énumérés ci-

dessus lui confèrent cette sensibilité (Wada et aï., 1998b).

P-TEFb est un facteur d’élongation qui phosphoryle le CTD de l’ARN pol II au

niveau de la Ser 2 (Marshall et Dahmus, 2000; Shim et al., 2002; Ni et aï., 2004). P

TEFb co-localise avec l’ARN pol II hypophosphorylée en pause au promoteur (Lis et al.,

2000) et contrecarre les pauses induites par DSIF/NELF (Sims, III et al., 2004). DSIF est

un complexe composé de Spt4 et Spt5, les homologues humains des protéines portant le

même nom, identifiées à l’origine chez S. cerevisiae (Winston et al., 1984). Spt4 et 5

interagissent avec l’ARN pol II (Wada et al., 1998a) et jouent un rôle positif en

élongation (Rondon et aï., 2004; Bourgeois et al., 2002). Par exemple, Spt4 relève les

pauses de la polymérase induites par le facteur de remodelage de la chromatine Iswlp

(Morillon et al., 2003). Spt5, quant à lui, coopère avec TAT pour prévenir la terminaison

prématurée et les pauses en élongation tardive en transcription des gènes du VIH

(Bourgeois et al., 2002). NELf est un complexe ayant un effet négatif sur l’élongation en

favorisant les pauses transcriptionnelles en présence de DSIF (Yamaguchi et aï., 1999).

P-TEFb peut contrer l’effet de NELF en phosphorylant le CTD de l’ARN pol II et la

sous-unité SptS de DSIF. Ceci entraîne la dissociation de NELF du complexe

d’élongation en pause (Yamaguchi et al., 1999; Kim et Sharp, 2001; Ivanov et al., 2000).

Il a été proposé que les pauses induites par DSIF/NELF permettent le recrutement de

l’enzyme de coiffage et conséquemment le coiffage de l’ARNm en 5’ du gène. La

phosphorylation du CTD et de DSIF par P-TEFb entraînerait le départ de NELF et le

retour en élongation productive (Sims, III et aï., 2004).

1.2.3.1.2 Les facteurs d’élongation qui modifient la structure de la chromatine

La présence de nucléosomes sur l’ADN in vivo peut constituer un blocage majeur

à l’élongation par l’ARN pol II. Certains complexes de remodelage et plusieurs protéines

modifiant de façon covalente la queue des histones participent à la régulation de

l’élongation en modulant la structure de la chromatine. Par exemple, le complexe FACT

(faciïitates chromatin transcrzption) a été isolé grâce à sa capacité à stimuler la
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transcription sur une matrice de chromatine (Orphanides et al., 1998). FACT est

hautement conservé entre les espèces eucaryotes et joue un rôle après l’initiation

(BeÏotserkovskaya et Reinberg, 2004). Chez la levure, le complexe est formé des sous-

unités Sptl6/Cdc68 et Pob3. Des mutants de Sptl6 sont sensibles au 6-AU, suggérant un

rôle en élongation. De plus, Sptl6 interagit génétiquement et physiquement avec

plusieurs autres facteurs d’élongation (Squazzo et al., 2002; Krogan et aÏ., 2002; $ims, III

et aÏ., 2004). De nombreuses études supportent un modèle dans lequel fACT facilite

l’élongation sur la chromatine en déstabilisant la structure du nucléosome et en enlevant

spécifiquement un dimère de H2A-H23 (Kireeva et al., 2002; Orphanides et aÏ., 1999;

Belotserkovskaya et al., 2003). Ceci permettrait à la polymérase de traverser le

nucléosome. FACT est aussi impliqué dans le rétablissement de la structure

chromatinienne, suite à la transcription (Belotserkovskaya et al., 2003; Schwabish et

Struhi, 2004).

La méthyltransférase Seti de levure catalyse le transfert de groupements méthyl

sur la lysine 4 (K4) des histones H3 (Briggs et al., 2001). Seti s’associe

préférentiellement avec l’ARN pol II phosphorylée en $er5 et induit la triméthylation de

H3-K4 sur les gènes activement transcrits (Ng et aÏ., 2003). Il a été démontré que Iswlp,

une protéine impliquée dans le remodelage de la chromatine et qui régule différentes

étapes de la transcription dont l’élongation, reconnaît les histones H3-K4 méthylées

(Morillon et aÏ., 2003; Santos-Rosa et al., 2003). De plus, Iswlp et Seti sont requis pour

la distribution adéquate de l’ARN p01 II sur certains gènes et le recrutement de facteurs

de clivage et de polyadénylation (Santos-Rosa et al., 2003), suggèrant un rôle dans la

régulation de l’élongation pour ces deux protéines, via une modification de la structure de

la chromatine.

1.2.3.2 Le rôle du CTD dans le cycle transcriptionnel

Le CTD de Rpbl joue un rôle très important dans l’élongation et dans le

processus transcriptionnel. Tel que mentionné précédemment, le CTD est phosphorylé

par TFIIH au niveau de la Ser 5 suite à la formation du complexe pré-transcriptionnel.
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Cette phosphorylation de la Ser 5 permet le recrutement de l’enzyme de coiffage de

l’ARNm (Cho et aÏ., 1997; Komamitsky et al., 2000). Chez la levure, la kinase CTDK-1

(CTD kinase 1) phosphoryle le CTD sur la Ser 2 durant l’élongation (Cho et al., 2001),

permettant l’association des facteurs de clivage et de polyadénylation de l’ARNm au

complexe d’élongation dans la partie 3’ du gène (Kim et al., 2004a; Ahn et al., 2004).

CTDK-1 est composé de trois sous-unités (CTK1 à CTK3). CTK1, la sous-unité qui

possède l’activité kinase, est homologue à la kinase cycline-dépendante Cdk9, une sous-

unité du facteur d’élongation de mammifère P-TEFb, qui phosphoryle aussi le CTD

(Pricc, 2000).

L’ARN pol II doit être déphosphorylée à la fin du processus transcriptionnel, afin

de lui permettre d’être recrutée de nouveau au promoteur et d’entreprendre un autre cycle

de transcription. La phosphatase Fcpl (TfIIf-associated CTD phosphatase) a été clonée

dans des expériences de double-hybride chez la levure, grâce à sa capacité d’interagir

avec la sous-unité RAP74 de TFIIF (Archambault et al., 1997; Archambault et aï.,

1998b). Fcpl déphosphoryle le CTD au niveau des Ser 2, contrecarrant ainsi l’activité de

CTK1 (Cho et al., 2001). L’activité de Fcpl est stimulée par TFIIF et TFIIB inhibe cette

stimulation (Chambers et al., 1995). Fcpl se lie à l’ARN pol II via les sous-unités Rpb4

et Rpb7 (Kamenski et al., 2004). Une autre phosphatase, Scpl (srnaïl CTD-phosphatase

J) déphosphoryle le CTD au niveau de la Ser 5 (Yeo et aï., 2003). Tout comme Fcpl,

l’activité de Scpl est stimulée par TFIIF (Yeo et al., 2003). Finalement, la protéine Ssu72

déphosphoryle aussi les Ser 5 du CTD (Krishnamurthy et al., 2004). Ssu72 fait partie du

complexe de clivage et de polyadénylation des ARNm CPF (cleavage/polyadenylation

factor). Comme la fonction de Ssu72 en 3’ des gènes est indépendante de son activité

phosphatase, il a été proposé que celui-ci jouerait deux rôles en transcription: le premier

dans la déphosphorylation du CTD pour le recyclage de la polymérase et le second

comme facteur essentiel au clivage du transcrit et à la terminaison de la transcription

(Krishnamurthy et al., 2004).
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1.2.3.3 La terminaison de la transcription

La formation de l’extrémité 3’ du transcrit passe par le clivage et la

polyadénylation de celui-ci. Le site de clivage de l’ARNm se situe au niveau d’un

dinucléotide CA, entre la séquence hautement conservée AAUAAA et l’élément DSE

(downstream sequence elernent) (revu par Proudfoot et al., 2002). Deux complexes

reconnaissent ces séquences présentes dans l’ARNm transcrits. Le complexe CPSF

(cleavage and polyadenylation specficity factor) interagit avec la séquence AAUAAA,

alors que CstF (cleavage stirnulatoiyfactor) lie le DSE. L’association de CPSF et CstF à

l’ARNm est coopérative puisque la liaison de l’un augmente l’affinité de l’autre pour son

site (Zhao et al., 1999). Les facteurs CF I (cleavagefactor I), CF II (cleavagefactor II),

ainsi que la poly(A) polymérase (PAP) sont aussi essentiels pour le clivage de l’ARNm.

Suite au clivage, la PAP, en présence de CPSF, ajoute la queue de poly(A). La protéine

PABP II (poly(A) binding protein II) se lie à la chaîne de poly(A) et augmente la

processivité de la PAP (Wahle et Ruegsegger, 1999).

Le mécanisme de terminaison de la transcription par l’ARN pol II est peu connu.

La terminaison implique un relâchement du transcrit préalablement clivé et un

relâchement de l’enzyme de la matrice d’ADN. Elle est dépendante d’un signal de

polyadénylation fonctionnel et la force du signal dicte l’efficacité de la terminaison

(Osheim et aÏ., 1999). D’autres facteurs sont importants pour la terminaison suite au

clivage du transcrit. Par exemple, il a été démontré que l’homologue du facteur humain

CstF-64 chez la levure est requis pour la terminaison, indépendamment de sa fonction

dans le clivage du transcrit. De plus, le coactivateur PC4 interagit avec le domaine C-

terminal de CstF-64 et influence la terminaison (Calvo et Manley, 2001). Finalement, des

séquences en aval du signal de polyadénylation jouent un rôle important dans la

terminaison. Une séquence identifiée sur le gène de la -globine, située entre 900 et 1600

pb en aval du site de polyadénylation, induit une activité de clivage cotranscriptionnel du

transcrit qui a été nommée CoTC (cotranscriptional cleavage). Cette activité est

complètement indépendante du clivage et de la polyadénylation de l’ARNm, qui se

passent beaucoup plus en amont, et est requise pour la terminaison (Dye et Proudfoot,
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2001). Le CoTC implique une activité d’auto-clivage de l’ARNm (Teixeira et aÏ., 2004).

Récemment, il a été démontré que les exonucléases Ratl chez la levure et Xrn2 chez les

mammifères participent à une dégradation 5’-3’ de la portion d’ARN aval, générée suite

au clivage du transcrit. Cette activité est nécessaire à la terminaison de la transcription

(Kim et al., 2004b; West et al., 2004). Il a été proposé que l’activité d’auto-clivage de

l’ARN CoTC, au gène de la f3-globine, agit comme précurseur de la terminaison en

fournissant une extrémité 5’, qui sert ensuite de substrat à l’exonucléase Xrn2 (Teixeira et

aÏ., 2004; Tollervey, 2004; West et aÏ., 2004).

1.3 L’ARN polymérase II : structure et mécanisme catalytique

1.3.1 L’ARN polymérase II

L’ARN p01 II est composée de 12 sous-unités, appelées Rpbl à Rpbl2, de poids

moléculaires variant entre 10 et 220 kDa (tableau II) (revu par Young, 1991; Coulombe

et Burton, 1999; Lee et Young, 2000). L’ARN p01 II est hautement conservée entre les

espèces eucaryotes. Par exemple, il existe 70% d’homologie et 50% d’identité entre Rpbl

de levure et Rpb 1 humain. Les deux plus grandes sous-unités, Rpb 1 et Rpb2, sont les

sous-unités catalytiques de l’enzyme. Elles sont homologues aux sous-unités f3’ et f3 de

l’ARN pol bactérienne, composée de quatre sous-unité (Œ2f3f3’) et du facteur de

reconnaissance des promoteurs a. Rpb3 et Rpbl 1 présentent des homologies avec cx et

forment un hétérodimère in vitro, semblable à l’homodimère formé par cx lors de

l’assemblage de l’ARN pol bactérienne (Larkin et Guilfoyle, 1997). Les sous-unités

RpbS, 6, 8, 10 et 12 sont communes aux trois ARN poi. Plusieurs sous-unités non-

identiques, dont les sous-unités catalytiques, sont tout de même homologues entre les

ARN pol I, II et III. Bien que les rôles des sous-unités communes ont été peu étudiés, il

est connu que Rpb5 lie la protéine virale HBx (Hepatitis B virus Xprotein), qui active la

transcription (Cheong et aÏ., 1995). Rpb6 est impliqué dans l’assemblage et stabilise le

complexe de 12 sous-unités (Minakhin et al., 2001). De plus, elle contribue à

l’association de Rpb4 et Rpb7 à l’ARN ol II (Tan et al., 2003).



42

Tableau II. Les sous-unités de PARN polyrnérase II

Poids moléculaire Essentielle
Sous-unité Caractéristiques

(humain) (kDa) (levure)

Rpbl 220 + catalytique, CTD

Rpb2 140 ± catalytique

Rpb3 33 ± assemblage

Rpb4 16 - sous-complexe avec Rpb7

RpbS 25 + commune

Rpb6 14.4 + commune, assemblage

Rpb7 19 + sous-complexe avec Rpb4

Rpb$ 17 + commune

Rpb9 14.5 - élongation, choix du site d’initiation

RpblO 7.6 + commune

Rpbll 13.3 + assemblage

Rpbl2 7 + commune

Chez la levure, tous les gènes codant pour les sous-unités de l’ARN p01 II sont

essentiels, à l’exception des gènes codant pour Rpb4 et Rpb9. La délétion de Rpb9

confère une sensibilité au 6-azauracil et produit un phénotype synthétique lorsque

combinée avec une délétion du gène codant pour TfIIS (Hemming et al., 2000). De plus,

il a été démontré que Rpb9 joue un rôle en élongation en stimulant, avec TFIIS, la sortie

de l’ARN pol II des sites d’arrêts (Awrey et al., 1997). Rpb9 est aussi important pour le

choix du site d’initiation de la transcription (Huil et al., 1995; Sun et al., 1996). La

délétion de Rpb9 dans les cellules conduit à un déplacement du site d’initiation, en amont

du site normalement utilisé par la polymérase. Ce déplacement serait dû à une interaction

déficiente entre Tf11F et l’ARN polIT ARpb9 (Ziegler et al., 2003). Finalement, Rpb9 est

impliqué au niveau du processus TCR (tra1zscrttïon coitpled repair) dans une voie

indépendante de la protéine de réparation Rad26 (Li et Smerdon, 2002).

La délétion de Rpb4 confère, quant à elle, un phénotype de sensibilité à la chaleur

(Woychik et Young, 1989; Giaever et al., 2002). Des expériences d’analyse d’expression

sur micropuces ont permis de montrer que 98% des gènes ne sont plus exprimés dans la

lignée Aipb4 à la température restrictive. À la température permissive, les gènes
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constitutifs sont transcrits normalement, alors que l’expression des gènes inductibles est

presque complètement abolie (Miyao et al., 2001). L’exposition à certains stress (éthanol,

milieu pauvre en nutriments) au niveau de ces cellules conduit à une suppression de

l’expression de la plupart des gènes (Choder et Young, 1993; Sheffer et aÏ., 1999). Chez

la levure, Rpb4 et Rpb7 forment un sous-complexe dissociable du reste de l’ARN p01 H

(Edwards et aÏ., 1991). Quatre-vingt pourcent de l’ARN p01 II purifiée à partir de cellules

en croissance exponentielle ne contient pas le sous-complexe. Au contraire, en phase

stationnaire, la majorité de l’ARN p01 II isolée contient Rpb4 et Rpb7 (Choder et Young,

1993). In vitro, l’ARN p01 II ARpb4/Rpb7 est incapable d’initier la transcription de

manière spécifique à un promoteur, bien qu’elle soit active sur une matrice ne contenant

pas de promoteur (Edwards et al., 1991; Orlicky et al., 2001). Rpb4/7 ne sont cependant

pas requis pour la liaison au promoteur, mais bien pour l’étape subséquente d’initiation

de la transcription (Orlicky et aÏ., 2001).

Plusieurs hypothèses ont été avancées pour tenter d’expliquer ces résultats, ainsi

que le rôle de Rpb4 et Rpb7 dans le processus transcriptionnel (Choder, 2004). Rpb4 et 7

pourraient être importants pour prévenir un changement de conformation de l’ARN pol II

en conditions de stress. Rpb4/7 pourraient être nécessaires à la transcription d’un nombre

restreint de promoteurs. Finalement, le sous-complexe pourrait interagir avec le reste de

l’ARN pol II seulement durant certaines étapes du cycle de la transcription. Rpb4 est

aussi impliqué dans des étapes post-transcriptionnelles du processus de l’expression

génétique. En effet, il a été démontré que Rpb4 est essentiel pour l’exportation des

ARNm au cytoplasme en conditions de stress (Farago et aÏ., 2003). Cette fonction de

Rpb4 est indépendante de son rôle en transcription.

1.3.2 Structure de l’ARN polymérase II

1.3.2.1 La structure de l’ARN polymérase II à 10 sous-unités

La publication de structures cristallographiques à haute résolution de l’ARN polIT

de levure a permis de proposer plusieurs hypothèses sur le fonctionnement de cette
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enzyme et sur le mécanisme transcriptionnel (Gnatt et al., 2001; Cramer et al., 2001;

Buslmell et Komberg, 2003; Bushnell et aÏ., 2002; Buslmell et al., 2004; Westover et al.,

2004a; Westover et al., 2004b; Kettenberger et al., 2003; Armache et al., 2003). Les

structures de l’ARN pol II à 10 sous-unités (ARpb4/7), seule (Cramer et al., 2001) ou en

élongation sur l’ADN (Gnatt et al., 2001; Westover et al., 2004a), ont montré que Rpbl

et Rpb2 forment le coeur de l’enzyme au centre duquel se retrouve un canal chargé

positivement (figures 2 et 3) (revu par Langelier et al., 2002). Ce canal, qui accueille les

acides nucléiques, est appelé clefi, sillon ou canal principal. Un domaine protéique de

Rpb2, le mur ou waÏÏ, en ferme l’extrémité. Au fond du sillon, se retrouve le site

catalytique de l’enzyme, formé de résidus acides de Rpbl et Rpb2 strictement conservés,

qui coordonnent deux ions métalliques, les métaux A et B.
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Figure 2: Structure cristallographique de l’ARN polymérase II à 10 sous-unités. A) Enzyme
libre à une résolution de 2.8 À. Les principaux domaines ont été colorés selon le code indiqué. B)
Enzyme en élongation sur une matrice d’ADN à une résolution de 3.3 À. Le code de couleur est
le même que celui présenté en A. Figure tirée de Langelier et aÏ., 2002.

o
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Les acides nucléiques sont retenus dans le canal principal par plusieurs domaines

protéiques, dont les mâchoires supérieures et inférieures (upper and tower jaws), qui

contactent l’ADN en aval, et la pince (clamp). La structure de l’ARN pol II seule a révélé

que la pince est dans une conformation dite ouverte, prête à accueillir l’ADN dans le

canal principal. Au contraire, au niveau de la structure de la polymérase en élongation, la

pince est dans une conformation fermée. Ceci a conduit les auteurs à proposer que la

pince est un élément mobile qui se referme sur les acides nucléiques pour stabiliser le

complexe d’élongation (Cramer et al., 2001; Gnatt et al., 2001). Cependant, une structure

plus récente de l’ARN pol II comprenant les 12 sous-unités a entraîné une modification

de ce modèle (Armache et al., 2003; Bushnell et Komberg, 2003) (section 1.3.2.1 ). Un

deuxième canal, appelé canal secondaire ou pore, a la forme d’un entonnoir inversé

(funnel), qui s’ouvre dans le canal principal, tout près du site actif. Il a été proposé que le

nucléotide (NTP) arrivant, ainsi que le pyrophosphate relâché, circulent par le pore. Le

pore accomoderait aussi l’extrémité 3’ du transcrit lorsque l’ARN pol II recule sur la

matrice d’ADN, lors des arrêts transcriptionnels (Cramer et al., 2001; Gnatt et al., 2001).

Le canal qui permet la sortie de l’ARNm se retrouve, quant à lui, entre le mur de Rpb2 et

la pince de Rpbl (figure 3).
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Figure 3: Les canaux de l’ARN polymérase II. A) Le positionnement des acides nucléiques
par rapport aux trois canaux de l’ARN p01 II est représenté sous forme schématique. Dans cette
représentation, l’ARN p01 II a été scindée en deux pour montrer l’intérieur du site catalytique. Le
brin matrice de l’ADN est indiqué en bleu; le brin transcrit, en vert; l’ARNm, en rouge et l’ion
Mg 2-A, en mauve. B) Vue de l’ARN p01 II à 10 sous-unités montrant le canal principal ou
sillon. Les sous-unités visibles sont colorées avec différentes couleurs et sont identifiées. Figure
tirée de Hahn, 2004.

Tel que mentionné précédemment, la conservation de l’ARN p01 II entre les

espèces eucaryotes est grande, avec 53% d’identité entre l’humain et la levure, répartie

sur toute la surface (figure 4A) (Cramer et aÏ., 2001). Lorsque l’on compare la séquence

de l’ARN pol II de levure avec l’ARN polymérase bactérienne, on note que l’homologie

‘j
..JWaIIi

RNA exït

900 C

Rpb5

est localisée près du site catalytique (figure 4C). L’homologie de structure, déterminée
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() par comparaison avec la structure de l’ARN pol bactérienne (Zhang et al., 1999a), est

encore plus étendue, si bien que seule la surface périphérique diffère (figure 4D). C’est

cette surface qui est le plus souvent impliquée dans des interactions avec des protéines

régulatrices, spécifiques aux procaryotes et aux eucaryotes (Cramer et aÏ., 2001).

A B •
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Figure 4: Conservation des ARN polymérases. A) Les résidus identiques entre l’ARN pol II de
levure et l’ARN p01 II humaine sont colorés en orange. B) Les résidus identiques entre l’ARN p01
II de levure et l’ARN poi de E. cou sont indiqués en orange. C) Les régions d’homologies de
séquence entre les deux sous-unités catalytiques de l’ARN p01 II de levure et de l’ARN pol de E.
cou sont colorées en rouge. D) Les régions structurellement homologues entre l’ARN p01 II de
levure et l’ARN pol bactérienne sont montrées en vert. Figure tirée de Cramer et al., 2001.

Les structures de l’ARN pol II en élongation, composées de l’enzyme liée à une

matrice d’ADN et à un ARNm, ont révélé la présence d’un hybride ADN-ARN de 8 à 9

paires de bases dans le canal principal (Gnatt et al., 2001; Westover et aï., 2004a). Ces

structures ont aussi permis de montrer l’existence de boucles et d’hélices de Rpbl et

Rpb2, localisées près du site catalytique, dans la région de l’hybride. Ces éléments ont été

nommés selon leur localisation ou leur fonction présumée dans le processus

transcriptionnel (figure 5 et tableau III). Par exemple, le bridge heÏix ou hélice de pontage

est une hélice de Rpbl, conservée entre les espèces eucaryotes, qui traverse le canal



49

principal et qui se retrouve près du site +1. Comme deux conformations distinctes de

l’hélice ont été cristallographiées dans des structures différentes, l’une dans laquelle

l’hélice de pontage est droite (Cramer et aï., 2001; Gnatt et al., 2001; Westover et al.,

2004a) et l’autre dans laquelle elle est courbée (Zhang et al., 1999a), il a été proposé que

cette dernière oscille entre deux conformations pour induire la translocation des acides

nucléiques durant la polymérisation (Gnatt et aÏ., 2001).

La localisation des boucles rudder (gouvernail), lid (capuchon) et fork loop J

(boucle d’embranchement 1), suggère que celles-ci participent à la séparation de l’ARN

de la matrice d’ADN, afin de maintenir un hybride de 8 à 9 ph (Westover et aï., 2004a).

Le rudder contacte le brin d’ADN matrice aux position -9, -10 et -11 et pourrait ainsi

prévenir la réassociation de l’ARN. Chez l’ARN pol bactérienne, une étude fonctionnelle

du rudder a cependant montré que cette boucle est impliquée dans l’initiation en

Figure 5 : Contacts des éléments structuraux de l’ARN polymérase II avec l’hybride ADN
ARN. Les domaines, boucles et hélices de Rpbl et Rpb2 se retrouvant dans la région de l’hybride
ADN-ARN sont numérotés et identifiés sur la figure. L’ADN matrice est coloré en bleu; l’ADN
transcrit, en vert et l’ARNm, en rose. Figure tirée de Langelier et aÏ., 2002.
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supportant l’ouverture de la bulle transcriptionnelle dans sa partie aval, ainsi que dans la

stabilité du complexe d’élongation, mais pas dans le maintien de la longueur de l’hybride

ADN-ARN (Kuznedelov et al., 2002a). Le lid interagit avec l’ARNm aux positions -8, -9

et -10 et servirait possiblement à le guider vers le canal de sortie. La bouclefork Ïoop Ï,

qui lie les bases -5, -6 et -7 de l’ARN, préviendrait la formation d’un hybride étendu. La

bouclefork loop 2 (boucle d’embranchement 2) pourrait être impliquée dans le maintien

de l’extrémité aval de la bulle de transcription, alors que des rôles de dissociation de

l’hybride, sortie de l’ARNm et maintien de l’extrémité amont de la bulle ont été proposés

pour le ztper (fermeture à glissière).

Tableau III. Les éléments structuraux du site catalytique de l’ARN polymérase II

Position % d’homologie
Sous-unité Domaine Rôles proposés

humain levure-humain

Coordination du Mg2”-A”2 pour la
Métal A 495,497,499 100

catalyse (polymérisation)

Bridge helix 834-868 97 Translocation des acides nucléiques”2

rudder 32 1-334 90 Séparation de l’hybride ADN-ARI’J3

Séparation de l’hybride ADN-ARN,
Ïid 262-274 70

maintien de la bulle (aval)3’4

Séparation de l’hybride ADN-ARN,

zipper 45-55 70 sortie de l’ARNm et maintien de la

Rpbl bulle (amont)1’2

(aa l-1970) Liaison du brin matrice d’ADN au

Switch 1 1414-1436 87 niveau de l’hybride ADN-ARN,

maintien de la bulle (aval)4’5

Liaison du brin matrice d’ADN au

Switch 2 342-361 100 niveau de l’hybride ADN-ARN,

maintien de la bulle (aval)4’5

Couplage fermeture de la pince à la

Switch 5 1463-1464 100 présence d’un hybride ADN-ARN

dans le sillon central”2

Rpb2 Coordination du Mg2-B”2 pour la
MétalB 791-792 100

(aa 1-1174) catalyse (polymérisation)

fork loop 1 453-465 85 Séparation de l’hybride ADN-ARN3
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fork loop 2 487-499 100 Maintien de la bulle (aval)”2

Reconnaissance du promoteur6’7 et des
FÏap $74-88$ 47

7pauses (procaryote)

Liaison du brin matrice d’ADN au
Switch 3 1064-1086 95

niveau de l’hybride ADN-ARN5

Couplage fermeture de la pince à la
Switch 4

110$-1115 86 présence d’un hybride ADN-ARN

dans le sillon central”2

1. (Cramer et ai., 2001), 2. (Gnaft et aÏ., 2001), 1. (Westover et aï., 2004a), 4. Kettenberger, 2004 à ajouter

5. (Armache et al., 2003), 6. (Toulokhonov et aÏ., 2001), 7. (Toulokhonov et Landick, 2003), 8.

(Kuznedelov et al., 2002b)

La boucle flap est située au niveau du domaine waÏÏ et se retrouve près du canal

de sortie de l’ARNm. Chez l’ARN pol bactérienne, il a été montré que leftap interagit

avec les structures secondaires d’ARN hairpins, formées lorsque l’ARNm en voie de

synthèse sort du canal (Toulokhonov et al., 2001; Toulokhonov et Landick, 2003). Cette

interaction est essentielle à l’induction des pauses transcriptionnelles par les structures

hairpins (Toulokhonov et al., 2001; Toulokhonov et Landick, 2003), un mécanisme de

régulation courant chez la pol bactérienne (Mooney et al., 1998). Le flap est aussi

impliqué dans un changement de conformation du facteur a bactérien, nécessaire à la

reconnaissance du promoteur (Kuznedelov et al., 2002b). En effet, la plupart des

promoteurs procaryotes sont composés de deux éléments, les éléments -10 et -35, liés par

a. L’élément -10 est reconnu par la région 2.4 de c, alors que l’élément -35 l’est par la

région 4.2 (Gross et al., 1998). La boucleftap, qui lie la région 4, induit l’éloignement

des domaines 2 et 4 pour permettre à cette dernière de s’associer à l’élément -35 pour la

reconnaissance du promoteur (Kuznedelov et al., 2002b). Aucune étude n’a été faite à ce

jour pour savoir si les rôles duftap étaient conservés chez l’ARN pol II.

Cinq boucles de Rpbl et Rpb2 situées près de la pince ont été appelées les

switches (boucles 1 à 5 de la figure 5). Ces boucles ont des conformations différentes

entre la structure de l’ARN p01 II libre (Cramer et al., 2001) et la structure en élongation

(Gnatt et al., 2001). Les switches 1, 2 et 3 sont désordonnées dans le cristal de l’ARN pol

II seule, mais ordonnées dans celui de l’enzyme en élongation, où elles contactent les
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acides nucléiques au niveau de l’hybride ADN-ARN. Il a donc été proposé que les

switches servent à coupler la fermeture de la pince à la présence d’un hybride ADN-ARN

dans le canal principal (Gnatt et al., 2001). Cependant, suite à la résolution de deux

structures cristallographiques de l’ARN pol II de levure comprenant les douze sous-

unités, de nouveaux rôles ont été suggérés pour la pince et les switches dans le

mécanisme transriptioimel.

1.3.2.1 La structure de l’ARN polymérase II à 12 sous-unités

La purification à homogénéité de l’ARN polIT de levure comprenant les 12 sous

unités, dans le but d’obtenir un cristal, est difficile à réaliser à cause de la présence du

sous-complexe Rpb4/7 en quantité sous-stochiométrique au sein de l’enzyme. Deux

groupes ont utilisé des stratégies différentes afin d’obtenir une structure

cristallographique à haute résolution de l’enzyme complète (Bushnell et Komberg, 2003;

Armache et al., 2003; Armache et aÏ., 2004). Dans un premier cas, l’ARN pol II a été

purifiée à partir d’une lignée cellulaire dans laquelle Rpb4 portait une étiquette TAF

(Tandem Affinity Purification), permettant sa purification (Bushnell et Komberg, 2003).

Dans le second cas, l’ARN pol II à 10 sous-unités a été purifiée à partir d’une lignée

Arpb4, puis incubée avec Rpb4 et Rpb7 recombinants, exprimés et purifiés en bactérie

(Armache et al., 2003; Armache et al., 2004).

Les deux structures publiées ont révélé sensiblement les mêmes choses. Rpb4 et

Rpb7 s’attachent à l’ARN po1 ii à la base de la pince via un domaine de Rpb7 (figure 6).

La surface d’interaction est restreinte, expliquant la dissociabilité du complexe. Rpb4 et

Rpb7 se retrouvent ainsi près du canal de sortie de l’ARNm, ce qui est consistant avec un

rôle possible de Rpb4 dans l’exportation du messager au cytoplasme (Farago et al.,

2003). Le sous-complexe est aussi localisé près du CTD de Rpbl, où il pourrait participer

au recrutement de fcpl (Kimura et al., 2002). Dans les deux structures de l’ARN pol II à

12 sous-unités, la pince se trouve dans une conformation fermée, similaire à la

conformation retrouvée au niveau de l’enzyme à 10 sous-unités en élongation (Gnatt et

aÏ., 2001). Dans cette conformation, le chargement direct de l’ADN dans le canal
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principal est impossible. Ceci invalide le modèle mentionné précédemment, où l’ARN

pol II lie l’ADN en conformation ouverte, puis la pince se referme sur les acides

nucléiques pour l’élongation. Un premier modèle alternatif propose que Rpb4/7 se

dissocieraient du complexe pour permettre l’ouverture de la pince et la liaison à l’ADN

(Armache et al., 2003). Suite à la formation de la bulle de transcription, le sous-complexe

pourrait se réassocier, induisant la fermeture de la pince. Un deuxième modèle suggère

que l’ADN serait d’abord chargé sur la pince fermée (Armache et al., 2003; Bushnell et

Kornberg, 2003). Suite à l’ouverture du promoteur par TFIIH, l’ADN descendrait dans le

canal principal où il pourrait interagir avec les switches. Plus précisément, il a été proposé

que les switches 1 à 3 forment une région d’interaction pour le brin matrice d’ADN dans

la région de l’hybride, lorsque ce brin descend dans le canal (Armache et al., 2003).

A

k

Figure 6 : Structure de l’ARN polymérase II à 12 sous-unités. A) Vue de l’ARN pol II à 12
sous-unités montrant la pince qui ferme le canal principal en présence de Rpb4 et Rpb7. Le
schéma à droite de la figure montre les positions ouverte (tel que retrouvée dans la structure à 10
sous-unités) et fermée de la pince. Les sous-unités sont colorées selon le code indiqué sur le
schéma en B. B) Vue de l’ARN pol II montrant la localisation des sous-unités Rpb4 et Rpb7 au
bas de la pince, près du canal de sortie de l’ARNm. figure tirée de Armache et aÏ., 2003.
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1.3.2.3 ARN polymérase II-TFIIS

Une co-cristallographie de l’ARN pol II et du facteur TFIIS a été réalisée,

permettant de mieux comprendre le rôle de celui-ci dans le clivage et l’élongation

transcriptioimelle (Kettenberger et al., 2003). Ce co-cristal a été produit en incubant le

cristal de l’ARN pol II à 12 sous-unités avec TFIIS. La structure résultante montre que

TFIIS est localisé à la surface de l’ARN p01 II au niveau de l’entonnoir, où se retrouve

l’extrémité 3’ du transcrit lors des pauses. Une boucle de TfIlS, ayant un motif ruban de

zinc (zinc ribbon), entre complètement dans le site catalytique par le pore (figure 7A). À

l’extrémité de cette boucle se retrouvent deux acides aminés acides conservés essentiels à

l’activité de TflIS (Jeon et al., 1994), qui sont localisés près du site de liaison du

deuxième ion métallique, le métal B, et qui pourraient participer à sa coordination. Ainsi,

TFIIS stabiliserait cet ion dans le site catalytique et stimulerait l’activité de clivage de

l’ARN polIT, favorisant la sortie des sites d’arrêts et conséquemment l’élongation. TFIIS

induit aussi des changements de conformation importants dans la structure de la

polymérase, particulièrement au niveau du bridge hetix, des switches 1 et 2 et du fork

toop 2. Ces changements au coeur du site catalytique, dans des domaines impliqués dans

la liaison à l’hybride ADN-ARN, pourraient servir à repositionner les acides nucléiques

pour la réaction de clivage. En effet, une récente structure de IFIlS avec l’ARN pol II en

élongation a révélé que celui-ci induit un réalignement de l’extrémité 3’ de l’ARNm

(Kettenberger et al., 2004). Ce réalignement pourrait positionner le transcrit pour le

clivage par la polymérase lors des arrêts. Des images de microscopie électronique de

l’ARN pol bactérienne avec le facteur de clivage Gre B, ont montré une grande similarité

avec le complexe ARN pol II-TFIIS. Gre B, qui est un homologue fonctionnel de TFIIS,

se lie à la polymérase bactérienne via le pore et insère une boucle acide dans le site

catalytique (figure 7B).



55

(a)

Figure 7 : Localisation des facteurs de clivage TFIIS et Gre B sur l’ARN polymérase. A)
L’AkN p01 II a été scindée en deux pour montrer l’intérieur du site catalytique et la localisation
de TfIlS par rapport à celui-ci, telle que révélée par la cristallographie ARN p01 II-TFIIS
(Kettenberger et aÏ., 2003). Le brin matrice de l’ADN est indiqué en bleu; le brin transcrit, en vert
et Î’ARNm, en rouge. B) Localisation de Gre B par rapport à l’ARN polymérase bactérienne, telle
que déterminée par les images de microscopie électronique (Opalka et aÏ., 2003). Le code de
couleur est le même qu’en A. Figure tirée de Cramer, 2004.

1.3.2.4 ARN polymérase II-TFIIB

Un complexe formé de TFIIB lié à l’ARN p01 II a été cristallographié (figure 8)

(Buslmell et al., 2004). Dans cette structure, TFIIB est localisé sur le domaine dock de la

polymérase. Un module de TFIIB appelé finger dornain entre par le canal de sortie dc

l’ARNm, jusqu’au site catalytique où il se retrouve près du site de liaison de l’hybride,

expliquant le rôle de TFIIB dans le choix du site d’initiation. Plusieurs résidus duflnger

ont d’ailleurs été identifiés par mutagénèse comme étant importants pour la sélection de

ce site (Pardee et al., 199$; Hawkes et Roberts, 1999; Beil et Jackson, 2000). Comme

TFIIB occupe le canal de sortie de l’ARNm, il a été proposé que lorsque ce dernier atteint

plus de 9 nucléotides (la longueur de l’hybride), il participe au relâchement de TFIIB,

nécessaire au dégagement du promoteur par l’ARN pol II (Cramer 2004).

(b)
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Figure 8: Le complexe ARN polymérase II-IFIIB. La partie N-terminale de TFIIB (beige) est
localisée sur la structure de l’ARN pol II, tel que déterminé par cristallographie (Bushnell et aï.,
2004). Les principaux domaines de l’ARN pOlIT sont identifiés. Figure tirée de Hahn, 2004.

1.3.2.5 ARN polymérase II-TFIIF

Des images de microscopie électronique de l’ARN p01 II liée à TFIIF ont permis

de voir que la surface d’interaction entre ces deux protéines est très étendue (Chung et

al., 2003) (figure 9). Tfgl, l’homologue de RAP74 chez la levure, se lie à la pol II sur la

pince et au niveau de Rpb4 et Rpb7. Tfg2, l’homologue de RAP3O, fait plusieurs contacts

au niveau du sillon central (cleJt). Comme le positionnement de TFIIF est similaire à

celui du facteur c bactérien, il a été proposé que TFIIF serait un homologue structural de

c.
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Figure 9: Structure du complexe ARN polymérase II-TFIIF, déterminée par microscopie
électronique. L’ARN pol II est colorée en orange et TFIIF, en bleu. Les principaux domaines de
l’enzyme sont indiqués. L’ADN qui entre dans le site catalytique (ADN aval) a été modélisé sur
la structure dérivée des images de microscopie électronique (Chung et aÏ., 2003). Figure tirée de
Hahn, 2004.

1.3.3 Le mécanisme catalytique

Un mécanisme à deux ions métalliques a été proposé pour toutes les polymérases

par Steitz en 199$ (Steitz, 1998). Dans ce mécanisme, un premier cation, le métal A,

diminue l’affinité de l’oxygène en 3’ pour l’hydrogène et facilite ainsi l’attaque du O sur

le phosphate a en 5’ du nucléotide arrivant. Le deuxième cation, appelé métal B, favorise

le départ du pyrophosphate. Chez les ARN pol eucaryotes et procaryotes, le métal A est

un ion Mg2 coordonné par trois aspartates strictement conservés de Rpb1/’, contenus

dans le motif NADFDGD (Cramer et al., 2001; Gnatt et al., 2001; Zhang et al., 1999a).

Le métal B, quant à lui, n’a pas été localisé de façon définitive dans les premières

cristallographies des ARN p01 procaryotes et eucaryotes (Cramer et al., 2001; Gnatt et

al., 2001; Zhang et al., 1999a). En effet, dans la cristallographie de l’ARN p01 II de

levure à 10 sous-unités, le métal B a été observé au voisinage de deux résidus acides

conservés de Rpb2 (E836 et D837) et d’un résidu conservé de Rpbl (D481) (Cramer et

al., 2001; Gnatt et al., 2001). Cependant, il se retrouvait trop éloigné de ceux-ci pour

permettre la coordination. De plus, comme le Mg2-3 était présent en quantité sous-
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stochiométrique au sein de l’enzyme, il a été proposé que l’ion métallique B entre au site

catalytique par le pore avec le nucléotide arrivant, qui lui fournit une coordination

supplémentaire pour le stabiliser près des résidus E$36 et D837 de Rpb2 et D481 de

Rpbl (Cramer et aÏ., 2001). Suite à la catalyse, le pyrophosphate relâché quitte le site

actif par le pore, entraînant avec lui le métal B.

Un mécanisme à deux ions métalliques a aussi été proposé pour l’activité de

clivage de l’ARN pol II lors des arrêts transcriptioimels. Cette activité requiert, en effet,

la présence de cations divalents (Reines et al., 1992). De plus, la résolution de structures

de l’ARN pol II liée à TFIIS et de l’ARN pol bactérienne liée à Gre B suggère que les

deux facteurs de clivage fonctionnent en fournissant des résidus acides pour la

coordination d’un second ion métallique au site catalytique (Kettenberger et al., 2003;

Sosunov et al., 2003; Sosunova et al., 2003; Opalka et al., 2003).

Récemment une nouvelle structure de l’ARN pol II de levure sur une matrice

d’ADN et d’ARN a permis la localisation du second ion métallique (Westover et al.,

2004b). Dans cette structure, l’ARN de 9 nucléotides possède un terminateur de chaîne

en 3’. En incubant l’ARN pol II avec cette matrice en présence d’un nucléotide

complémentaire au dNTP placé au site +1, on obtient une structure où le NTP arrivant est

positionné au site A (addition site), près pour la formation du lien phosphodiester et

l’incorporation dans la chaîne d’ARN. Dans cet état, le Mg2-B est coordonné par les

phosphates 3 et y du NTP, les résidus D481 et D483 de Rpbl et D837 de Rpb2. Lorsque

l’ARN pol II a été incubée avec l’un ou l’autre des trois nucléotides non-

complémentaires au site +1, il a été observé que celui-ci occupait un autre site dans une

orientation très différente, la base et le sucre étant dirigés vers le pore. Ce deuxième site a

été appelé le site E (entiy site) et il a été proposé qu’il servait à accueillir le NTP arrivant,

avant que celui-ci ne subisse une rotation pour aller se positionner au site A (Westover et

al., 2004b). Dans ce modèle, le NTP entre par le pore et suite à la formation du lien

phosphodiester, le bridge hetix se courbe pour permettre la translocation des acides

nucléiques, puis reprend sa position initiale, libérant ainsi le site A pour l’arrivée du
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prochain nucléotide (Gnatt et al., 2001; Cramer et aÏ., 2001; Westover et al., 2004a;

Westover et al., 2004b) (figure 10).

A DNA B
r JtIIHhî’à.Bridge

L
RNA helix

4 Synthesis
NTP

1111111 1K5’

4, Trans location

11111111 I

Figure 10 Modèle proposé par Kornberg pour expliquer le mécanisme de transiocation des
acides nucléiques durant la polymérisation. A) Représentation schématique du cycle d’addition
des nucléotides. Lorsque le bridge heÏix est en conformation droite (grise), le site d’addition (A)
est libre et peut accueillir le NTP arrivant au site catalytique. Suite à la synthèse du lien
phosphodiester, le bridge helix se courbe vers les acides nucléiques (mauve) et induit la
translocation d’une position. En revenant à la position droite, le site A est de nouveau libéré pour
un autre cycle. B) Superposition du bridge lieux en conformation courbée, tel que retrouvé dans
la structure de la pol bactérienne (mauve) (Zhang et aï., 1999a), sur le bridge heÏix de l’ARN p01

II (gris) en conformation droite (Gnatt et aÏ., 2001; Cramer et aÏ., 2001). Figure tirée de Gnatt et
aÏ., 2001.

Cependant un autre modèle a été proposé pour expliquer l’arrivée des nucléotides

au site catalytique et la translocation des acides nucléiques durant la polymérisation. Ce

modèle, le NTP-driven transiocation inodel, basé sur des études cinétiques, suggère qu’il

existe un pré-appariement du NTP arrivant avec le dNTP à i+2 (Nedialkov et al., 2003)

(figure 11). Le pré-appariement induit le mouvement du bridge helix, qui permet la

translocation du nucléotide jusqu’au site A pour la catalyse. La sélection du nucléotide

complémentaire se ferait donc avant l’entrée au site catalytique et seul un pré-

appariement correct pourrait induire la translocation. Ce modèle implique aussi que

l’entrée des NTP ne se fait pas par le pore, mais bien par le canal principal. Le bridge

helix constitue, en effet, un obstacle au passage d’un NTP arrivant par le pore vers le



60

(N dNTP à i+2, localisé dans le canal principal. Le pore servirait à la sortie du

pyrophosphate-métal B relâché.

figure 11 : Le modèle de translocation des acides nucléiques dirigée par le NTP arrivant
proposé par Burton. Le NTP (rouge) arrive au site actif par le canal principal (jaune) couplé à
l’ion Mg2-B (mauve) et s’apparie à l’ADN à la position i+2. Un appariement correct induit le
mouvement du bridge heÏix (vert) qui conduit le NTP au site d’addition pour la catalyse. Suite à
la synthèse du lien phosphodiester, le bridge heÏix reprend sa conformation initiale et le
pyrophosphate libéré quitte le site actif par le pore avec l’ion Mg2-B. figure tirée de Zhang et
Burton, 2004.

Afin de discriminer entre les deux modèles, une cristallographie semblable à celle

publiée par Westover et col. (Westover et al., 20045), pourrait être réalisée. Dans cette

structure, l’ARN p01 II liée à la matrice d’ADN-ARN décrite précédemment devrait être

incubée avec les 4 NTP ayant des terminateurs de chaîne. De cette façon le NTP

complémentaire au dNTP i+1 irait se placer au site A et on pourrait voir si les autres

nucléotides se positionnent à i+2, i+3, et les sites suivant, ce qui irait dans le sens du

modèle NTP-driven transiocation de Burton (Nedialkov et al., 2003). Au contraire, s’ils

occupent seulement le site E, ceci irait dans le sens d’un modèle proposé par Komberg où

le NTP entre par le pore et subit une rotation du site E au site A (Westover et al., 20045).

La cristallographie de l’ARN pol II liée à la drogue alpha-amanitine, qui inhibe

l’initiation et l’élongation de la transcription (Rudd et Luse, 1996; Chafin et al., 1995) a

permis de montrer que celle-ci se lie dans le site catalytique de l’enzyme, très près du

NTPs

œ
o

I—

r/L EE

Pre-translocated Post-translocated
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bridge helix, sans toutefois bloquer le site A (Bushnell et aÏ., 2002). Il a été proposé que

l’alpha-amanitine nuit au mouvement du bridge helix, bloquant ainsi la translocation. Des

études cinétiques ont par la suite confirmé cette hypothèse (Gong et al., 2004).

Les ARN pol à une sous-unité, comme celle du phage T7, ne sont pas homologues

en terme de séquence aux ARN pol à sous-unités multiples procaryotes et eucaryotes.

Elles présentent quand même quelques éléments de structures similaires à ces dernières

(revu par Landick, 2004). Par exemple, l’ARN pol T7 possède un sillon central, qui

accueille les acides nucléiques. Elle utilise aussi un mécanisme à deux ions métalliques

pour la catalyse. Cependant chez l’ARN pol T7, les deux ions métalliques entrent avec le

NTP arrivant et le métal A participe à la discrimination entre NTP et dNTP (Temiakov et

aÏ., 2004). L’entrée des NTP se fait dans un axe perpendiculaire à l’hybride (voir figure

3A), ce qui se rapproche du modèle d’entrée des NTP par le canal principal et non par le

pore, proposé pour les ARN pol à sous-unités multiples (Nedialkov et al., 2003).

L’ARN pol T? possède une hélice ‘O’, dans le site catalytique, qui aurait des

fonctions dans la translocation des acides nucléiques semblables à celles du bridge helix.

L’hélice ‘O’ contient une tyrosine (Tyr 639), qui joue un rôle crucial dans la translocation

en passant d’une conformation ouverte à une conformation fermée durant le processus.

Le mécanisme se passe en 4 étapes (figure 13) (Yin et Steitz, 2004; Temiakov et al.,

2004; Landick, 2004). Tout d’abord le NTP arrivant se positionne dans un site de pré-

insertion où il s’apparie avec le dNTP au site i+l de la matrice d’ADN. À cette position,

la Tyr 639 interagit avec le métal A qui lie le 2’OH du nucléotide arrivant, permettant

l’exclusion des dNTP et la sélection d’un NTP complémentaire. La Tyr 639 se déplace

ensuite pour prendre une conformation dite fermée, permettant l’entrée du NTP au site S

(site substrat, qui correspond au site A dans les modèles discutés précédemment). Suite à

la catalyse et à la libération du pyrophosphate, l’hélice reprend sa conformation ouverte,

ce qui entraîne le déplacement du NTP incorporé au site P (site produit) et la libération du

site S pour l’arrivée du nucléotide suivant. Ce modèle ressemble à celui proposé par

Burton et collaborateurs pour l’ARN pol II (Nedialkov et aÏ., 2003) dans le sens où il

existe un pré-appariement du NTP arrivant avant l’entrée au site où se fera la catalyse
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(site A ou S). Dans le modèle de Burton et collaborateurs, ainsi que dans celui proposé

pour l’ARN p01 T7, le pré-appariement sert de mode de sélection du substrat. Cependant,

dans le cas de l’ARN pol II, c’est le pré-appariement correct qui induit la courbure du

bridge heÏix et le déplacement du NTP au site A pour la catalyse. Au contraire, pour la

pol T7, le pré-appariement correct induit le changement de conformation de l’hélice ‘O’,

qui permet l’entrée au site A, mais c’est la catalyse qui conduit à la transiocation des

acides nucléiques, lorsque l’hélice ‘O’ reprend sa position initiale ouverte, libérant ainsi

le site S.

figure 12: La transiocation des acides nucléiques chez les ARN polymérases à une sous-
unité. Les quatre étapes du processus de transiocation sont montrées. L’hélice ‘O’ est colorée en
turquoise; l’ADN matrice, en vert; l’ARNm et le NTP arrivant, en rouge; les ions métalliques, en
jaune. La position de la tyrosine 639 (Y639) est indiquée. Figure tirée de Landick, 2004.
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1.4 Objectifs de recherche

Le premier objectif de cette thèse était d’étudier les rôles de certains FGT de

l’ARN pol II dans le processus d’initiation de la transcription, en relation avec

l’organisation du complexe transcriptioimel. Plus précisément, la localisation du facteur

TFIIA dans ce complexe suggérait des interactions possibles avec plusieurs autres fGT.

À l’aide de la teclmique de chromatographie d’affinité, nous avons pu déterminer que le

facteur TFIIA interagit avec la sous-unité RAP74 de TFIIf et les sous-unités a et 13 de

Tf11E. Le domaine de TFIIF impliqué dans cette interaction a été identifié et nous

montrons que TFIIA stimule l’initiation de la transcription via son interaction avec

RAP74 et TFIIEf3. Nous avons aussi déterminé que TFIIEa, qui fait contact avec l’ADN

dans la région de la bulle transcriptionnelle, est impliqué dans l’ouverture du promoteur.

Le second objectif de cette thèse était d’étudier le mécanisme catalytique de

l’enzyme ARN pol II en regard avec sa structure. Particulièrement, suite à la publication

de structures cristallographiques à haute résolution de l’ARN pol II de levure, il a été

proposé que certains domaines et motifs de l’enzyme joueraient des rôles critiques dans

le mécanisme transcriptionnel. Nous avons donc entrepris une étude de mutagénèse

dirigée de l’ARN pol II humaine, qui ciblait ces structures, suivie d’une caractérisation

biochimique des mutants obtenus. Pour ce faire nous avons mis au point un système

permettant l’expression dans les cellules humaines des sous-unités Rpbl et Rpb2

sauvages ou mutantes portant une étiquette TAP et la purification des ARN p01 II

assemblées dans ces cellules. Les ARN pol II sauvages ou mutantes purifiées à l’aide de

cette méthode ont ensuite pu être testées dans différents essais fonctionnels. Ce travail

nous a permis de mieux comprendre le rôle de plusieurs domaines de Rpbl et Rpb2 dans

le processus de transcription, notamment au niveau des boucles fork Ïoop 1, switch 3,

rudder et zipper. De plus, il nous a permis d’identifier l’acide aminé E791 comme étant

impliqué dans la liaison du métal B pour l’activité de clivage et de polymérisation de

l’ARN pol II.
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CHAPITRE 2

INTERACTIONS STRUCTURALES ET

FONCTIONNELLES DU FACTEUR (TF) lIA AVEC TFIIE

ET TFIIF DANS L’INITIATION DE LA TRANSCRIPTION

PAR L’ARN POLYMÉRASE II

2.1 Préambule

Ma contribution à l’article présenté au chapitre 2 est la suivante. J’ai identifié par

chromatographie d’affinité les sous-unités de TFIIA responsables de l’interaction avec

RAP74, TFIIE56 (a) et TFIIE34 (f3) (figure 3). J’ai purifié tous les mutants de RAP74

étudiés et je les ai utilisés en chromatographie d’affinité afin de déterminer le domaine

d’interaction à TFIIA (figure 4). Finalement, j ‘ai réalisé les essais d’initiation (figure 63

et C) et j’ai rédigé le manuscrit avec Dr Benoit Coulombe.

Diane Forget a effectué les essais de photo-pontages protéine-ADN (figure 1) et de

transcription (figure 6A). Andrés Rojas a déterminé les interactions de TFIIÀ avec les

différents facteurs généraux de transcription (figure 2) et Yanie Porlier a fait l’expérience

de retard sur gel (figure 5).
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Langelier, M.-F., Forget, D., Rojas, A., Porlier, Y., Burton, Z.F., Coulombe B. (2001)

Structural and functional interactions of transcription factor (Tf) lIA with TFIIE and

TFIIF in transcription initiation by RNA polymerase II. J. Biol. Chem., 276(42):38652-
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A topological model for transcription initiation by
RNA polymerase II (RNAPII) has recently been pro
posed. This model stipulates that wrapping of the pro
moter DNA around RNAPII and the general initiation
factors TBP, TFIm, TEllE, TEllE and TEIHI induces a
torsional strain in the DNA double helix that facilitates
strand separation and open complex formation. In this
report, we show that TFIIA, a factor previously shown to
both stimulate basal transcription and have co-activator
functions, is located near the cross-point of the DNA
loop where it can interact with TBP, TFIIE56, TFIIE34,
and the RNAPII-associated protein (RAP) 74. In addi
tion, we demonstrate that TFIIA can stimulate basal
transcription by stimulating the functions of both
TFIIE34 and RAP74 during the initiation step of the
transcription reaction. These results provide novel in
sights into mechanisms 0f THIA function.

Initiation uf transcription by RNA pulymerase II (RNAPII)’
pruceeds through the formation of a preinitiation complex con
taining RNAPII and the general transcription factors (TF) TBP
(the TATA box-binding protein ofTFIID), TFIIB, TFIIE. TFIIF,
and TFIIH un promoter DNA (reviewed in Refs. 1 and 2). The
flrst step in preinitiation complex nssembly is the recognition of
the TATA element of tise promoter by TBP. The binding ofTBP
to the TATA box induces a DNA bend of —90° (3, 4). TFIIB cnn
associate with the TBP-promoter cumplex (5). Mammalian
TFIIF, which is compused of the subunits RAP74 and RAP3O,
directly binds tu RNAPII and has been shuwn to participate in
recruitment of the enzyme tu the preinitiation complex (6, 7).
TEllE, which is also composed oftwo subunits called TFIIE56
and TFIIE34, is involved in the melting of promoter DNA at the
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transcription initiation situ thruugh n mechnnism thnt is ATP
independent (8, 9). Finally, TFIIH, which hns kinase and heu
cnse activities, medintes the ATP-dependent melting of the
promoter DNA in the region uf the initiation site nnd is in
volved in the transition butween the initiation nnd elnngntiun
stntes nfthe compiex (10—15).

Recent resuits describing both the structure of the bnsnl
transcription mnchinery nnd the tnpolugicnl argnnization ofthe
preinitintiun compiex have cunsiderabiy improved our under
standing uf transcription initiation mechnnisms. Determina
tiun uf the ntomic structure uf yeast RNAPII nt 2.8 nngstroms
resolution nnd thnt uf elongating yeast RNAPII at 3.3 nng
stroms by Kornberg nnd co-warkers (16, 17) hns revealed key
fentures of bath the interaction between the enzyme nnd tem
pinte DNA nnd the bnsis ofits catalytic nctivity. Analysis ufthe
moiecular orgnnizntion of the preinitintion complex using site
specific protein-DNA photo-cross-iinking bas pravided insights
on the tupology ofthu preinitiatiun cumpiex cantaining RNAPII
and the generai transcription facturs (18—26). Recently, sve
hnve proposed n topological mudei, the DNA wrapping modei,
which describes transcription initiation by RNAPII (23, 26, 27).
This mudel accounts for aur phuto-cross-iinking data nnd sev
ernl ndditiunnl data obtnined in variuus lnburntories. The DNA
wrnpping mudel stipulntes that n raie for tise general transcrip
tiun factors is to heip in the wrapping uf the promuter DNA in
the preinitiatiun complex in such n way thnt n torsionai strain
is prugressively developed upstream of the transcription start
site and resuits in the partial unwinding ofthe DNA helix. This
region of unwound DNA is used ns n substrnte by the single
strnnded DNA helicases of TFIIH that catalyze open complex
formation (26).

First isulated as n generni transcription fnctar, TFIIA hns n
rnther cantruversinl role in transcription initiation. Human
TFIIA is compused of three subunits: u (35 kDn), J3 (19 kDn),
nnd y (12 kDa) (28—3 1). The u and /3 subunits are encoded by
the same gene and are produced by posttranslntiunai cleavnge
uf n precursur (29, 30). In yeast, TFIIA is cumpased of anly two
subunits encoded by twa different genes, TOAJ and TOA2 (32).
The N-terminal part of tise pulypeptide pruduced from the
TOAJ gene is humuiogaus tn the humnn n subunit, and the
C-terminai part is humoiogaus tu the /3 subunit (29, 30). TOA2
encodes n poiypeptide hamoioguus to y (28, 31). The pasttrnns
intiunni cleavagu uf human nJp hns been demunstrnted tu be
nun-essentiai becnuse wiid type nctivity can be recovered with
uncienved recumbinnnt nJ/3 nnd y renntured together (33).
TFIIA is nut essentini far basai transcription in vitra, but it has
been shawn to stimuinte basal transcription in a variety af
systems (28, 33—37). TFIIA binds TBP and increases the affin
ity uf TBP for the TATA box (36—38). TFI1A cnn displnce

38652 This paper 10 available on une al hItp://www.jbc.org
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certain repressors, including Drl-DRAP1/NC2, topoisomerase
1, HMG1, and Mot-l, from the TFIID complex, indicating that
TFIIA is involved in antirepression (39—43). Human TFIJA
also plays a role in activated transcription, being required for
the functioning of some activators (28, 29, 31, 33, 34, 44—47).
For example, TFIIA binds to the activator Zta and mediates its
stimulation ofTFIID binding to the TATA box (28). Similarly,
TFIIA enhances the activation of transcription by the activa-
tors Spi, \TP16, and NTF1 (34). The activators VP16 and Zta,
which bind TFIIA, stimulate the assembly of a TFIIA-TFIID
promoter complex, consistent with the roles in vivo of these
factors in activated transcription (46). The function ofTFIIA in
transcriptional antirepression and activation have been sepa
rated and is associated with distinct subunits ofthe factor (35).
Subunits f3 and y are essential for antirepression, whereas n is
not. Conversely ah three subunits are required for activation.

Previous photo-cross-linking experiments performed with a
TBP-TFIIA-promoter complex have revealed that TFIIA makes
promoter contacts both in the region of the TATA box and
upstream ofit (18, 20). We have now determined the position of
TFIIA in a preinitiation complex assembled in the presence of
TBP, TFIIB, TFIIE, TFIIF, and RNAPII. Our results indicate
that TFIIA makes promoter contacts not only on the TATA box
and upstream of it in the —40 region, as is observed in the
TBP-TFIIA-promoter complex, but also in the +26 region.
Given the two extreme promoter positions approached by
TFIIA and the smahl size of TFIIA (67 kDa), these results
suggest that TFIIA is located near the cross-point of the
wrapped DNA structure, where it can simultaneously contact
nucleotides —40 and +26. TFIIF, TFIIE, and RNAPII also
cross-hink to the —40 and +26 positions (23, 26), suggesting
that TFIJA may directly interact with these factors. We report
here that TFIIA directly interacts with RAP74, TFIIE56, and
TFIIE34 in addition to the previously determined interaction
with TBP. Furthermore, we use an abortive initiation assay to
provide evidence that the stimulatory effect of TFIL& on basal
transcription is exerted through a stimulation of the activity of
RAP74 and TFIIE34 at the initiation stage of transcript
formation.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Protein Factors—Recombinant yeast TBP (48), human TFIIB (49),
human RAP3O (50), human RAP74 (wiid type and deletion mutants)
(50), human TFIIE56 and TFIIE34 (51—53), and caif thymus RNAPII
(54) were propared as previousiy doscribed. Natural human TFIIA
(nTFIIA) vas partly purified using protein-affinity chromatography
with immobilized TBP as we described (36). Recombinant human TFIIA
(rTFIIA( was produced from uncieaved &f3 and y suhunits that carried
histidine tags (28). The two polypeptides were independently purified
on Ni-NTA agarose columns (Qiagen) under denaturating conditions
and were either used individuaily as TFIIAn/5 and TFIIAy or renatured
together to produce rTFIIA.

Protcin-DNA Pho(o-cross-linhing—The synthesis of the photoreac
tive nucieotide N3R-dUMP, the preparation of the probes, and the
conditions for binding reactions were as described (55). Two photo-
probes containing the modified nucieotide at positions —39/—40 and
+26 were osed. For each probe, tho concentration of poiy(dI-dC) in tho
binding reactions vas optimized to favor specific over nonspecilic bind
ing. A typicai reaction with ail the factors cantained 200 ng each ofTBP,
TFIIB, RAP3O, RAP74, TFIIE56, TFIIE34, rTFIIA, and RNAPII. LW
irradiation, nuclease treatment, and SDS-PAGE anaiysis of radia
laboied photo-cross-iinking products were performed as describod
previously (55).

Proteio-Protein Jnteroctions—Protein-protein interactions were ana
iyzed essentialiy as we previously described (22). RAP74 wt, RAP74
deietion mutants, RAP3O, TFIIE34, TFIIE56, RNAPII, TFIIB, TBP,
and bovine serum albumin (BSA) were immobihized on AOl-gel 10
(Bio-Rad( at n concentration of 1 te 5 mg/ml resin. Microcoiumns were
made with --20 pJ of this resin. A volume of 50 1d of nTFIIA (Fig. 2),
recombinant TFIIAn/f3, recombinant TFIIAy (Fig. 3), or rTFIIA (Fig. 4),
which contained 100 ng of nTFIIA or 200 ng of TFTlAn/, TFIIAy or

RAP3O: + + - RAP3II: + + -

TBR+ -+ TBP:+ -+

rt(i 4!!

•eS
e

Fia. 1. Photo-cross-Linking of rTFHA on the AdMLP. A, photo
cross-iinking experiments with photoprobes —39/—40 and -‘-26 wore
performed in the presence of rTFIIA (dp and 0, TBP, TFIIB, TFIIF
(RAP74 and R&P30), TFIIE (p56 and p34), and RNAPII. The specificity
of the cross-hnking signaIs xvas assessod by comparing reactions per
formed with ail the factors to ones performed in the absence of TOP.
Under our reaction conditions, the absence ofTBP bas the same effect
as the use of a photoprobe with a mutation in the TATA eiement
(TATAAAA to TAGAGAA) (55). The position ofTFIIA &fl and TFIIA y
are indicated. B, schematic representation of promoter contacts by
TFIIA in the context of the TBP-TFIIA-promoter compiex and the
TBP-TFIIA-TFIIB-TFIIF-RNAPII-TFIIE-promoter complex in which
the DNA adopts a wrapped structure. Positions —39/—40, +26 and +1
are indicated. Oniy TBP, TFIIA. and RNAPII are represented te sim
pliQv the diagram.

rTFIIA, was then loaded on the different coiumns. The flowthrough vas
coilected and tise coiumns successiveiy eiuted with 50 ii ofACB buffer
(10 mn Hepes, pH 7.9, 0.2 mn EDTA, 20% glycerol and 1 mn dithia
threitol) containing 0.1 M, 0.3 lu, and 0.5 M NaCI. An ahquot of the input,
the Oowthrough, and the various sait elutions were analyzed on SDS
PAGE and reveaied by silver (Fig. 2 and Fig. 4) or zinc staining (Fig. 3).
The intensity ofthe bands was evaluated using the UN-SCAN-IT soft
ware. It n’as considered that TFIIA, or one ofits subunits, svas binding
te s particuiar column when the intensity of the 0.3 si sait band ;vas
higher than the intensity of bath the 0.1 n band and the flowthrough
band. In contrast, when the intensity of the 0.3 si hand ‘vas iower than
the 0.1 si or the flowthrough hand, we considered that TFIIA svas not
binding to the column. The speciflcity ofTFIIA binding vas assessed by
comparing the binding of the TFIIA subunits te the binding of a con
taminant poiypeptide of the nTFIIA preparation (Fig. 2).

Gel Mobility Shifi Assay—Piasmid DNA containing the adenovirus
major iate promoter (AdMLP) svas digested with the restriction en
zymes BarnHI and Dm1, and the 110-base pair fragment containing the
promoter n’as fflied-in using the Klenow fragment of DNA polymerase
in the presence of lnnPldGTP. Gel mobility shift assays were per
formsd as described previausiy (56). Complexes were assembled using
highly purifled TBP (20 ng), TFIIA (120 ng), and, when indicated,
RAP74-) 1—517) (640 ng),(1—136) (160 ng), (1—75) (91 ng), (363—409) (58
ng), and (363—444) (107 ng).

Transcription Assai—Transcription assays were performed as de
scribed previously (57). TBP (120 ng(, TFIIB (120 ng), RAP3O (120 ng),
RAP74 (260 ng), TFIIE34 (160 ng), TFIIE56 (240 ng), RNAPII (660 ng),
and varions amounts of TFIIA were incubated with 500 ng of the
supercoiied DNA tempiate containing the AdMLP from nucieotides —50
to +10 fused to a G-less cassette. Under these conditions a 391-nt
run-off transcript is produced.

Abortive Initiation Assay—Tempiates were prepared by anneahing
twa 80-base pair DNA oligonucleotidas carrying the strands of the

A

Y-h. 0 Y-3
Photoprobes: .39/40 +26

TBP-TRIA
Promoter

TSP-TFI1A4IB-1IF-RNAPI1-tIE-
Promoter



38654 Interactions of TFIIA with TFIIE and TFIIF
68

FIG. 2. Interactions of natural
TFIIA with components of the basal
transcription machinery. Protein-af
finity chromatography svas perforrned us
ing microcolurnns containing ommobilized
RNAPII, RAP74, RAP3O, TFIIE56,
TFIIE34, TFIIB, TBP, and ESA. A vol
urne of 50 cl of nTFIIA (100 ng of e) \vas
chromatographed through each column.
The flowthrough was collected in each
case. The columns were eluted with 50 gl
of buffer containing increasing arnounts
ofNaCl (e.g. 0.1, 0.3, and 0.5 s’). The frac
tions were analyzed using SDS-PAGE
and compared with the input (f). The po
sitions ofthe nTFIIA subunits and a con
taminant polypeptide of the TfIIA prep
aration that served as negative control
are indicated. In each case, a diagram
showing the relative intensities of both
TFIIAa and a contaminant band (nega
tive control) in the various fractions is
shown.
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AdMLP from —45 to +35 as described (58). Typically, 12 ng of the
double-stranded DNA template were incubated for 60 min at 30 C with
TBP (60 ng), TFIIB (30 ng), RAP3O (30 ng), RNAPU (165 ng), and, when
indicated, RAP74 (65 ng), TFIIE34 (40 ng), TF11f56 (60 ng), and van
ous arnounts of TFIIA in 20 pi of a reaction mixture containing 125 go,
ATP, 125 go, CTP, 1.7 go, UTP, 2.5 gCi [n-32P]UTP, 1.25 mM MgCL,, 0.5
mM EGTA, and 125 units/rnI RNase inhibitor. The synthesis svas
stopped by incubating at 68 C for 3 mm, and the reaction mixture thon
cooled on ice for 5 min. CaIf intestine alkaline phosphatase (8 U, CIP)
and 2 1.d of2x CIP buffer (500 m Tris, pH 8.9, 1 mM EDTA) were added

(N to 10 gl of the transcription reaction, and the resulting solution svas
incubated for 20 min at 37 °C to reduce the background caused by free
radiolabeled nucleotides. The CIP reaction vas stopped by adding 3 1.d
ofloading buffer (50% glycerol, 200 moI EDTA, 0.05% bromphenol blue).
Transcripts were analyzed on a 23% polyacrylamide denaturating gel
containing 7 M urea and were quantitated using a Phosphorlmager
(Molecular Dynamics).
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FIG. 3. Interactions of TFIIAoJII and TFIIAy with RAP74,
TFIIE56, and TFIIE34. Protein-affinity chromatography Svas per
formed using microcolurnns containing immobilized RAP74, Tf11E34,
and TFIIE 56. A volume of 50 pi containing 200 ng of TFIIAa/fi and
TFIIAy vas chromatographed through each column. Fractions were
collected and analyzed as in fig. 2. The positions of &f3, y, and BSA (as
an internai negative control) are indicated.
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Interactions of TFIJA with TFIIE and TFIIF

207-517
136-258

255-356 —

363-444
363-409 —

517
— —

76 136 410 444

TFIIA-binding domains

FIG. 4. Interactions of TFIIAaI with RAP74 deletion mutants.
A, protein affinity chromatography was performed using columns con
taining immobilized RAP74 fragments (wiid type or deletions mutants).
A volume of 50 l containing 200 ng ofTFIIAaI vas chromatographcd
through each coiumn. Fractions ware coliected and analyzed as in Fig.
2. The positions ofTFIIAaJI3 and BSA (as an internai negative contrai)
are indicated. B, summary of the interactions between the RAP74
deietion mutants and TFILA. The variaus domains of RAP74 are mdi
cated in the top part. The twa TFIIA-binding domains of RAP74 are
deduced from our anaiysis.

RESULTS AND DISCUSSION

TFIIA la Located Near the Cross-point ofthe Wrapped DNA
Structure in the Initiation Cornptex—We have previously
shown that TFIIA assembled with TBP on the AdMLP (e.g.
TBP-TFIIA-pramoter campiex) cross-linked to positions —31/
—29, —25/—30, —39/—40, and —42 (18). We have now analyzed
the position of TFIIA in a preinitiation complex camposed of
TBP, TFIIB, RAP74, RAP3O, TFIIE56, TFIIE34, and RNAPII
using site-specific protein-DNA photo-cross-linking. Both
TFIIAcs/ and TFIIAy cross-linked in the region af the TATA
box ta photoprobe —31/--29 (data not shown), upstream ofit to
photoprobe —39/--40 (Fig. M, tefi panel) and downstream ofit
ta phataprobe +26 (Fig. M, right panel). The cross-linking af
TFIIA ta positions —39/—40 required the presence ofTBP but
not that of RAP3O (Fig. M), TFIIB, or RNAPII (data not
shown). The cross-linking of TFIJA ta position +26, however,
required the presence ofTBP and RAP3O (Fig. M, right panel),

T—4 •
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FIG. 5. Association of HAP74 with n TBP-TFIIA-promoter com
piex. Gel mobihty shift assays were performed using a radioiabeled
DNA fragment comprising the AdMLP in the presence of TBP alone,
TBP, and TFIIA and TBP, TFIIA and various fragments of RAP74
(RAi774.(151 7;wt), RAP74-( 1—75), RAP74-( 1—136). RAP74-(363—409),
and RAP74-(363—444)). The positions ofthe TBP (T), TBP-TFIIA (T-A),
and TBP-TFIIA-RAP74 (T-A-RAP74) complexes arid that of the free
probe are indicated.

wrapped structure (see Fig. lB far a schematic representation).
The cross-linking af TFIIA to promoter regions downstream

ofthe transcription initiation site (+10 to +30) was not unex
pected. According ta the DNA wrapping model, the DNA helices
upstream of TATA (—40/—60 region) and downstream the ini
tiation site (+10/+30 region) are juxtapased in space. Our
results pravide additional support for the notion that promoter
DNA is wrapped in the initiation complex and indicate that
TFIIA is localized near the cross-point of the wrapped DNA
structure.

TFIIA Directly Interacts witÏz TBP, RAP74, TFIIE56, and
TFIIE34—In the cantext of n preinitiation camplex assembled
with TFIIA. TBP, TFIIB, TFIIE, TFIIF, and RNAPII, we ab
tained cross-linking of TFIIA ta photaprabes that are also
cross-linked by other components af the complex. More specif
ically TFIIE34, RAP74, and RAP3O cross-link ta phatoprabe
+26, while Rpb2, TFIIE34, RAP74, and RAP3O crass-link ta
photoprobe —39/—40 (23, 26). These observations indicate that
TFIIA is in close praximity ta these factars in the preinitiatian
camplex, suggesting that TFILA could directly interact with
TFIIE, TFIIF, and RNAPII. Ta test this hypothesis, nTFIIA
was chramatographed over different affïnity columns cantain
ing imrnobilized RAP74, RAP3O, TFIIE56, TFIIE34, TFIIB,
and RNAPII. Columns containing TBP and BSA were used as
positive and negative contrais, respectively because TBP has
been shown ta interact with TF1IA (36, 37). The flawthrough
vas coliected in each case and the calumns were successiveiy
eluted with buffer cantaining 0.1 M, 0.3 M, and 0.5 io NaC1. The
various fractions were analyzed by SDS-PAGE. Natural TFIIA
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as well as that of TFIIB and RNAPII (data not shawn). These
results indicate that promoter contacts by TFIIA in the —39/
—40 regian do not necessitate assembly of a preinitiatian com
plex containing TFIIB, TFIIF, and RNAPII (e.g. a TBP-TFIIA

- promoter complex is sufficient), whereas the pramoter contact
by TFIIA in the +26 region requires the assembly af a preini

- tiation camplex (e.g. a TBP-TFIIA-TFIIB-TFIIF-RNAPI1-
TFIIE-pramoter complex) in which promoter DNA adopts n
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FIG. 6. Stimulation of basal transcription by TFIIA. A, run-off
transcription assays were performed on a supercoiled template carrying
the AdMLP using TBP, TFIIB, TFIIE, TFIIF, and RNAPII in either the
absence or tbe presence ofincreasing amounts et TFIIA (100, 200, and
400 ng). The position of the accurately initiated transcript (391 nt) is
indicated. B, abortive initiation assays were performed on a synthetic
double-stranded oligonucleotide carrying the AdMLP using TBP,
TFIIB, RAP3O, and RNAPII in either tbe absence or the presence of
RAP74 alone, RAP74 and TFIIE34, and RAP74 and TFIIE56. Increas
ing amounts of TFIIA were added te the reactions. The positions ef
the abortive transcripts (4—10 nt) are indicated. C, quantification ofthe
stimulatery effect ef TFIIA en abortive initiation. The intensity of the
bands correspending te the abortive transcripts from 4—G experiments
were quantitated using a Phosphorlmager. The measured intensities
were used te calculate the ratios efameunt ef transcript preduced in the
presence ef TFIIA te that preduced in its absence in each case (Feld
Stimulation).

(n, f3, and y subunits) was retained en the TFIIE56, TFIIE34,
RAP74, and TBP celumns but net en the TFIIB, RAP3O, RNA
Pli, and BSA celumns (Fig. 2). Contaminant bands ef the
TFIIA fraction were visible in the flewthreugh ef ail the coi
umns. The binding ef TFIIA te the affinity ceiumns is mest
easiiy visuaiized by examining the elutien ef the p and y
subunits.

Te further characterize these interactions, we next used the
individuai subunits ef TFIIA in eur affinity chremategraphy
experiments. TFIIAa/p and TFIIA7 were individuaHy chre
mategraphed en affinity ceiumns centaining immebihzed

and y renatured tegether) chremategraphed threugh each coi
umn. BSA ivas added te the input as an internai centrel, and a
BSA ceiumn served as a negative centrei. Fig. 44 shews seme
representative data, and a summary is presented in Fig. 4B. Ail
the N-terminai fragments ef RAP74, except fer RAP74-(1—75),
which centains eniy the first 75 amine acids et the pelypeptide,
were beund by rTFIIA (Fig. 44). Because rTFIJA did bind te
RAP74-(1—136) but net te RAP74-(1—75), eur resuits define a
first demain ef interactien between these twe preteins that
encempasses amine acids 76 —136. We next used the C-terminal
fragments ef RAP74 in eur affinity chremategraphy experi
ments. RAP74-(207—517), RAP74-(358 —517), and RAP74-(407—
517) were ail ebserved te bind te RAP74, indicating the exist
ence et a second interacting demain. Te delineate this demain
more preciseiy, twe additienai mutants, RAP74-(363—444) and
RAP74-(363—409), were used. TFIIA beund web te BÀP74-
(363—444) but net te RAP74-(363—409) (Fig. 44). These resuits
define a second TFIiA-interacting demain ef RAP74 iecated
between amine acids 410 and 444. The existence ef an addi
tienai putative TFIIA-binding demain in the central RAP74
regien was ruied eut by passing rTFIJA en ceiumns centaining
RAP74—(136-258) and RAP74-(258—356). In each case, rTFI1A
ivas net retained en the ceiumn. The twe TFIIA-interacting
demains ef RAP74 that ive identified are beth iecahzed in
censerved regiens ef the pretein, demain 76—136 being lecai
ized in censerved regien I and demain 410—444 in censeswed
regien III (see Fig. 4B fer a schematic representatien).

Te assess whether or net RAP74 can asseciate with TFIIA en
premeter DNA, we perfermed gel mebihty shift experiments.
RAP74 fragments carrying the TFIIA-binding demains (e.g.
BÀP74-(1—5 17;wt), RAP74-( 1—136), and RAP74-(363—444)) but
net fragments iacking the TFIIA-binding regiens (e.g. RAP74-
(1—75) and RAP74-(363—409)) gel shifted a TBP-TFIIA-pre
meter cemplex (Fig. 5). These resuits indicate that RAP74,
threugh beth its TFIIA-binding demains, can asseciate with
TFI1A en premeter DNA.

TFIIÀ Stimuintes the Àctiuity ef TFIIE34 and RAF74 in
Trnnscrip tien Initintien—Severai reports have sheivn that
TFIIA can stimuiate basal transcriptien by RNAPII in uitre,
but is net essential fer the basal transcriptien reactien (28,
33—37). Fer example, recembinant TFIIA increased the ferma-

A
TEIIA (ng): 0 100 200 400

4— 391 nI

B
TFIIA:

SF11056:

TF5EO.i:
96P74:

T6P-TFIIBnNAPII-RAP30:

n’

10

RAP74, TFIIE34 and TFIIE56. BSA ivas added te the input as
an internai negative centrei. Fig. 3 shews that TFIIAnfl3, but
net TFIIA7, interacts with RAP74 and TFIIE34. TFIIA&p did
net bind te the TFIIE56 ceiumn, whereas TFIIAy ivas retarded
en the TFIIE56 celumn, suggesting a weak interaction. This
finding is surprising in view et the observatien that nTFIIA
binds strengiy te the TFIIE56 ceiumn. Perhaps this is due te
the association of TFI1AaJf3 and TFIIA7 resuiting in a conter
matienal change that favers binding te TFIIE56.

‘l’ive greups have previeusiy reperted interactiens between

___

•
j TFIIA and TFIIE. Beth used recombinant TFIIA, net the nat

urai pretein. In agreement with eur results, Yamamete et ni.

(59)

ebtained binding et TFIIE56 te TFIIAy, and Yekemeri et

ni.

(60) ebtained binding et TFIIE34 te TFIIAaJf3. Hewever, in
centrast te beth eur data and that et Yekemeri et ni. (60),
Yamamete et ni. (59) ebserved a weak binding et TFIIE34 te
TFIIAy but net te TFIIA&f3. The use et different binding as
says may have caused this apparent discrepancy. Consistent
svith the interaction we observe, Yekomori et ni. (60) have aise
shewn that TFIIE interacts with the TFI1A-TBP cempiex on
premoter DNA.

RAP74 Centnins Two Distinct TFIIA-binding Demains—Te
determine the demain or demains efRAP74 responsibie fer the
interaction xvith TFIIA, a serins of RAP74 deletien mutants
were immobihzed en different affinity columns and rTFIIA (eJp
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Interactions ofTFIIA with TFIIE and TFIIF

tion of a 391-nt mn-off transcript fmom a supercniled template
carrying the AdMLP ftlsed tn a G-less cassette in the presence
of TBP, TFIIB, TFIIE, TFIIF, and core RNAPII (Fig. 6A). To
test whether or not TFJIA acts on the initiation step of the
transcription reaction, vie develnped an abortive initiation as
say in which an 80-base pair double-stranded oligunucleotide
carrying the AdMLP vas used to drive transcription initiation
in the presence of RNAPII and the general transcription fac-
tors. In this assay only abortive transcripts of 2 to 10 nt in
length can be synthesized because the transcription reaction is
performed in the absence of GTP on a template that harbors a
G at position +11 (see Fig. 6B). Abortive initiation vas shown
tu be prumoter-specific because the use ofDNA templates with
mutations in the AdMLP that impair transcription in run-off
assays did not support synthesis uf abortive transcripts.2 Un
der our reaction conditions, abortive initiation minimally me
quires the presence of TBP, TFIIB, RAP3O, and RNAPII (Fig.
6). With this minimal set offactors, the addition nfTFIIA does
not stimulate the formation uf abortive transcripts (Fig. 6, B
and C). When either RAP74 alune, or RAP74 and TFIIE34 are
added tu the system, the formation uf abortive transcripts is
increased, indicating that these tvio factors are invulved in
transcriptinnal initiation (Fig. 6, data not shown, and Refs. 58,
61, 62). The addition of TFIIA tu reactiuns containing either
RAP74 alune, or RAP74 and TFJIE34, in addition tu TBP,
TFIIB, RAP3O, and RNAPII, had a stimulatury effect (Fig. 6, B
and C), indicating that TFIIA can stimDlate the initiation stage
uf the transcription reaction. Because TFIIA stimulates tran
scription initiation only xvhen RAP74 and TFIIE34 are present
in the reaction, our results suggest that TFIIA enhances the
functions ofTFIIF and TFIIE tu stimulate the basal transcrip
tion reaction.

The rule ufTFIIA in RNAPII transcription is nut cnmpletely
resulved. Huwever, several reports suggest that an important
function of this factor is tu act as a co-factor in transcriptiunal
activation (28, 29, 33, 34, 44—47). In this paper, vie establish
the existence uf structural and functiunal interactiuns between
TFIIA and both TFIIE and TFIIF witbin the initiation complex.
TFIIE and TFIIF have been shuvin tu be invulved in the melt
ing uf prumoter DNA near the initiation site during open cum
plex formation (9, 58). Cunsidering that an activator such as
Ga14-VP16, whose full activity requires the presence of TFIIA,
can stimulate prumuter melting near the initiation site (63), it
is possible tu envisiun an activation mechanism in Which TFIIA
functiuns as a bridge between the activator proteins and the
general transcription facturs TFIIE and TFIIF. This cunnectiun
may help tu explain huw upstream activators influence and
stimulate the biuchemical events uccurring at the transcription
start site.

2 M. F. Langelier, Y. Purlier, and B. Coulumbe, manuscript in
preparatiun.
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CHAPITRE 3

RÔLES CENTRAUX POUR LA PINCE DE L’ARN

POLYMÉRASE II ET TFIIE DANS L’INITIATION,

RÉVÉLÉS PAR PHOTO-PONTAGE PROTÉINE-ADN

D’UN COMPLEXE PRÉTRANSCRIPTIONNEL

3.1 Préambule

J’ai contribué à l’article du chapitre 3 en réalisant les expériences d’initiation

présentées à la figure 5. Dans cette figure, des essais d’initiation ont été faits sur une série

de matrices ayant des préouvertures à différentes positions dans la région de la bulle de

transcription. Ces essais ont permis de montrer, conjointement avec le résultat de photo

pontage de TFIIEa à -10, que TFIIE joue un rôle dans l’initiation en stimulant

l’ouverture du promoteur.

Diane Forget a mis au point la méthode de photo-pontage en gel utilisée dans cet

article et a réalisé, en collaboration avec Cynthia Thérrien, toutes les expériences

effectuées avec cette technique (figure lA, 2, 3 et 4). Vincent Trinh a produit la

simulation moléculaire de la figure lB et a participé à la réalisation du modèle (figure 6).
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3.2 Article

Forget, D., Langelier, M.-F., Thérien, C., Trinh, V. and Coulombe, B. (2004) Photo

cross-linking of a purified preinitiation complex reveals central roÏes for the RNA

polymerase II mobile clamp and TFIIE in initiation mechanisms. Mol. Ceil. Bio!.,
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74
MocecucAR AND CEccucA BI0L0GY, Feb. 2004, p. 1122—113
0270-7306/04/$08.00+0 DOl: 10.1 12$/MCB.24.3. 1122—i 131.20t]4
Copyright © 2004, American Society for Microhioiogy. Ail Rights Reserved.

Vol. 24, No. 3

Photo-Cross-Linking of a Purified Preinitiation Complex ReveaÏs
Central Roles for the RNA Polymerase II Mobile CÏamp and
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The topological organization ofa TATA binding protein-TFIIB-TFIIF-RNA polymerase II (RNAP 11)-TEllE-
promoter complex was analyzed using site-specific protein-DNA photo-cross-linldng of gel-purified complexes.
The cross-linking results for the subunits of RNAP II were used to determine the path of promoter DNA against
the structure of the enzyme. The resuits indicate that promoter DNA wraps around the mobile clamp of RNAP
II. Cross-linking of IFIIF and TFIIE both upstream of the TATA element and downstream of the transcription
start site suggests that both factors associate with the RNAP II mobile clamp. TfIIEŒ closely approaches
promoter DNA at nucteotide —10, a position immediately upstream of the transcription bubble in the open
complex. Increased stimulation of transcription initiation by TfIIEŒ is obtained when the DNA template is
artificially premelted in the —11/—1 region, suggesting that TFIIEŒ facilitates open complex formation,
possibly through its interaction with the upstream end of the partiatly opened transcription bubblc. These
results support the central roles of the mobile clamp of RNAP II and TFIIE in transcription initiation.

RNA polymerase II (RNAP II) is the 12-subunit enzyme
that synthesizes ail mammahan mRNA (5, 58). Biochemical
analyses have revealed that the transcription reaction involves
a number of successive stcps that lead to the formation of a
pre-mRNA (19, 38). In the first step, RNAP II locates pro
motet DNA and positions its catalytic center near the tran
scriptional initiation site of the promoter DNA. This first step
proceeds through the formation of a preinitiation complex that
contains, in addition to RNAP Il, a number of generai initia
tion factors, including TATA binding protein (TBP), TFIIB,
TFIIF, TFIIE, and TFIIH. Assembly of the preinitiation com
plex requires specific binding of some general initiation factors
to cote promoter elements, such as binding of TBP to the
TATA box (3), TFIIB to the TFIIB recognition element (29).
and TAFs of TFIID to Inr (50) and the downstream promoter
element (2). Formation of the preinitiation complex is accom
panied by topological changes, including bending and wrap
ping of promoter DNA around the protein cote of the complex
(13, 28, 30, 36, 42, 45). Recent evidence indicates that DNA
wrapping during transcription initiation is required for the
accurate positioning of the initiation site near the enzyme
catalytic center and the induction of topological constraints
essential for promoter melting (8, 42). In the second step,
promoter DNA between nucleotides (nt) —9 and +2 is melted
in such a way that the temptate strand becomes accessible to
NTP polymerization (21, 23, 26, 57). Both TFIIF and TfIIE
were shown to participate in promoter melting (22, 39). Full
open-complex formation requires the action of the ATP-de

* Corresponding author. Mailing address: Laboratory of Gene Trait
scription, Institut de Recherches Cliniques de Montréal, 110 Ave, des
Pins Ouest, Montréal, Quéhec, Canada H2W 1R7. Phone: (514) 987-
5662. Fax: (514) 987-5663.

pendent helicase activity of TFIIH (21, 23). Two distinct 5m-
gle-stranded DNA helicases, XPB/p89 and XPD!p$0, have
been identified as components of TFIIH (46—48, 53, 56). A
major role in promotcr DNA melting prior to initiation was
attributed to XPB/p89 (27, 54). During the third step, RNAP Il
enters a cycle of abortive initiation events in which the enzyme
synthesizes many short 2- to 10-nt transcripts (21). A structural
transition within the initiation complex, including a remodeling
of the transcription bubble, occurs when RNAP II reaches
register 11 and enters the processive phase of the transcription
reaction (21). TFIIH is responsible for the melting of the
template DNA during promoter escape (16, 32, 51) and for the
phosphorylation of the RNAP II carboxy-terminal domain (10,
31, 49). Formation of the mRNA is completed through tran
script elongation and is followed by termination of the tran
scription reaction.

The availability of ctystal structures for both eukatyotic (6, 7,
14, 15) and prokarvotic (4, 33, 34, 55. 59) RNAPs has been
invaluable for the understanding of the many molecular fea
tures of the transcription reaction. for example, the structure
of elongating RNAP II bas revealed the position of the RNA
DNA duplex formed during the transcription teaction (15).
The available structures support a model in which the DNA
enters the enzyme through a channel formed by a pair of
“jaws” before accessing a deep cleft, at the bottom of which is
buried the active site with its Mg2 ions; the DNA then turns
by —90° along a wail. where the upstream end exils the enzyme
(15). Recently, the crystal structure of the Thennus aquaticus

RNAP holoenzyme bound to a fork junction DNA fragment
was resolved (33). The structure shows that the DNA lies
across one face of the holoenzyme, completely outside the
active-site channel. A similar high-resolution structure remains
to be obtained for RNAP II.

1122
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5’- TCCTGAAGGGGGGCTATAAAAGGGGGTGGGGGCGCGTTCGTCCTCACTCTCTTCCGCATCGCTGTCTGCGAGGGCCAGGGG -3
ACGACTTCCCCCCGATATTTTCCCCCACCCCCGCGCAAGCAGGAGTGAGAGAAGGCGTAGCGACACACGCTCCCGGTCCCC

I I “ r r’ I I
-40 -30 -20 -10 +1 +10 +20 ÷30

401-39 UU

B

-15

-10

-5

+1

+26

AB-dUMP AB-(GIy)2-dUMP
FIG. 1. Pholoprobes used for in-gel protein-DNA pholo-cross-Iinking. (A) ihe 12 photoprohes used in our analysis are schematically shown.The position of the photonucleotide AB-UUMP or AB-(Gly),-dUMP (U) along the adenovirus niajor late promoter is indicated (positions —15,

—10, and —5) in each case and is used b name each photoprobe. Mutations (N toi) used in some of our photoprohes are indicated. The positions
of the TATA element (underlined and boldface) and initiation site (arrow) are indicated. (B) Low-energy conformers of AB-UUMP and

fl AB-(Gly),-dUMP in the DNA major groove. Molecular simulation was used to predict the various possible conformers in each case. The
photoreactive nitrene is shown in blue.
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FIG. 2. In-gel photo-cross-linking of the RNAP 11 preinitiation
complex. (A) Schematic representation of the in-gel photo-cross-link
ing procedure. Preiniliation complexes wcre assembled hy mixing each
photoprobe with RNAP II and the general transcription factors. The
TBP-IIB-IIF-RNAP Il-IIE-promoter complex was elcctrophoresed in
native polyacrylamidc—N,W’-bisactyloylcystamine gels and irradiated
with UV directly in the gels. Gel slices containing the cross-Iinked
complexes were recovered, solubilized, and treated with nucleases.
The resulting cross-linked products were then analyzed by SDS
PAGE. EMSA, electrophoretic mobility shift assay. (B) Gel mobility
shift experiments showing the various intermediate complexes assem
bled using subsets of the general initiation factors and RNAP Il. The
positions of Ihe various complexes are shown,

Over the years, site-specific protein-DNA photo-cross-link
ing bas been used to analyze the topological organization of
RNAP II complexes bound to DNA. The results indicate that
the RNAP II preinitiation complex forms a very compact struc
ture in which the DNA is tightly bent and wrappcd against the
core of the complex (13, 45). Our proposed moUd, named the
DNA-wrapping model, describes basal transcription mecha
nisms (5). However, two puzzling features stand out from our
cross-linking results: (i) some subunits of the complex cross
link to a very extensive region of the promoter, and (ii) some
prornoter positions can cross-link many different polypeptides.
One possible explanation for these observations stems from
the fact that our cross-linking procedure was performed on
protein-DNA complexes that were flot purilied after assemhly,
possibly allotving the formation of a heterogeneous subpopu

tation of minor complexes in addition to the main complex.
These subcomplexes may result from nonspecific interactions
benveen components of the transcription machinciy and pro
moter DNA. In order to circumvent this possible caveat and to
improve the resolution of our photo-cross-]inking procedure,
we bave developed an in-gel protein-DNA photo-cross-linking
method in which protein-DNA complexes are separated using
native gel electrophoresis prior to their UV irradiation and
extraction from the gel. We report here the use of this method
to study cross-linking of the transcription machinent assembled
into a IBP-TFIIB-TfIIF-RNAP II-TfIIE-promoter comptex.
As expected, this in-gel photo-cross-linking methodology in
creases the resolution by allowing more precise localization of
the various factors atong the promoter DNA. Our results sug
gest key roles both for the mobile ctamp of RNAP II and for
TFIIE during the preinitiation stage of transcription.

MATERIALS AND METIIODS

Protein tactors. Recombinant yeast TBP (25), human TFIIB (18), RAP3O
(11), RAP74 (Il), TFIIEa and TE1lE (37, 41, 52), sud caif thymus RNAP II
(20) were prepared as previously descrihed.

In-gel photo-cross-Iinking. The photoreactive nucleotidcs azidohenzoic (AB)
dUTP and AB-(Gly)-dUTP were svnthesized as described hv Bartholomew and
colleagues and Persifleur and Bartholomew (I, 40). The in-gel photo-cross
Iinking procedure was pertormed as recently described (12). Briefly, various
photoprohes placing one or Ovo photonucleotïdes in juxtaposition to one (or a
few) radiolaheled nucleotide at a specific position along promoter DNA svere
prepared erizymatically and gel purified. Each probe svas incuhated for 30 min at
3TC with hIghlv purifled RNAP Il sud recombinant gencral initiation factors
(sec helosv and figure legends for details) and then Ioaded on a polyac’lamide—
N,N’-hisacnioylcvstamine native gel (35). The gels wcre run in a cold room and
irradiated svith UV light (254 nm), and the complexes were tocalized using a
Phosphorlmager (Molecular Dynamics). Gel suces containing the complexes
svere excised and solubilized with dithiothreitol (0.4 M final concentration). The
cross-linked complexes svere then trealed svith SI nuclease and DNase I prior 10
analysis hy sodium dodecyl sulfate-polyacrvlamide gel electrophoresis (SDS
PAGE) as previouslv descrihed (44). Immunopreeipitation of tIse cross-tinking
products used specific antihodies directed against the varions suhunits of the
general transcription tactors as previouslv descrihed (44).

Initiation assay. Abortive initiation assays were donc essentially as previouslv
described (30, 39) svith the follosvïng modifications. Douhle-stranded oligonu
cleotide temptates (12 ng) carrying the adenovirus major late promoter from
—45 to +35 were incuhated for 60 min at 3EC with TBP (60 ng), TFIIB (30 ng),
RAP74 (65 ng), RAP3() (30 ng), RNAP 11(165 ng), TFI[E (40 ng), and, svhen
indicated, TFIIEn (60 ng) in 20 cI oh a reaction mixture containing 75t) pM ATP,
750 M CTP. 11] M UTP, 2.5 1iCi of [a-3P]UTP, 12.5 mM MgCI,, 3 mM
EGTA, and 0.84 U of RXase inhihitoriml. After the reaction was stopped, the
mixture was treated svith calf intestine alkaline phosphatase (8 IJ) in csrder 10
reduce tIse hackgrouiid caused hy truc radiolabetcd nucleotides. Transcripts were
analyzed on s 23 potyaciylamide denaturing gel conraining 7 M urea and
quantifled using a Phosphorlmager.

Computer modeling. Prediction of tosv-cnergy AB-dUMP and AB-(GIy)2-
UUMP conformers seas performed usine tIse Svhyl Molecular Modeling Package
(version 6.4; Tripos Associates, St. Louis, Mo.). TIse moUds (sec fig. 6) were
huill hy importing the RNAP II (accession code, 1150) and TBP-TFIIB-DNA
(accession code, IVol) POB files from SWISS-PDB vetsion 3.7 (17) and VMD
version 1.7.2 (24) into the Cinema 4D XL Modeling Package (version 6.3; Maxon
Computer, Thousand Oaks, Calif.).

RESULTS

Photo-cross-Iinking of get-purified RNAP II preinitiation
complexes. To anatyze the molecular organization of the
RNAP 11 preinitiation complex, we devetoped a procedure for
photo-cross-linking proteins f0 specific sites along promoter
DNA foltowing purification of the protein-DNA complexes by
electrophoresis in native gels. A total of 12 different photo-
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probes that place one or two photoreactive nucleotides in
juxtaposition to one or a few radiolabeled nucleotides at spe
cific positions along the adenovirus major late promoter (Fig.
lA) were used to analyze the promoter contacts by a TBP
TFIIB-TFIIF-RNAP Il-IFIIE complex. Recombinant TBP,
TFIIB, RAP74, RAP3O, TFIIE, Tf[IE, and highly purified
RNAP II were mixed with the varions photoprobes, and the
resulting complexes were separated on native polyactylamide
gels (fig. 2A). The gels were irradiated with UV light, and gel
suces containing the protein-DNA complexes were excised.
Using this procedure, any intermediate complex that may have
formed was disregarded. Mter dissolution of the gel fragments,
the samples were treated with nucleases and the cross-linked
polypeptides were then analyzed by SDS-PAGE. The cross
linked polypeptides were visualized by autoradiography of the
gels and identifled according to their molecular weights. The
identities of the cross-linked polypeptides were con6rmed ei
ther by immunoprecipitation of the ctoss-linking products with
specific antibodies or by using tagged factors in the cross
linking reactions. The results of at least four independent ex
periments using each individual photoprobe were compiled to
produce Fig. 3, which shows the cross-links that were repro
ducibly obtained. In each case, a control reaction lacking TBP
was assembled to ensure promoter binding specihcity (Fig. 2A
shows an example). We also performed gel mobility shift cx
periments using subsets of the general initiation factors and
RNAP II to ensure that our conditions for complex assembly
allowed the formation of a bona Ode TBP-THIB-TFIIF
RNAP I1-TFIIE-promoter complex (Fig. 2B).

Our photo-cross-linking experiments used two different pho
toreactive nucleotides with side chains of varions lengths, AB
dUMP (10.0 Â) and AB-(Gly),-dUMP (18.6 A). Both photo
reactive nucleotides cross-linked the same set of polypeptides
at aIl tested positions (Fig. 3 shows a summaty). Molecular
simulations indicated that the photorcactive nucleotides AB

UUMP and AB-(Gly),-dUMP can adopt many different con
formations as a result of the rotation of their aiyl groups
around the axes of some chemical bonds. The results of the
simulations indicated that the reactive nitrene of AB-dUMP
can probe an extensive space (--20 by 20 by 10 Â) in the major
groove of the DNA helix (Fig. 13). The simulations also mdi
cated that only a slightly larger space is probed by the nitrene
of AB-(Gly)2-dUMP than by that of AB-dUMP. This resuft
may explain the similarity of the cross-linking data obtained
with both photonucleotides. The flexibilitv of both AB-dUMP
and AB-(Gly),-dUMP indicates that photoprobes containing a
single photonucleotide could theoretically react with multiple
polypeptides that approach the space occupied by the reactive
nitrene. This situation is exacerbated for those photoprobes
containing two photonucleotides.

Promoter contacts by the RNAP CI subunits RPB1, RPB2,
and RPB5. The in-gel site-specihc protein-DNA photo-cross
linking results are summarized in Fig. 3, and some represen
tative data are shown in Fig. 4. RPBI cross-linked to seven
positions from nt —31/—29 to +26, RP32 cross-linked to ninc
positions from nt —40/—39 to ±26, and RPB5 cross-linked to
two positions from nt +71+8 to ±14 (Fig. 43). Notably, RPB2
cross-linked to the promoter at six consecutive positions be
tween —19 and +1, indicating that this promoter region closely
approaches the second-largest RNAP II subunit. Between
+7/+8 and +14, the promoter cross-linked to both RPB1 and
RPB5, while further downstream, between +181+20 and +26,
cross-links were obtained with both RPB1 and RPB2. RPB1
cross-linked to the TATA box (—31/—29) and RPB2 upstream
of TATA at —40/—39. The region between —10 and + 1, where
promoter melting occurs in the presence of TFIIH and hydro
tyzable ATP, makes only seven cross-links with the TBP
TFIIB-TFIIF-RNAP I1-TFIIE complex, four ofwhich are with
RPB2.

I +1- I +1-1 L11

+

+++

+++ ++

rn

[1

5’- TCCTGAAGGGGGGCTATAAAAGGGGGTGGGGGCCCGTTCGTCCTCACTCTCTTCCGCATCGCTGTCTGCGAGGGCCAGGGG -Y
AGCACTTCCCCCCGATATTTTCCCCCACCCCCGCGCAAGCAGGAGTGAGAGAAGGCGTAGCGACAGACGCTCCCGGTCCCc

I I I I I
-40 -30 -20 -10 +1 +10 +20 +30

FIG. 3. Summary of our in-gel photo-eross-iinking resuits with a TBP-TFIIB-TFIIF-RNAP II-TFIIE-promoter compiex. The boxes indicate the
positions where each individual factor svas found to cross-link to promoter DNA. +++, ++, and ± represent the average relative intensities of
the cross-uinking signais ohtained for each photoprobe using AB-UUMP. For example. the cross-linking of RPB2 at position —19 is more efficient
than that of RAP3O. The ± signs for the cross-uinking of TFIIEfI to photoprobes —10, —9/—8, —5, and ± I indicate the uncertainty concerning
their spccifieities, as nonspecihe complexes made of multiple molecules of TF1IE were formed on these photoprohes in the absence of TBP (see
the text for details). The use of AB-(Gly)2-UUTP in our photoprobes lcd to eross-linking resuits that are qualitatively simiuar to those using
AB-dUTP. The positions of the TATA element (boldfaee) and initiation site (arrow) are indicated.
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FIG. 4. In-gel photo-cross-linking data. (A) Examples of the results obtained in our photo-cross-linking experiments with photoprobes prepared
using AB-dUMP. The position of each cross-linked polypeptide is indicated. (B) Gel showing that the polypeptide that specifically cross-links at
positions +7/+8 and + 14 comigrates with the RPB5 subunit of RNAP II as identified using mass spectrometry. (C and D) RAP3O (C) and TFIIEI3
(D) cross-link to photoprobes —40/—39 and +181+20. The identities of the cross-Iinking bands were conflrmed hy immunoprecipitation of
cross-linked polypeptides with antihodies (Ab) raised against RAP3t) and TFlIE. +, present; —, absent.
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Promoter contacts by IFIIF subunits. Our resuits, shown in +20 and +26. The cross-linking of RAP3O to nt —40/—39 and
Fig. 3 and 4, revcal a limited number of cross-links by TFIIF +1$/+20, two positions ---60 bp apart. bas been conflrmed by
subunits along promoter DNA. RAP74 strongly cross-linked to immunoprecipitation of cross-linked RAP3O using an antihody
four positions between +7/+6 itoU +26 and cross-linked more directed against RAP3O (Fig. 4C). Our photo-cross-linking
weakly to TATA and upstream of it. RAP30 cross-linked to data for TFIIF subunits indicates that the location of RAY74 is
four positions between —40/—39 and —15. Surprisingly, addi- centered downstream of +1 whereas that of RAP3O is cen
tional cross-links by RAP3O were observed at positions + 18/ tered on the TATA box and immediately downstrcam of it.
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Additional contacts by RAP74 upstream of TATA and by
RAP3O downstream of + 1 may be the resuit of tight bending
and wrapping of the promoter DNA in the complex and/or of
the presence of two RAP74-RAP3O dimers in the preinitiation
complex (see Discussion).

Promoter contacts by TFIIE subunits. The small subunit of
TFIIE, TFHEI3. cross-linked speciflcaily to four positions
downstream of +1 between +71+8 and +26 and to two posi
tions upstream ofTATAbetween —40/—39 and —31/—29 (see
beiow). The cross-linking ofTFIIEr3 to nt —40/—39 and ±18/
+20, two positions -60 bp apart, has been confirmed by im
munoprecipitation of the cross-iinked polypeptide using an
antibody raised against TFIIEI3 (fig. 4D). Notably, TFHE
cross-linked to the same photoprobes as the RAP74 subunit of
TFIIF, suggesting that these two subunits are ciosely posi
tioned in the preinitiation complex. TFIIEŒ also cross-linked
to the promoter downstream of + 1 between +7/+8 and +26;
the cross-link to -i-26 was weak. Notahly, THIEŒ cross-linked
to nucleotide —10. These resuits indicate that TFIIEa is the
only generai initiation factor that closeiy approaches the pro
moter in the region where DNA melting is to occur in the open
complex.

We also obtained cross-Iinking of TF11E to photoprobes

—10, —9/—8, —5, and +1. However, and for a reason that
remains to be determined, ail four photoprobes supported the
efficient formation of a low-mobility complex in the absence of
TBP (data flot shown). When these nonspecific complexes,
assembled in the absence of TBP, were UV irradiated, gel
puri6ed, and processed through our cross-linking procedure,
we obtained strong signais corresponding to TFI1E, as if
these nonspecific complexes contained an aggregate made of
multiple molecules of TFIIEF3. Because we obtained strong
nonspecific cross-linking of TFIIE in the absence cf TBP, we
cannot be certain that the weak TFIIEÇ3 cross-linking signais
obtained in the presence of TBP at positions —10, —9/—8, —5,
and + 1 are specific. For this reason, the cross-linking of
TF1IE between —10 and +1 is considered tentative (Fig. 3).

Role of TFIIEo in transcription initiation. TfIIE has pre
viously been shown to stimulate promoter melting in vitro (22,
23, 39). The cross-linking of TFIIEŒ to nucleotide —10 at the
upstream end of the transcription hubble in the open complex
supports this role. If the contact by TFHEŒ at position —10 is
important to promoter melting, we would predict that TFIIEŒ
plays a key role during transcription initiation and affects tran
scription in vitro when using templates carrving short single
stranded (premelted) DNA regions. To test this hypothesis, we

+- RPB5

— 4— RPBZ

+

4—RAP3O

45—
45—

30-

4—TFIIE
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used an in vitro initiation assay that minimally requires the
presence of TBP, TFIIB, TF11F, and RNAF 11 (Fig. 5). A short
double-stranded oligonucleotide containing the adenovirus
major late promoter has been used as a template and was
shown to support accurately initiated transcription in vitro
(30). Compared to a reaction containing TBP, TFIIB, TFIIF,

RNAP II, and TFIIEp. the number of initiation events was
slightly increased upon addition of TFIIEo (Fig. 5A, left).
Notably, the presence of a 2-nt single-stranded DNA region at
—8/—7 resulted in strong stimulation of initiation by TFIIEŒ
(Fig. 5A, right). Alternating this premelted region between
—11 and — Ï revealed that maximal stimulation occurred in the
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FIG. 5. TfIIE stimulates transcription initiation. (A) Ail douhle-stranded (0/0) and artificially premelted (—8/—7) DNA templates were used
in an abortive initiation assay in either the prcsence (+) or the absence (—) of TFTIEo. The positions of the abortive transcripts are indicated (3
to 10 nt). Stimulation levels obtained through the addition of TFIIEa are indicated. The positions of the flrst G residue (boldface) and the initiation
site (arrows) are indicated. (B) The position of the 2-hp premelted region along the promoter DNA influences the stimulation of transcription hy
TfflE. Templates lacking (0/0) or carrying (— 1/—2, —3/—4, —4/—5, —6/—7, —7/—S, —8/—9, and —10/—Il) a 2-nt premelted region werc used.
Stimulation hy TFJIEo k indicated. Tise error bars indicate standard deviations.
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upstream haif of the region that was te fcrm the transcription
bubble prior te initiation and where TFIIEOE cross-links te the
promoter (Fig. 5B). These results support the notion that
TFIIEŒ, which closely approaches promoter DNA at position
—10, is important in that it stabilizes promoter melting and
stimulates the initiation of transcription.

DISCUSSION

Our previcus phetc-cross-linking data, along with our elec
tron rnicroscopy studies, provided evidence to support pro
moter DNA bending and wrapping in the preinitiation com
plex (13, 45). This model bas been supported by a variety of
results from biochemical and structural analyses, both in pro
karyotes and in eukaryotes (9, 42, 43. 55; sec reference 5 for a
revietv). Our previous photo-crcss-linking studies were limited
due te the fact that the protein-DNA complexes submitted te
UV cross-linking had net been purifled after assembly, leading

to the pessibility that intermediate subccmplexes could con
trihute te nenrelevant cross-links of some factors to premoter
positions. Te address this issue and with the goal cf increasing
the resolution of our topological analysis, we have develcped a
method allowing us te cross-link protein-DNA complexes after
native gel purification cf the relevant cemplexes. Overall, the
results indicate that the use cf the in-gel photo-crcss-linking
procedure (i) only slightly reduced the total number cf pro
moter crcss-links by the transcription machineiy, especially
those cf TFIIF and TFIIE in the vicinity cf the transcription
initiation site, and (ii) allowed the cross-linking cf TEIIEa in
the absence cf TFIIH (compare Fig. 3 with reference S, Fig. 1).
Because the TBP-TFI IB-TF11f-RNAP II-TFIIE-prometer
cemplex studied here vas run through a gel prier te pretein
DNA photc-cross-linking and because such a complex does net
assemble in the absence cf TBP (or when a photoprohe with a
mutated TATA box is used; data flot shcwn). we are confident
that the nonspecific interactions are eliminated, Notably, the

FIG. 6. Topologica! mode! of the RNAP II prcinitiation cemplex. (A and B) Top (Â) and side (B) cf the proposed trajectery cf Oie premoter
DNA areund the mobile c!amp ef RNAP 11. The path cf promoler DNA has heen drawn to account fer our in-ge! photo-cross-linking resu!ls (sec
the text). (C and D) Locations cf TFIIF (C) and TFIIE (D) subunits according te our photo-cross-Iinking resuits. For each subunit, we ehtained
cross-linking te two distinct promoter regions (dashed circles). A!though eur resuits suggest that two copies each of TFIIE and TFIIf subunits are
present within the complex, we cannot ru]e eut the possibility that these facters have two (or more) distinct domains held tegether by an unfolded
linker.
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length of the promoter region that is contacted by RNAP II.
Tf1JF, and TFIIE also remains basically unchanged cornpared
to our previous resuits. More speciflcally, RNAP II cross-links
to thc DNA from —40 to +26, a 66-bp region that corresponds
to 225 Â of B-form DNA. This expanse is significantly larger
than the largest span of RNAP II, which is --Y40 Â. Further
more, as tve observed in our previous experiments. RAP74,
RAP3O, and TFIIE3 corne into close contact with the pro
moter both upstream of TATA and downstrearn of +1. To
gether, these results indicate that promoter DNA is wrapped in
the preinitiation complex (fig. 6 shows a mode!). ful!y support
ing our previous conclusions.

In the mode! shown in Fig. 6, the trajectoty of the prornoter
DNA has been drawn to best account for our in-gel cross
linking results. Because the TBP-TFIIB-TFIIF-RNAP II
TF1IE-promoter cornplex is likely to be an intermediate be
tween RPc (closed complex) and RPo (open complex), we do
not expect the promoter DNA to be fully melted in the —9-
to-+2 region, with the template strand entering the active site
of the enzyme. Open-complex formation, which is obtained in
the presence of TFIIH and ATP, is expected to produce an
important conformational change in the complex, bringing the
template strand of the promoter deep into the active-site cleft.
In our topologica! model, the downstream end of the promoter
fo!!ows the channe! between thc two jaws,” where it cross
links to RPB1, RPB2, and RPB5. Between +1 and —20, the
DNA close!y approachcs RPB2 before making a right turn in
the region of the TATA element, where TBP and TfIIB also
cross-link weakly, to rnaintain close proximity to RPB1. Tight
bending redirects the promoter toward a domain of RPB2 in
the —40 region. Only rhis path of the promoter DNA can easily
explain the various contacts observed by the RNAP II subunits.
As shown in Fig. 6B, the deduced path of the promoter DNA
produces a left-handed loop against the mobile clamp of
RNAP II, suggesting a role for the ctamp structure in preini
tiation mechanisms. Such a left-handed wrapping around the
clamp is expected to relax the DNA helix, as opposed to a
right-handed wrapping that would induce compaction of the
DNA helix. Relaxation of promoter DNA may play a role in
producing a partial single-stranded DNA region necessary for
the action of the single-stranded helicase of TFIIH during
open-complex formation.

Cross-linking of TEIIF and TFIIE both upstrearn of the
TATA e!ement and downstream of the initiation site indicates
that both factors are associated with the mobile clamp of
RNAP II. Tight wrapping of the promoter DNA around the
polymerase clamp may be responsible for contacts by these nvo
factors to promoter positions >60 bp away from each other
(e.g., simultaneous promoter contacts at positions —40 and
+26). Alternatively, or additionally. the putative presence of
two molecules of each subunit of both TFIIF and TFIIE may
help to explain the distal promoter contacts. Both Tf11f and
TfIIE were shown to exist as a2F3, heterotetramers in solution.
In support of this idea that two dimers of TFIIF are associated
within the preinitiation complex, we have recently purified an
RNAP Il-containing complex using TAP-tagged RAP3O that
contains both a taggcd and an endogenous RAP3O molecule
(C. Jeronimo, M-f. Langelier, M. Zeghouf, M. Cojocaru, D.
Baali, D. Forget, S. Mnairnneh, A. P. Davienvala. J. Pootoolal,
M. Chandy, V. Canadien, B. K. Beattic, D. P. Richards, J. L.
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Workman, J. R. Hughes, J. Greenblatt, and B. Coulombe,
submitted for publication).

The cross-link of TFIIEcv to nucleotide —10 is of interest.
TFIIEa contains a DNA binding activity that bas been antic
ipated as being important to promoter melting. The region
carrying the DNA binding activity is homologous to region 2 of
prokaryotic sigma factors (37). Notahly, and in full support of
our results. region 2 of uA was found to contact position —10
in the RNAP ho!oenzyme-promoter comp!ex (33). Stimulation
of transcription initiation by Tf1IE, a phenomenon that is
enhanced when the promoter is artiflcia!ly preme!ted in the
upstream portion of the melted region of the open complex,
suggests that the —10 contact by TFIIEm stahilizes promoter
melting, thereby stimu!ating initiation. Taken together, our
rcsults provide nove! insights into the One molecular details of
transcriptional initiation mechanisms.
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CHAPITRE 4

RPAPI, UNE NOUVELLE PROTÉINE ASSOCIÉE À L’ARN

POLYMÉRASE II PURIFIÉE À PARTIR DE SOUS-UNITÉS

RECOMBINANTES SAUVAGES ET MUTANTES

4.1 Préambule

Dans cet article pour lequel je suis co-auteure principale, j’ai purifié l’ARN

polymérase II portant une étiquette TAP sur la sous-unité Rpb2 (Rpb2-TAP) et j’ai ainsi

participé à l’identification des composants du complexe étudié (figure 2B). J’ai participé

à la construction de la lignée Rpbl 1-TAP et j’ai montré pour la première fois que l’ARN

polymérase II purifiée avec la méthode TAP était active en transcription in vitro. La

figure montrée dans l’article (figure 5A) est cependant celle de Célia Jeronimo. J’ai aussi

montré que le complexe purifié pouvait transcrire en absence de TfI1B et TFIIF

recombinant, indiquant que ces derniers étaient des constituants fonctionnels du

complexe (figure 5B). J’ai réalisé le clonage, l’établissement des lignées stables et la

purification des deux mutants de l’ARN polymérase II étudiés (figure 63). finalement,

j’ai fait tous les essais permettant la caractérisation de ces mutants (figures 6 et 7) à

l’exception des expériences d’immunoprécipitation de la chromatine (figure 8). J’ai

participé à la rédaction du manuscrit avec Célia Jeronimo et le Dr Benoit Coulombe.

Célia Jeronimo a réalisé les expériences présentées aux figures 13 et 2 (la figure 2B a

été faite en collaboration avec Dania Baali (Rpb4 et Rpb7) et moi (Rpb2)). La figure 3A

a été réalisée par Célia Jeronimo et Dominique Bergeron et la figure 33, par le groupe du

Dr Timothy Huglies, incluant Sanie Mnaimneh, JeffPootoolal et Armaity Davierwala. La

figure 4A a été faite par Diane Forget, la figure 43 et 8 par Marilena Cojoearu et la figure

4C par Mark Chandy, étudiant chez le Dr Jerry Workman. Veronica Canadien, Bryan

Beattie et Dawn Richards ont effectué la spectrométrie de masse, qui a permis
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l’identification des constituants du complexe (figure 23). Mahel Zeghouf a réalisé le

clonage et l’établissement de la lignée cellulaire stable pour la lignée Rpbl l-TAP.
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4.2 Article

Jeronimo, C., Langelier, M.F.*, Zeghouf, M., Cojocaru, M., Bergeron, D., Baali, D.,

Forget, D., Mnaimneh, S., Davierwala, A.P., Pootoolal, J., Chandy, M., Canadien, V.,

Beattie, B.K., Richards, D.P., Workman, J.L., Hughes, T.R., Greenblatt, J. and

Coulombe, B. (2004) RPAP1, a nove! human RNA polymerase II-associated protein

affinity purified using recombinant wild type and mutated po!ymerase subunits, Mol.

Celi. Biol., 24(16):7043-7058.

* Ces deux auteures ont contribué dc façon équivalente à cet article.
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We have programmed human ceils to express physiological levels of recombinant RNA polymerase II
(RNAPII) subunits carrying tandem affinity purification (TAP) tags. Double-affinity chromatography allowed
for the simple and efficient isolation ota complex containing ail 12 RNAPII subunits, the general transcription
tactors TfIIB and TFIIF, the RNAPII phosphatase Fcpl, and a novel 153-kDa polypeptide of unknown
function that we named RNAPII-associated protein 1 (RPAP1). The TAP-tagged RNAPII complex is function
alIy active both in vitro and in vivo. A role for RPAP1 in RNAPII transcription was established by shutting off
the synthesis ofYdr527wp, a Saccharornyces cerevisiae protein homologous to RPAP1, and demonstrating that
changes in global gene expression were similar ta those caused by the loss of the yeast RNAPII subunit Rpbl 1.
We also used TAP-tagged Rpb2 with mutations in fork loop 1 and switch 3, two structural elements located
strategically within the active center, to start addressing the roles of these elements in the interaction of the
enzyme with the template DNA during the transcription reaction.

RNA polymerase II (RNAPII) is the multisubunit enzyme
that synthesizes ail mRNA precursors in eukaiyotes. RNAPII
is highly conserved among species, and in humans, RNAPII
consists of 12 subunits, named Rpbl ta Rpbl2 (16, 88). The
twa largest subunits, Rpbl (220 kDa) and Rpb2 (140 kDa),
form the enzyme’s catalytic center and are homologous ta the
F3’ and F3 subunits of bacterial RNAP, respectively. Five sub
units, Rpb5. Rpb6, Rph$, RpblO, and Rpbl2, are also found in
RNAPI and RNAPIII. Rpb3 and Rpbll are homologous ta
the a2 homodimer involved in hacterial RNAP assembly. Rpb9
was attributed a raie in elongation tlirough its action at DNA
arrest sites (3). In Sacchammyces cerevisiae, Rpb4 and Rpb7
form a subcomplex that can dissociate from the enzyme upon
changes in environmental conditions. Under active growth
conditions, most yeast RNAPIJ moiecules do not cantain the
Rpb4-Rpb7 dimer, which primarily associates during the sta
tionaty phase or following stress (11). Functionat studies of
human RNAPII have been limited due ta the Yack of appro
priate systems for purifying variant forms of the human en
zyme.

The availabilit of crystai structures of bath yeast (17, 1$. 26.
30) and bacterial (8, 57, 5$. $4. $9) RNAPs bas been invaluablc

Corresponding author. Mailing address: Laboratory of Gene Tran
scription, Institut de Rechcrches Cliniques de Montréal, 110 avenue
des Pins Ouest, Montréal, Québec, Canada I-12W lR7. Phone: (514)
987-5662. fax: (514) 987-5663.

t C.J. and M.-f.L. contributed equallv w this work.

far understanding many af the malecular features of the tran
scription reaction. For example, the structure af elongating
RNAPII bas revealed the positianing of the RNA-DNA duplex
during the transcription reaction (30). The structures available
support a madel in which the DNA enters the enzyme thraugh
a channel formed by a pair of “jaws” befare accessing a deep
cleft, at the bottam oftvhich is buried the Mg2-ian-containing
active site; the DNA then turns by about 90° along a wall where
the upstream end exits the enzyme (30). Many laops and he
lices either directly contact or closely appraach the RNA-DNA
duplex, thus suggesting putative functions for these structural
elements in the transcription reaction. Again, the lack of an
efficient method far purifying variant forms of RNAPII with
mutations within specific structural elements has precluded
any detailed structure-function analysis of human RNAPII.

The activiw of RNAPII at the variaus stages af the tran
scription reaction is regulated by several proteins, including
the general transcription factors (14, 32, 65). TATA-binding
protein (TBP), the TATA box-binding subunit af TFIID, rec
ognizes the TATA bax of promoters, and its binding induces a
bend af appraximately 80° in the DNA (45, 46). TFIIB asso
ciates with the TBP-promoter complex and participates in
RNAPII recruitment (54). TFIIF. camposed of subunits
RAP74 and RAP3O, binds directly ta RNAPII and also helps
ta recruit the enzyme ta the promoter (15, 80). TFIIF can
induce further bending and wrapping of the promoter DNA
around RNAPII during preinitiation complex formation (72).
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Both TfIIE and TFIIH were shown to participate in promoter
melting at the transcription initiation site (38, 66). TFIIE,
which is also composed of two subunits, Tf11E56/a and
Tf1IE34/3, stimulates the helicase and kinase activities of
Tf11H (53, 62, 63). The helicase activity of TFIIH is required
to fully open the promoter DNA between nucteotides (nt) —9
and +2 (37. 39, 44, 83), and its kinase activity phosphorylates
the carboxy-terminai domain (CTD) of Rpbl (21, 53, 75—77).
The phosphorylation 0f the CTD on Ser5 by TFIIH has been
shown to be required for the transition from initiation to eariy
elongation and allows for the recruitment of the capping en
zyme (35, 73). In yeast, the Ctkl kinase phosphorylates the
CFD on Ser2 at a later stage of the elongation phase (10),
leading to the recruitment of mRNA processing factors (78).
The CTD phosphatasc Fcpl is abie to dephosphorylate the
Rpbl CTD on Ser2 in order to recycle RNAPII for reinitiation
(10, 48, 49).

Uniike the case for ail of the general transcription factors
and the prokaiyotic RNAP, it bas been impossible to date to
purify functionaHy active forms of mammahan RNAPII recon
stituted from ifs recombinant subunits. Wc now report the
purification of a functionaliy active human RNAPII by the use
of doubly tagged subunits expressed in mammalian ceils. Using
the TAP procedure (71), we isoiated a human RNAPII-contain
ing complex which comprises the 12 subunits of core RNAPII,
TFIIB, TFIIf, Fcpl, and RPAP1, a novel poiypeptide of un
known function. The tagged RNAPII compiex is functionaily
active both in vitro and in vivo. We capitahzed on this purifi
cation procedure to generate two variant forms of buman
RNAPII by using TAP-tagged Rpb2. The first mutant bas a
deletion in fork ioop 1, a structure that is expected to partic
ipate in maintaining the open state of the transcription hubbie
in elongating RNAPII (18, 30) or during RNA-DNA strand
separation (85). The second mutant carnes a triple alanine
substitution in switch 3, a ioop that directiy contacts the DNA
tempiate within the DNA-RNA hybrid. Our resuits aHowed us
to detail the rotes offork loop 1 and switch 3 in transcriptional
mechanisms both in vitro and in vivo.

MATERIALS AND METHODS

Protein factors and antibndes. Recomhinant yeast TOP (42), human TFIIB
(31), RAP74 and RAP3t] (22), TFIIE56/o and TF11E34, (61. 67, 81), highly
purified TFTIH (20, 27), and caif thymus RNAPII (36) were purified as previ.
ouslv descrihed. Antibodies raised against Rphl (N-20) wcre ohtained from
Santa Cruz Biolechnoiogy.

‘I’AP of human RNAPII-containing complex. The cDNAs encoding human
Rph2 (kindly provided hy Marc Vigneron, IGBMC, Strashourg, france) (1),
Rph4 (Invitrogen; accession numher BE883306), Rph7 (tnvitrogen; accession
number BE256210), RphI I (Invitrogen; accession number AA814181), TFIIB
(31), and RAP3O (22) were cloned into the mammalian expression vector pMZI
(61) in such a way that each polypeptide carnes a tandem alfinity purification
(7’AP) tag at its C terminus (71). Stable ccli unes carrving these plasmids in
feR-203 cells (Invitrogen) scere produced by transfection, using the calcium
phosphate method. Induction for 24 h with t to 3 gM ponasterone A, an
ecdysone analog, svas used b express thc TAP-tagged suhunits of RNAPII,
TFIIB, and RAP3I] at near-physiological levels. The TAP-tagged complexes svere
then punifled as previously dcscnihed (71). The TAP eluates svere conccntrated
and stored al —S0C until use.

Protein identification. lIte TA? eluates sverc run in sodium dodecyl sulfate
(SDS) gels and silver stained. The protein hands werc cxcised from the gels.
reduced, alkylatcd, and suhjccted to in-gel truptic digestion as previously de
scribed (50). The resulting tryptic peptides svere purified and identifled hy ma
trix-assisted laser desorption ionization—timc of flight (MALD1-TOF) mass spec
trometty (50).
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DNA microarray analysis ofTet-promoter mutants. Tet-promoter alleles were
constructed as previously descnihed (86). Mutant and isogenic wild-type cultures
svere grown in paraltel in SC medium svith 10 Iig of doxycycline?ml fora total of
22 h. Dilutions svere made at 16 h to ensure that mutant and svild-type optical
densities matched as closcly as possible to I0 cells/ml at han’est. The relis svere
pelteted hy a 2-min centrifugation in a room-temperature table.top centrifuge
and then frozen immediateiy in tiquid nitrogen. Total RNAs were prepared hy
hot acidic phenol-chloroform extraction follosved hy ethanol precipitation.
Poly(A)* RNA purification and cDNA laheling svere performed as described
previously (55). Microarrays svere composed of 70-mer oligonucleotides, each
specific to a different yeast gene (Operon Technologies), svhich svere spotted
onto poly-c-lysine-coated siides. Spotting buffer, blocking, hybridization, and
washing were according to a procedure descrihed 1w Hegde and collaboralors
(34). Each array svas normalized hy using grid-hy-gnid lowess smoothing (87). AIl
measurements svere taken in fluor-reversed pairs [i.e.. each lime a mutant svas
anaIvzed, h was hvbridized to two arrays, and data svere comhined hy averaging
the normalized log(ratio)].

ChtP. Chromatin immunoprecipitation (ChIP) assays were perlormed as pre
vtousty descrthed (60, 82), svtth the follosving minor modifications. Approxi
mately 2 >< lO celts were cross-linked by the use of formaldehyde, and chromatin
fragments of an average size of 0.3 10 0.5 khp svere prepared hy four sonication
treatments (Fisher Sonic Dismemhrator; 20-s hurst ut 509 maximum posver).
For the immunoprecipitation step, immunoglohulin G (IgG)-Sepharose heads
(Amersham Biosciences) ssere flrst hlocked with a 5-mWmI solution of bovine
serum albuntin in phosphate-huffered saline and then incubated with tIse sample
for I h. Alter reversaI of the cross-links, PCR analyses svere performed svith hoth
the immunoprecipitated and input DNAs. Primer sets designed for amplifying
both the promoter and the 5’ untranslated region of the CCNAI gene svere used.

For the experiments shown in Fig. 8, relative occupancy svas evaluated by
quantitative PCR (Q-PCR) as previous[y descnihed (5), svith mincsr modifica
tions. The quantification of the target DxÀ in the immunoprecipitated sample
was carnied ont by generabing a standard cttrve with a flvefold dilution senies of
the nonimmunoprecipitated sample (input DNA) tor each couple of primer sets
and DNA. The apparent immunoprecipitation elflciency was calculated hy di
viding the amount of the DNA fragmenls spanning the promoter or Ihe coding
region of the specified genes hy the amount of the DNA fragment from the
control region in the immunoprecipitated sample. The following cdl lines were
analyzed: Rph2 wt, Rph2 forkl M58-459, Rph2 ssv3-l078, and Rph2 forkt
M53-465. Q-PCR svas perftwmed hy using the Mx4000 Multiplex Quanlitative
PCR system (Stratagene). The PCR protocol was applied according 10 the
manufacturer’s specifications (Qiagen). Primers were designed for hoth the pro
moter and transcnibed regions of the GNB2LI (positions —200 to +55 and +998
to +1165, rcspectively) and ETC (positions —157 to +33 and +955 to +1176,
respectisely) genes and also for an internat sequence of the expressed sequence
tag tocated at chrl7:49926700-49927999 as a control. Oligonucleotide sequences
are avaitable upon request. Ail amplified DNA fragments were unique, as de
termined by a BLAST search on the Apnil 2003 asscmhly version of the UCSC
Genome Brosvser (http://www.genome.acsc.edu), isy a melting curue anatysis,
and by agarose gel electrophoresis (data not shown).

Gel mobility shift assays. Gel mohilitv shift assays were pertormed as previ
ously descrihed (52). Complexes were assemhled hy using highly purified TOP
(80 ng), TFIIB (60 ng), RAP3O (320 ng). RAP74 (640 ng). TF[iE34 (16(1 ng),
TFIIE56 (320 ng), and calf thynsus RNAPII ot the TAP-tagged human RNAPII
complex (the amounts of RIsAPIT ased in the varions experiments are detailed
in the figure tegends).

Histone tuB peptide binding assay. 1-listone bail peptide binding reactions were
performed to determine svhether the compiex hinds speciflcally to acetylated
histone tails. For each reaction, 10 ng of biotinylated 03 peptides svas hound to
streptavidin.conjugated magnetic heads ut 25CC for 30 min. The heads Ivere then
incubated with I nM RNAPII complex (Rpht I TA? purifled or cuit thymus) for
I h ut 30-C. The beads were pelteted svith a magnetic particte concentrator
(MPC-S; Dynal) and the supernatant svas removed. After heing washed tsvice,
the heads were resuspended in SDS-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS
PAGE) lysis buffer and suhjected to SDS-PAGE analysis. The compiex was
detected hy immunohiotting with an anti-Rpbl antihody (N-2t); Santa Cruz).

‘l’ranscription assay. Transcription reactions were performed as descnibed
previously (6). TOP (30 tig), TFIIB (30 ng), RAP3I1 (30 ng), RAP74 (65 ng),
TFIIE3I (40 ng), TFIIE56 (611 ng), TFIIH (4 ng), and cuit thymus RNAPII or tise
TAP-tagged human RAPll complex (the amounts of RSAPll used for the
various experiments are detailed in the figure legends) svere incuhated sith 500
ng of Iinearized DNA lemplate contuitting the adenovirus major lute (AUML)
promoter from nt —5Oto +10 fused 10 u G-iess casscite, Underthese conditions,
u 391-nt runoif transcnipt was produced.
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Abortive initiation assay. Abortive initiation assays were performed as de
scribed previously (52), svith tue ft)flowing modifications. The DNA template (12
ng), either premelted in the —9 to +2 region or fuIly douhle-stranded. was
incubated with TBP (60 ng), TFttB (30 ng), RAP3O (30 na). RAP74 (65 ng).
TF11E34 (40 ng), TFIIES6 (60 ng), and the TAP-tagged human RAPl1 com
plex (the amounts ot RNAPII used for the various experiments are detailed in
the figure legends) in a 20-iii reaction mixture containing 75f) M ATP, 750 1sM
CTP, 10 1sM UTP, 2.5 cCi of jn-32P]UTP, 12.5 mM MgCI2, 3 mM EGTA, and
0.84 U of RNase inhihitor/ml. The transcripts were analyzed in u 23 polyacryl
amide denaturing gel containing 7 M urea.

Elongation assay. The template was prepared hy annealing two complemen
tarv oligonucleotides of random seqaences, one of svhich carried an extension of

5 CMP as descrihcd previously (66). Tvpically, the template (9.3 ng) ivas incu
hated with 88 ng of TAP-tugged human RNAPII Rph2 svt or 440 ng of TAP
tagged human RNAPII Rph2 forkl (.X158-459)-TAP, and the reactions were
pertormed as descrihed previously (66). TIse transcripts were analvzed in i$
polyaciylarnide—9% urea denaturing gels.

Nucleotide sequence accession number. The RPAPI name and sequence sVere
registered in the HUGO database under accession number NP056355.

RESULTS

TAP of human RNAPII-containing complex. We have
adapted the TAP procedure (69, 71), originaiiy deveioped to
isolate protein complexes from yeast, for the purification of
human RNAPII and general transcription factors. Native con
ditions were maintained during the TAP procedure through
the use of buffers with a low sait concentration (0.1 M Na)
and a neutrai pH. As shown in Fig. lA, which summarizes the
TAP procedure, full-Iength cDNAs encoding polypeptides of
interest were cloned in an ecdysone-inducible mammalian ex
pression vector (61). The vector was engineered to encode
polypeptides cartying the following at the C terminus: a TAP
tag consisting of two copies of the IgG-binding domain of
Staphylococcus aureus protein A, a cleavage site for the to
bacco etch virus protease. and a calmodulin-binding peptide
(CBP) (71). 11e tagged polypeptides were expressed in 1cR-
293 cells at near-physiologicai leveis after a 24-h induction with
the ecdysone analog ponasterone A. The concentration of pon
asterone A rcquired to obtain near-physiologicai leveis of ex
pression of the tagged polypeptides was determined in a pilot
experiment in which we compared the levels of TAP-tagged
polypeptides with the endogenous polypeptide by Western
blotting (Fig. lB). Whoie-cell extracts were prepared from the
ponasterone A-induced ceil unes and were used in the double
affinin’ chromatography procedure, which consisted of succes
sive steps with IgG-Sepharose and calmodulin beads (71). The
eluates were frozen and analyzed by different assays.

We first expressed the Rpbll subunit of RNAPII in EcR
293 cells and used the lysate of ponasterone A-induced ceils
for doubie-affinity purification. The eluate vas subjected to
SDS-PAGE and the bands were identifled by mass spectrom
ctly. A total of 17 polypeptides that are not present in mock
induced celis and that represent major components of the
eluate were identified (Fig. 2A). The other major bands that
can be visualized on the gel have ail been identifled and cor
respond to proteins that bind nonspeciflcally to our affinity
columns (data flot shown). The complex contained the 12 sub
units of RNAPII, TFIIB, both subunits of TFIIF (RAP3O and
RAP74), Fcpl, the TFIIF-associated CTD phosphatase, and a
novel human polypeptide that we named RPAPY.

To validate the existence of a unique 17-subunit complex
containing RNAPII, we tagged other subunits of the complex,

Human cDNA doned mb an
ecdysoee-inducible expression vector

encoding the TAP tag

1
Transfectloo in EcR-293 celle and

selection of expressing clones

Induction widi ponasterone A to obtain
phys)oiogical expression levels

1
Ceil lysis in m)ld conditions

and TAP procedure

0 1 3 PonasteroneA(juM)

-4- TF)B-TAP

-4— Endogenous TFIIB

FIG. 1. TAP of human transcription factors. (A) Overview of the
TAP procedure. (B) Data from n pilot experiment comparing tOc
expression levels of a TAP-tagged polypeptide and its endogenous
counierpart upon induction svilh ponasterone A. TfIIB-TAP expres
sion in EcR-293 celis after induction with different concentrations of
ponasterone A (0, 1, and 3 ii.M) for 24 h tvas compared 10 that of
endogcnous TFIIB by Western blotting with an antibody raiscd against
TFIIB.

including Rpb2, Rpb4, Rpb7, TFIIB, and RAP3O, expressed
them in stably transfected EcR-293 cefis, and used them as
baits in the TAF procedure. The eluates were analyzed by
silver staining of SDS-PAGE gels, Western blotting, and/or
mass spectrometry (Fig. 2B). The resuits indicated that ail 17
polypeptides are bona fide components of the human RNAPII
complex. Notably, the eluate prepared with TAP-tagged
RAP3O contained hoth tagged RAP3O with its CBP residual
domain and nontagged RAP3O (Fig. 2C). The presence of
RAP3O lacking the CBP domain was confirmed by Western
biotting (data flot shown). These results indicate that two mol
ecuies of RAP3O are present within the complex, suggesting
that TFI1F is associated with RNAPII as an Œ,f3 heterotet
ramer (sec Discussion). Finally, our Western blot analysis with
an antibody specifically directed against the N-terminal part of
Rpbl (N-20) reveaied that the tagged RNAPII complex con-
tains the hypophosphorylated form of RNAPII (lIA form)
(Fig. 2D).

RPAP1 is structurally and functionally related to human
RNAYII. RPAPI is a previously identified human gene product
(DKFZP727MÏ11 protein) of unknown function. BLAST se-

Protein analysis by SDS-PAGE Functional asseye
(S4lver staining)

1
Protein idenllftation

by mass spectrometry
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RPAP1 SSIMS SS SS SS SS SS
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Rpb3 SS/MS SS/MS SS SS SS
TFIIB SS)’WB SS SSIWB SStINB SS/MSfNB SS
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Rpb5 SSIMS SS SS SS SS SS
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quence searches against publicly available databases reveaied
highly significant alignments over the full length of the RPAP1
sequence with proteins of unknown function from Mus mus
cultLr (accession no. BAC65787), Rattus noivegicus (accession
no. XP 230480), and to a lesser cxtent. DrosopÏula ,nelcmo
gasrer (accession no. NP_648573 and CG32104-PB). In addi
tion, these proteins show significant similarities to the Saccha
mvmyces cerevisiae Ydr527wp protein (accession no. NP_
010816), which is required for ccli viability and vas shown to
bind the RphlO subunit of RNAPII in a two-hybrid screen (28,
43). The positions of the different alignments are shown in f ig.
3A. Notably, no particular motif or domain couid be predicted
with high confidence on the RPAPÏ sequence. However, in
view of the participation of RPAP1 in the RNAPI1 complex, an
IMPALA anaiysis against the BLOCK database (74) reveaicd
a very weak similarity (E = 0.23) between the bromodomain
containing protein 4 (Brd4) and the RPAPI region spanning
amino acids 196 to 312 (sec helow). We also performed a
sequence-structure comparison analysis by using the structure
guided alignment program FUGUE against the HOMSTRAD
database (56). The resuit suggests that RPAPI belongs to the
ARM repeat protein supcrfamily (12). Indeed, the RPAP1
region spanning amino acids 50$ to 960 shows an alignment
with ARM with a Z score of 4.0$ (corresponding to 95%
confidence). Interestingly, both YdrS27wp and the RPAPY D.
metanogaster homologue were also predicted, as reported in
the Saccharornyces Genome and FlyBase databases. respcctively,
to belong to the ARM repeat superfamily (http://genome
-www4.stanford.edu/cgi-bin/SGD/locus.pl?locus= YDR527W
and http://fiybase.bio.indiana.edu/.bin/fbidq.html?FBgn0052104).

We created a Tet-promoter allele of the yeast YDR527w
gene, turned off gcne expression by adding doxycycline to the
growth medium for 24 h, and compared gene expression in this
mutant to expression patterns from 121 other Tet-promoter
mutants affecting genes implicated in diverse biological pro-
cesses (S. Mnaimneh, A. P. Davierwala, J. Haynes, J. Moffat,
W. T. Peng, W. Zhang, X. Yang, J. Pootoolal, G. Chua, A.
Lopez, M. Trochesset, D. Morse, N. J. Krogan, S. L. Hiley, Z.
Li, Q. Morris, J. Griguil, N. Mitsakakis, C. J. Roberts, J. F.
Greenblatt, C. Boone, C. A. Kaiser, B. J. Andrews, and T. R.
Hughes, submitted for publication). Among ail of these, the
effect of thc tet-YDR527w allele correlated most strongly with
that oftet-RPB]1 (Fig. 38). A clustering analysis did flot reveal
any specific group of functionally related transcripts that were
up- or down-regulated uniquely in these two mutants, support
ing the idea that the expression pattern observed is a conse

quence of an overali perturbation in transcription rather than
a disruption of any individual pathway.

To further define the interaction hetween RPAP1 and
RNAPII, we cloned the human RPAPÏ cDNA and derived a
human ccli line that can be induced to express IAP-tagged
RPAPY. An analysis of the TAP-tagged RPAPÏ eluate re
vealed the presence of two RNAPII subunits, Rpb2 and Rpb3
(Fig. 3A, right panel). These resuits further demonstrate the
physical interaction between RPAPY and RNAPII. Recent
TAP-tagging experiments in yeast indicated that Ydr527wp
associates with Rpb2, Rbp3, and Rpbll (33). Because
YdrS27wp and RPAP1 are both physically and functionally
related, the 50-kDa yeast protein encoded by the YDR527W
gene was named RBA5O (the name was registered in the Sac
chammyces Genorne Database).

The TAP-tagged RNAPII complex can be recruited to pro
moters both in vitro and in vivo and con bind to acetylated
histone H3. In order to determine whether the TAP-tagged
RNAPII complex is functional, we flrst verifled its ability to
enter a preinitiation complex in vitro. The electrophoretic mo
bility shift assay (EMSA) resuits in Fig. 4A show that the
human RNAPII complex can form a preinitiation complex in
the presence of TBP, TfIIB, TFIIF, and TFIIE on a radiola
beled probe carrying the AdML promoter. Compared to an
equivalent preinitiation complex assembled with highly puri
lied calf thymus RNAPII, the TAP-tagged RNAPII complex
had a slightly lower mobility. Because our calf thymus RNAPII
contains neither Fcpl nor RPAP1 (data not shown), our re
sults indicate that the preinitiation complex asscmbled with the
TAP-tagged human RNAPII complex includes at least one of
these two polypeptides (Fcpl and/or RPAPY).

ChIP experiments tvere used to determine whether the
tagged RNAPII complex can also be recruited to promoters in
vivo. As shown in Fig. 48, DNA fragments containing the
CCNAI (cyclin A) promoter (positions —50 to +50) were
enriched more efficiently than DNA fragments containing an
upstream region (positions —1000 to —900) of the same gene
when IgG-Sepharose beads were used to bind the protein A
component of the TAP tag. Our results demonstrate that TAP
tagged RNAPII is specifically recruited to the promoter of
actively transcribed genes in vivo.

As mentioned above, BLAST searches against publicly avail
able databases revealed weak similarities benveen the amino
acid sequence of RPAPÏ and a variety of proteins and do
mains, including Brd4. Because Brd4 was recently shown to
specifically interact with histones H3 and H4 through acety

FtG. 2. Purification of TAP-tagged human RNAPII complex. (A) Wholc-cefl extracts preparcd from induced or noninduced EcR-293 celis
programmed 10 express TAP-tagged Rpbll (Rpb]l-TAP) were purified hy the TAP procedurc, and the duales were analyzed by SDS-PAGE. Gel
slices containing the most abundant polypeptides were excised, digested with trypsin, and analyzcd by peptide mass fingerprinting using
MALDI-TOF analysis. The positions of core RNAPII subunits, including Rpbl I carfying the residual CBP domain (Rphl l-CBP), TFIIB, RAP74,
RAP3O, FcpI, and RPAPI, a human gene product (DKFZP727M1 11 protein) of unknown function, are indicated. (R) TAP tagging of Rpb2, Rpb4,
Rph7, Rpbl I, TFIIB, and RAP3O allosved for purification of the same 17-polypeptide RNAPII complex. The components of the complex were
identified according to their molecular weights in SDS gels stained with silver (SS), their peptide mass fingerprints by MALDI-TOF analysis (MS),
and their immunoreactivities in Western blots (WB). (C) SDS gel showing that both tagged (RAP3O-CBP) and nontagged RAP3t) are present in
the RNAPII complex purified with TAP-tagged RAP3O. Only nontagged RAP3O is found in the complex purificd tvith TAP-tagged Rpbl 1. (D) The
TAP-tagged RNAPII complex contatns a hypophusphorylated CTD. The X-20 antihody, which specifically recognizes the N terminus of Rpbi, was
used ta detect both the hypophosphorylated (lia) and hyperphosphorylated (lia) forms of RNAPII in the svhole-cell extract (WCE) and the
RpblI-TAP eluate. A truncated forrn of Rpbl lacking the CTD (IIb) svas also detected.
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lated lysine residues (19), we tested the ability of the complex
to bind to acetyÏated histones. As shown in Fig. 4C, the TAP
tagged RNAPII complex speciflcally bound to acetvlated bis
tone H3 in vitro, while conventionally purifled RNAPII was
not retained on acetylated histone H3. TAP-tagged RNAPII
hound histone tails acetylated at lysine 14 more efficiently thon
those acetylated at lysine 9. This resuit suggests that RPAPY
may recruit RNAPII to chromatin through its interaction with
acetylated histones.

Ihe TAP-tagged RNAPII comptex supports accurately mi
tiated transcription in vitro. TAP-tagged RNAPII was tcsted
for the ability to initiate transcription in vitro by use of a
transcription system reconstituted with purifled general initia
tion factors. Purifled caif thymus RNAPII or purified TAP
tagged human RNAPII was incubated with a DNA template
containing the AdML promoter in the presence of purified
TBP, TFIIB, TFIIF, TEllE, and TFIIH. The formation of a
391-nt transcript indicated that the tagged RNAPII complex is
competent for promoter-selective transcription in vitro (Fig.
5A).

When the general initiation factors were individuaily omit
ted from the transcription reaction (Fig. 53), transcription was
abolished except in the case of recombinant TFIIB or TFIIF.
These data fully support our conclusion that TFIIB and TFIIF
are components of the tagged RNAPII complex and establish
that they are functionally active within this complex.

Purification and functional analysis of a human RNAPII
variant with a site-directed mutation in fork loop 1. As part of
an effort to understand the fine molecular details of the tran
scription reaction, we used the TAP procedure to generate and
isolate RNAPII variants with site-directed mutations in struc
tural elements predicted to have roles in the transcription
reaction according f0 the cr stal structure of the yeast enzyme.
Because the Rpb2 element known as fork ioop 1 (Fig. 6A) is
highly conserved from yeast to humans, absent from bacterial
RNAP, and proposed to be invoived in maintaining the tran
scription bubble (17, 30) or in RNA-DNA strand separation
(85), we flrst chose to modify this element. In yeast RNAPII,
fork loop 1 amino acids Lys471 and Arg476 appear to contact
the RNA phosphates at positions —5, —6, and —7 in the hyhrid
region. Deletion of the whole 13-amino-acid loop totaliy abol
ished the ability of Rpb2 to assemble with the other suhunits of
RNAPII (data flot shown), probably because the deletion de
stabilized Rpb2, which then became misfoided. A smallcr de
ietion of two amino acids located near the center of the ioop
(M58-459), which corresponded to amino acids Lys471 and
Aia472 in the yeast enzyme, was successfully used to purify the
17-subunit RNAPII complex (fig. 63). This mutant was
named Rpb2 forkl M58-459. The silver-stained SDS gel in
Fig. 6B shows that the relative abundance of some components
of the tagged RNAPII complex varied between the wild type
and the mutant, indicating that the mutation may have siightly
affected complex assembiy. By quantifying the relative intensity
of each subunit, we established that the most important differ
ence concerned Rpbl. which vas at the very most flvefold less
ahundant in the mutant than in the wlld-type comp]ex.

In order to eiucidatc the function of fork loop lin transcrip
tion, we compared Rpb2 forkl M58-459 with wild-type RNA
PlI in several different assays. The assays shown in Fig. 6C to
E used flvefoid larger amounts of the mutant complex than of

‘V,
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FIG. 5. TAP-tagged human RNAPII complex can initiate tran
scription in vitro. (A) In vitro transcription reactions were reconsti
tuted hy using 165 ng of purifled calf thymus (et) RNAPII or TAP
tagged human RNAP]I in the presence of TBP, TFIIB, TFI1F, TFIIE,
and TFIIH. A control reaction performed with an eluate from nonin
duced celis svas included. The linearized DNA template carnes the
AdML promoter and directs the synthesis of a 391-nt transcript.
(B) Single omission assay in which each generai transcription factor
svas omittcd from the reconstituted system (ail) described for panel A.

the wild type to ensure that the amount of the mutant complex
was not underestimated (sec above). As shown in Fig. 6C,
Rpb2 forkl M58-459 was defective in runoif transcription as
says when we used the AdML promoter in the presence of ail
of the gcneral initiation factors.

In order to delineate with more precision the molecular
defect that impairs the transcriptionai activitv of Rpb2 forkl
M58-459 in vitro, we tested its activity in a promoter-indepen
dent assay. As described previousiy (29, 79), RNAPII can tran
scribe from a tempiate carrying a 3’ C extension (C-taiied
template) in the absence of the generai initiation factors. The
tempiate used for fig. 6D carried a 15-C extension on the 3’
strand. The transcnibed strand was devoid of dCMP except at
positions --25 to +27 (--1 corresponds to the singie-stranded—
doubie-stranded junction). In the absence of CTP, wiid-type
RNAPII produced a transcript of 35 nt. In the presence of
CTP, the major transcnipt was 60 nt in iength, indicating that
the poiymerase starts transcription 10 nt upstream of the dou
ble-stranded junction. In contrast to the RNAPII complex car
iying wild-type Rpb2. Rpb2 forkl .458-459 vas inactive in the
C-tailed tempiate elongation assay.

figure 6E shows that Rpb2 forkl M58-459 was also defec
tive in an abortive initiation assay carried out with a short
doubie-stranded oiigonucieotide carrying the AdML promoter
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in the presence of the general initiation factors, but in the
absence of GTP. A G nucleotide strategically located at ± 11 in
the template blocked transcription at position + 10 (Fig. 6E).
When we used a fully double-stranded template (0/0), Rpb2
forkl M58-459 did flot produce abortive transcripts. We ra
tionalized that if Rpb2 forkl M58-459 vas defective in pro
moter melting, a premefted template would counteract the
defect in the mutant. The premelted template (—91+2), which
carried an unpaired DNA region from —9 to +2 that mimicked
the fully melted promoter, supported the svnthesis of abortive
transcripts, although with a poor efficiency compared to that of
the wild type. This finding indicated that a mutation in fork
loop 1 does flot simply affect promoter melting and its main
tenance, but rather affects the interaction of RNAPII with the
melted promoter region.

We flnally assessed the ability of Rpb2 forkl 45$-459 to
assemble into a preinitiation complex on promoter-containing
DNA. EMSA experiments showed that Rpb2 forkl M58-459
can enter a preinitiation complex with the general initiation
factors as efficientÏy as wild-type RNAPIt (Fig. 6F).

Human RNAPII variant with a site-directed mutation in
switch 3. The structure named switch 3 is the only loop of Rpb2
located near the DNA-RNA hybrid that is ordered in the
ciystal structure of elongating yeast RNAP1I (30). Switch 3
makes direct contact with the template DNA near positions —5
(arginine 1122) and —2 (arginine 1129) (Fig. 6A). Since R1129
is jux-taposed with one of the Rpb2 domains that mediate the
interaction with Rpbl, we reasoned that disruption of this
amino acid would likely affect the assembly of RNAPII and
decided to turn our attention to R1122. We produced a mutant
in which amino acids R1122, S1123, and R1124 were replaced
with alanine residues. In human Rpb2, these amino acids cor
respond to R1078, S1079, and R1080. This mutant was named
Rpb2 sw3-107$.

Figure 7A shows that TAP-tagged Rpb2 with the sw3-107$
mutation is as efficient as the wild type at forming the 17-
subunit RNAPII complex. However, EMSA experiments (Fig.
7B) indicated that purifled Rpb2 sw3-1078 is not efficient at
entering a preinitiation complex on promoter DNA in the
presence of the general initiation factors. Increasing the con
centration of Rpb2 sw3-1078 by a factor of 6 compared to the
wild type was necessary in order to achieve efficient formation
of a preinitiation complex. As expected on the basis of the
EMSA results, Rpb2 sw3-1078 did not support transcription in
vitro (Fig. 7C). Increasing the concentration of Rpb2 sw3-1078
by a factor of 6 compared to the wild type lcd to the production
of runoff transcripts. but the transcription efficiency remained
slightly lower than that of the wild type, indicating that the
mutation in switch 3 not only affects the ability of Rpb2 sw3-
1078 to assemble into a preinitiation complex, but also. to a
lesser extent, affects its capacity to support transcription.

Mutants Rpb2 forkl 458-459 and Rpb2 sw3-1078 are de
fective in vivo. To assess the defects of Rpb2 forkl M58-459
and Rpb2 sw3-1078 in vivo, we used ChIP experiments to
evaluate their association with both the promoter and the
transcription unit of two genes that are actively transcribed in
human ceils, the guanine nucleotide binding protein beta
polypeptide 2-like 1 (GNB2LY) gene and the ferritin light
polypeptide (FTL) gene. As shown in Fig. 8, Rpb2 forkl M58-
459 is recruited to both promoters with an efficiency similar to

that of a wild-type TAP-tagged RNAPII complex, but it is not
found in association with the transcription units. In contrast,
Rpb2 sw3-1078 is flot enriched in the promoter regions or the
transcribed regions. The mutant Rpb2 forkl M53-465, which
carnes a complete deletion of the 13-amino-acid loop and does
flot assemble into a bona fide 17-subunit RNAPII complex,
vas used as a negative control that was enniched at neither the
promoter nor the transcription unit of either the GNB2L1 or
EfL gene. These in vivo resuits fully support our in vitro
studies indicating that fork loop 1 is essential for transcription
but is not invoived in preinitiation compiex assembly, whereas
switch 3 is required for efficient preinitiation complex forma
tion.

DISCUSSION

Simple, efficient purification of human RNAPII under na
tive conditions. Classical approaches for the purification of
mammalian RNAPII and its general transcription factors have
typically used many different chromatography steps, including
ion-exchange chromatography. Eluting these columns with
buffers containing high sait concentrations most certainly af
fected the polvpeptide composition of the purified complexes.
for example, regulatory subunits, which are often less tightly
associated with the enzyme they regulate, may have been lost
during the purification procedure. Seraphin and colleagues
(7f) developed the TAP procedure to allow for the purification
of protein complexes under native conditions. Two affinity
chromatography steps are used. Elution from an IgG column is
performed by a proteolytic treatment with the tobacco etch
virus protease while elution from a calmodulin column uses
EGTA as a chelating agent. For this paper, we adapted the
TAP procedure for the purification of protein complexes from
human celis, using an ecdysone-inducible expression system
that ailows for the expression of the TAP-tagged polypeptides
at near-physiological levels. The expression levels were modu
lated by adjusting the concentration of the inducer, ponaste
none A (fig. lB). By preventing overexpression of the tagged
polypeptides, we Iimited the formation of nonspecific interac
tions.

We report here the use of the TAP procedure with human
celis for the easy and efficient purification of a complex con
taining the 12 subunits of RNAPtI, both subunits of TfHF,
TfIIB, Fcpl, and RPAP1, a novel polypeptide of unknown
function. This 17-subunit complex was punifled through the
alternate TAP tagging of six of its subunits, demonstrating that
ail of thc components are part of a unique comple. Because
(i) the TAP-tagged polypeptides are expressed at near-physi
ological levels in stably transfected human ceils, (ii) protein
extraction is performed under gentie conditions, and (iii) the
affinity purification steps are achieved under native conditions,
our results indicate that this TAP-tagged RNAPII complex is
the most abundant soluble, stable form of RNAPII in human
ceils. If a mediator complex (70) is associated with RNAPII in
human ccii extracts, either its concentration is much iower than
that of RNAPII or its association with RNAPII is too weak to
survive double affinity purification.

The presence of the TAF tag at the C termini of subunits of
the RNAPII-containing complex does flot alter its activity. The
TAP-taggcd RNAPII compiex is fully active in vitro, as it can
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FIG. 6. Purification and functional analysis of TAP-tagged human RNAPII with a mutation in fork loop I. (A) (Top) MoUd showing elongatingyeast
RNAPII (30). The template DNA strand (blue) from —3 tu + 10 and the 9-nt RNA (pink) were placed according to the crystal structure. The remainder
of the template strand and the coding strand (green) were modeled in Cinema 4D, and their exact positions are speculative. (Bottom) Simplified view
of yeast RNAPII catalytic center. Different domains of Rphl and Rph2 located near the DNA-RNA hybrid are shown. Numbers: 1 to 5, switches; 6,
bridge helix; 7, mdder; 8, Iid; 9, zipper; 10, fork Ioop 1; 11, fork loop 2; 12, wall. The parts oC the lid (amino acids 250 to 258) and the rudder (amino acids
315 to 320) fiat are absent in the PDB files corresponding to elongating RNAPII were reconstructed based on the crvstal structure oC free yeast RNAPII
(18). The missing parts of fork loop 1 (amjno acids 46$ to 476) and fork Ioop 2 (amino acids 503 to 50$) were modeled in Cinema 4D, and their exact
positions are speculative. (B) Silver-stained SDS gel of wild type TAP-tagged RNAPII (Rph2 wt) and a mutant of human RNAPII carrying a
two-amino-acid deletion in the Rph2 Cork loop 1 (Rpb2 fork I 45S-459) domain. The positions of some RNAPII subunits and molecular size markers
are indicated. (C) In vitro transcription reactions (runoif) contained either 24 ng oC wild-lype RNAPII (Rpb2 wt) or 120 ng of Rpb2 forkl M58-459 in
the presence of TBP, TFIIB, TFIIF, TFIIE, and TFIIFI. (D) Elongation assays were performed with a C-tailed template carrying a 15-C extension in the
absence ofgeneral transcription factors. The coding strand lacks CMP except in the +25-to-+27 region. The positions of transcripts produced by RNAPII
in the presencc (+CTP; 60 nt) or absence (—CEP; 35 nt) of CTP are indicated. The reactions contained $6 ng of Rph2 wt and 440 ng of Rpb2 forkt
456-459. (E) Abortive initiation assays were performed with 100 ng oC Rpb2 svt and SOt) ng of Rph2 forkl 45$-459 in the presence of TBP. TFIIB.
TFIIF, and TFIIE on closed (0/0) or premelted (—91±2) templates in the absence of GTP. The templates are schematized and the 3- to 10-nt abortive
transcripts are indicated. (F) EMSAs were performed with the AUML promoer in the presence of TBP, TFHB, TFIIf, and TFIIE. Two hundrcd
nanograms of Rpb2 wt and 501) ng of Rpb2 fork 1 58-459 were used in the reactions.

form a preinitiation complex with tise general initiation factors active in transcription reactions. Notably, TAP-tagged RNA
on the ÀdML promoter. accurately initiate transcription, and Pli can be recruited to transcriptionally active promoters in
elongate tise transcripts (Fig. 4 and 5). In addition, both tise vivo, an indication that the purified human RNAPII complex is
TFIIB and TFIIF components of the eomplex are functionally biologically active.
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Five different regulatory subunits are stably associated with
sotubie RNAPII in human celis. The soluble form of RNAPII
is expected to be the form of the enzyme that is recruited to
promoters upon activation signais. In support of this hypoth
esis, the CTD of Rpbl in the TAP-tagged RNAPII compiex is
in the hypophosphoiyiated state, the form of the enzyme that

is recruited to promoter DNA. A possible function of Fcpf in
this compiex could be to maintain the CTD in this unphos
phoiyiated state, as previously proposed (47). Our EMSAs
suggested that Fcpl can enter the preinitiation complex with
the RNAPII complex. The entry of Fcpl with RNAPII at the
promoter is supported by the finding hy Buratowski and coi-
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FIG. 7. Purification and functional analysis of TAP-tagged human RNAPII with a mutation in switch 3. (A) Silver-stained SDS gel of wild-type
TAP-tagged RNAPII (Rpb2 wt) and a mutant of human RNAPII carrying a triple alanine substitution in the Rpb2 switch 3 (Rpb2 sw3-1078)
domain. (B) EMSAs were performed with the AdML promoter with TFIIB, TFIIF, and TFIIE in either the presence or the absence of TBP. The
amounts uscd for the wild type and the mutant are indicated. (C) In vitro transcription reactions (runoif) contained different amounts oC Rph2 wt
and Rpb2 sw3-I078 in the presence of IBP, TFIIB, TFIIF. THIE, and TFlII-I.
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FIG. 8. Association of mutant forms of the RNAPII complex with
chromatin in vivo. Thc fold enrichment over the control region of both
the promoter and the transcribed region of the VUE and GNB2LI
genes after the immunoprecipitation of chromatin fragments vas
quanlihed by Q-PCR. Enrichment svas normalized to an intergenic
region of chromosome t7 (sec Materials and Methods). Data points
represent the means of four experiments, including two independcnt
ChIP assays.

leagues that thc CTD phosphatase colocalizes with RNAPII at
active promotcrs in yeast (10). Therefore, the role of Fcpl in
maintaining RNAPII in the hypophosphorylated state may be
required until RNAPII becomes processive and clears the pro-

motet.
Both TFIIB and IfTIF have previously becn shown to reg

ulate the rccruitment of RNAPII to promoter DNA (15, 54,
$0). TfIIB binds to TBP and forms a TBP-TFIIB-promotcr
complex (4, 59). TFIIB binds directly to a DNA motif named
the TFIIB recognition element, a cote clement found in 5cv-
craY RNAPII promoters (51). TFIIF binds to both RNAPtI
and TfIIB and is also involved in RNAPII recruitment to core
promoters (15, 54, $0). In addition, TF11F was shown to reg
ulate the contacts of RNAPII with promoter DNA before
transcription initiation (20, 25, 72). TElIF plays a central role
in promoter bending and wrapping against the mobile clamp of
RNAPII, n process that is essential for transcription initiation
(24). The fonction of TFIIF in promoter wrapping and tran
scriptional initiation requires a homomeric interaction region
of RAP74, called HIR-1, that maintains IFIIF as a a2f32 het
erotetramer (72). Our results showing that two molecoles of
RAP3O are present within the tagged RNAPII complex sup-

port the notion that TFIIf works as a Œ,f32 heterotetramer in
vivo (13, 23).

Notably, both TFIIF and TFIIB cnn also bind to Fcpl in a
competitive manncr and with opposite effects, with TFIIF stim
ulating and TFIIB inhibiting the phosphatase activity (9). fcpl
may flot efficiently dephosphorylate RNAPII at Ser2 of the
CTD in the region downstream of the promoter (10) because
TFIIF appears flot to be present in this complex (50, 68).
Clearly, TFIIB, TfIJF, and fcpl participate in an important
network of regulatory interactions during RNAPII transcrip
tion.

The TAP-tagged RNAPII complex also contains at least onc
polypeptide that can speciflcally bind to acetylated histones in
vitro. One putative candidate is RPAP1. Whether or flot
RPAPI contains a bromodomain remains unclear because the
definitive identification of a bromodomain requires structural
data. An essential yeast polypeptide with regions of homology
with RPAP1 was previously shown to interact with the RpblO
subunit of RNAPII (28, 43) and also affected global gene
expression in the sanie way as RphÏ I in our Tet-promoter
mutant experiments (Fig. 3). Ihese findings support the notion
that the association of RPAP1 with RNAPII is physiologically
relevant, although its exact role remains to be elucidated.

Structure-guided alignments indicated that RPAP1 could
belong to the ARM repeat protein superfamily (12). ARM
repeat proteins contain tandem copies of a degenerate 40-
amino-acid sequence motif that forms a conserved three-di
mensional structure. A single ARM repeat consists of three cx
helices. Such repeats are found in a variety of proteins, includ
ing the mammalian armadillo homologs 13-catenin and impor
tin a (40). 13-catenin is mainly detected in adherens junctions
where it links the membrane-anchored cadherin to actin fila
ment. Cytoplasmic 3-catenin is dcgraded by the ubiquitin-pro
teasome system. However, when Wnt signaling is activated,
cytoplasmic 3-catenin is stabilized. The increased level of
-catenin leads to its nuclear translocation. where it affects
transcriptional activation. Although il was reported to be a
cytoplasmic protein (41), Ydr527wp!RBA5O is found in com
plex with three RNAPII subunits and appears tu affect tran
scription. Similar to 13-catenin, YdrS27wp!RBA5O may have a
dual cellular location and may bc translocated to the nucleus.

Proteins that were previously shown to interact with
RNAPII, such as the mediator and various elongation factors,
were not found to he major components of our TAP-tagged
RNAPII eluate. This is likely because these RNAPTI-interact
ing proteins are associated with RNAPTT in the insoluble frac
tion and. consequcntly, are mainly lost during the purification
procedure. However, these complexes may represent minor
forms of RNAPII complexes in our TAP-tagged eluates.

Structure-function analysis of the human RNAPII active
center. The crystal structure of eukatyotic RNAPII was used to
predict the function of many structural elements found in the
active center. For example, some loops and helices that either
directly contact or closely approach the DNA-RNA duplex in
the active site of the elongating enzyme were suggested to
regulate the formation and maintenance of both the transcrip
tion bubble and the RNA-DNA hybrid. In ordet w begin
assessing the functions of these structural elements, vie ex
pressed TAP-tagged Rpb2 mutants cartying site-directed mu
tations and purifled the mutant forms of RNAPII. Our data
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indicate that the assembly and/or stabihty of the RNAPII com
piex is affected by mutations in the active site. For exampie, the
full deletion of fork ioop lied to defects in the assembly of the
16-subunit RNAPII complex. However, a shorter mutant with
a deletion of oniy two amino acids from Rpb2 vas found to
assemble correctiy in solution in vivo (Fig. 6) and allowed us to
analyze the function of this element during the transcription
reaction. The Rpb2 forkl M5$-459 mutant vas found to enter
a preinitiation complex with the general initiation factors tvith
an efficiency similar to that of the wild-type complex, but it vas
incapable of transcription initiation and elongation in vitro.
When we used a premeited template in which the transcription
bubble was fully open between positions —9 and +2 in our
initiation assay, Rpb2 forkl M58-459 was able to initiate tran
script formation, but flot very efficiently. Ihese flndings mdi
cate that there may be a defect at the level of the interaction
between fork loop 1 and the melted DNA at very early stages
of the transcription reaction. For example, the two-amino
acid-shorter fork loop 1 in the RNAPII mutant may be unable
to contact one of the DNA strands in the transcription bubble,
leading to incorrect positioning of the DNA template in the
active site and impairing the ability of the enzyme to initiate
transcription efficiently. Since this mutant supported transcrip
tion initiation much iess efficiently even when a fully open
template was used, our results do flot support a direct role for
fork loop 1 in promoter melting.

Given the recent ctystal structure of elongating yeast
RNAPH showing an interaction between Lys 471 (Lys 458 in
human RNAPII) and the RNA around positions —5 to —7
($5), an alternative possibihty to explain the defect of Rpb2
fork f t458-459 is that during transcription initiation, the mo
bile fork loop 1 makes crucial contacts with the Orst arriving
ribonucleotides, making it esscntial for phosphodiester bond
formation. According to this speculative view, fork loop 1
would keep contact with the RNA as transcription progresses
and be displaced untii it reaches the position seen in the crystal
structure, where it wouid participate in RNA-DNA strand sep
aration.

The five switches located at the bottom of the cleft of
RNAPII were brst proposed to be involved in couphng the
closure of the mobile clamp to the presence of a DNA-RNA
hybrid (18, 30). This hypothesis was based on the fact that most
of the switches are disordered in the crystal structure of the
10-subunit RNAPII complex in solution (e.g., lacking the
Rpb4-Rpb7 dimer), whereas they are ordered in the elongating
RNAPII structure. The ordering of the switches coincided with
the movement of the clamp, which was in an open state in the
structure of the free enzyme to permit the ently of DNA into

the cleft and in a closed state in the structure of the RNAPII
DNA-RNA ternary complex to ensure the stabihty of the elon
gating complex. Since some switches, including switch 3, di
rectly contact the DNA in the DNA-RNA hybrid region, they
werc proposed to be involved in sensing the presence of nas
cent RNA and coupling it to the closure of the clamp on the
DNA. However, the recent crystal structures of the 12-subunit
RNAPII compiex (2, 7) revealed that the clamp is in a closed
state in the presence of the Rph4-Rpb7 dimer. These results
lcd the authors to propose that the DNA is first loaded onto
the clamp far from the active site in a tvay that is similar to that
of the bacterial RNA polymerase holoenzyme-promoter DNA
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complex (57) and that it reaches the cleft only after DNA
melting bas occurred. In this situation, switch 3 could only
contact DNA after the opening of the promoter and entry of
the DNA into the cleft.

Our results indicate that switch 3 is important for tite as
sembly of RNAPII into a preinitiation complex on promoter
DNA. Mutating amino acids 107$ to 1080 clearly rcduced the
ability of human RNAPII to form a preinitiation complex in
the presence of the general transcription factors both in vitro
and in vivo. In vitro, sixfold larger amounts of Rpb2 sw3-107$
were necessary to form a complex in gel shift experiments. Our
results suggest that switch 3 is necessary for the accurate in
teraction of the clamp with the promoter DNA before opening
of the transcription bubble and that this is the primaty defect
in our switch 3 mutant. Becausc the structure of the complete
polymerase shows that a duplex DNA cannot bind switch 3
before melting. it is likely that the effect of the switch 3 muta
tion is either allosteric or mediated by interactions with a
general initiation factor such as TfIIB or Tf1IF. The impor
tance of the interaction of switch 3 with the template DNA at
positions —2 and —5 after promoter melting might be reflected
by the fact that the transcription reactions carried out in the
presence of sixfold larger amounts of the sw3-107$ mutant did
not yield as many transcripts as did the wild type. This may also
suggest that the preinitiation complexes forrned with the sw3-
107$ mutant are not fully functional, presumably because the
interactions of switch 3 with the DNA template in the DNA
RNA hybrid region are impaired.
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CHAPITRE 5

UNE ANALYSE MUTATIONNELLE DU CENTRE

CATALYTIQUE DE L’ARN POLYMÉRASE II

5.1 Vréambu]e

Dans l’article présenté au chapitre 5, j’ai effectué le clonage, l’établissement des

lignées stables et la purification pour tous les mutants de l’ARN p01 II présentés, ainsi

que le type sauvage Rpbl-TAP, en collaboration avec Dania Baali. J’ai effectué la

purification de l’ARN p01 II de type sauvage Rpb2-TAP. J’ai fait tous les essais présentés

dans l’article (figure 1, 2A, 3, 4, 5, 6). J’ai participé intellectuellement à la conception du

modèle, qui a été réalisé par Vincent Trinh (figure 7). Ce dernier a aussi fait le modèle de

la figure 23 et a participé au clonage du mutant de levure (figure 4). J’ai rédigé l’article

avec Dr Benoit Coulombe.
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5.2 Article

Langelier, M.-F., Baali, D., Trinh, V., Greenblatt, J., Archambault, J. and Coulombe, B.

(2004) A Mutationaï Analysis of the Human RNA Polymerase II Catalytic Center, article

en préparation.



105

Langefler et aÏ.;NAR; Janv.30, 2005

A Mutational Analysis of the Human RNA Polymerase II Catalytic Center

Marie-France Langelier , Dania Baali , Vincent Trinh1, Jack Greenblatt 2 Jacques

Archambault3 and Benoit Coulombe *

Laboratory of Gene Transcription and

: Laboratory ofMolecular Virology

Institut de recherches cliniques de Montréal

110 avenue des Pins Ouest

Montréal (Québec) Canada

H2W 1R7

Tel. : (514) 987-5662

Fax : (514) 987-5663

2: Banting and Best Department ofMedical Research

University of Toronto

Toronto, Ontario, M5G 1L6, Canada

* Corresponding Author

Runriing Title

Mutational analysis ofthe RNA polIT catalytic center



106

SUMMARY

We have affinity purified and characterized human RNA polymerase (RNAP) II

mutants having deletions or substitutions in specific structural elements of the enzyme’s

catalytic center. Mutants of fork loop 1, switch 3, the zipper and the rudder, four loops

predicted to play essential roles during transcript elongation, are impaired in the

formation of an active preinitiation complex on promoter DNA, indicative of a defect

early in the transcription reaction prior to transcription initiation. Analysis of an RNAP II

mutant with the E791A substitution in Rpb2 revealed a role for this residue in binding

metal B (Mg2-B) during both NTP polymerization and cleavage of backtracked

transcripts. In light of recent crystallographic data reported on coordination of the NTP

Mg2 by yeast Rpb2 D837, equivalent to human D792, both in the “addition” (A) and the

“entry” (E) sites, our resuits define an additional NTP-Mg2 interaction site, the “pre

loading” (P) site, doser to the enzyrne’s pore.
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INTRODUCTION

RNA polymerase (RNAP) II, the enzyme that synthesizes mRNA in mammals, is

composed of 12 subunits, termed Rpbl to Rpbl2 (Coulombe et Burton, 1999; Young,

1991). Crystal structures of yeast RNAP II (Cramer et al., 2001; Gnatt et al., 2001;

Westover et aï., 2004a; Bushnell et Kornberg, 2003; Armache et aÏ., 2003) have

confirmed that the 2 largest subunits, Rpbl and Rpb2, form the enzyme’s catalytic center.

These structures also revealed the presence of a clefi at the surface of the enzyme which

hunes this active center. The cÏeft is formed, on one side, by a mobile “clamp” which is

coimected to the protein by a series of 5 “switch” regions. In the elongation complex, the

DNA enters the cleft through a pair of ‘jaws” and the DNA helix is opened before the

active center. The template strand binds to switches 1 and 2 and the “bridge” helix.

Beyond the bridge, the template strand and the nascent RNA forrn a 9-hp duplex. Beneath

the active site and in une with the bridge is found a “pore” or secondary channel; the

space forrned by the clefi at the surface of the protein being the main channel. The

secondary chaimel widens towards the bottom of RNAP II, fomiing an inverted “funnel”.

In the past, both channels have been proposed as pnivileged routes for NT? entry, and

pyrophosphate exit (Cramer et al., 2001; Gnatt et al., 2001; Nedialkov et al., 2003).

A number of loops in Rpb I and Rpb2 are located near the DNA-RNA hybrid

region. These loops were named according to their position and to their presumed role in

transcription. The “rudder” was proposed to be involved in DNA-RNA strand separation

(Westover et al., 2004a), the “zipper” in separating the template and non-template DNA

strands (Gnatt et al., 2001) and the “fork” loop lin maintenance ofthe upstream part of

the bubble (Gnatt et al., 2001) and/or in DNA-RNA strand separation (Westover et al.,

2004a). However, the lack of biochemical data greatly limits our understanding of the

roles ofthese loops in the transcription reaction.

DNA and RNAPs catalyze the nucleophilic attack of the 3’ hydroxyl of a first

nucleotide on the a-phosphate of a second incorning NTP, leading to phosphodiester

bond formation and the release of a pyrophosphate molecule. Based on crystal structures
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of T7 DNA polymerase (Doublie et al., 1998) and B. stearothermophilus DNA

polymerase (Kiefer et al., 1998), a two metal ion mechanism lias been proposed (Steitz,

199$; Landick, 2004). Througli this mechanism, a first Mg2 ion (metal A) lowers the

affinity of the 3’ oxygen for the hydrogen thereby facilitating the 0 attack on the 5’ et

phosphate. The second Mg2 ion (metal B) facilitates the release of the pyrophosphate.

High resolution crystal structures of yeast RNAP II revealed the position of the two Mg2

ions in the catalytic site of the enzyme (Cramer et al., 2001; Gnatt et al., 2001; Westover

et al., 2004b). In the yeast RNAP II structure, metal A is coordinated by three aspartate

residues of Rpbl, D481, D483 and D485, contained within the strictly conserved motif

NADfDGD (Cramer et al., 2001; Gnatt et al., 2001; Westover et al., 2004b). Metal B

was recently localized near residue D481 and D4$3 of Rpbl as well as the highly

conserved residue D837 of Rpb2 (Westover et al., 2004b). Previous studies have

suggested, however, that the strictly conserved residue E$36 is also implicated in

coordination of metal B in the active site (Cramer et al., 2001; Gnatt et al., 2001). A

number of studies have also proposed that metal B would necessitate the presence of the

incoming NTP for its complete coordination required for the polymerization process

(Cramer et al., 2001; Gnatt et al., 2001; Westover et al., 2004b; Nedialkov et al., 2003).

However, biochemical data in support of a role for E836, D837 and NTP as metal B

coordinating residues is currently lacking.

In addition to their polymerization activity, DNA-dependant RNAPs can also

catalyze the 3’ endonucleotydic cleavage of transcripts to stimulate elongation (Conaway

et al., 2000; Shilatifard et al., 2003). first discovered in E. cou (Krummel et Chamberlin,

1989; Surratt et al., 1991), this cleavage activity takes place wlien RNAP has backtracked

at pause and arrest sites (Wind et Reines, 2000; fish et Kane, 2002). Weakly associated

DNA-RNA hybrids can induce backtracking of the enzyme to a more stable register

(Nudler et al., 1997). To resume elongation from this more stable position, RNAP needs

to cleave the 3’ end of the transcript that now extrudes from the catalytic site through the

pore. This intrinsic nuclease activity is stimulated at basic pH, strongly suggesting a

hydrolytic mechanism rather than pyrophosphorolysis (Weilbaecher et al., 2003). The 3’

cleavage activity is also enhanced by specific factors, GreA and GreB in bacteria
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(Borukhov et al., 1992; Borukhov et aI., 1993) and TFIIS in eukaryotes (Wind et Reines,

2000; Fisli et Kane, 2002). TFIIS was first identified as an elongation factor that helps

RNAP II to elongate through arrest sites in vitro (Reinberg et Roeder, 1987; Reines et aï.,

1989). TFIIS greatly stimulates the intrinsic nuclease activity of RNAP II (Izban et Luse,

1992b; Reines, 1992; Wang et Hawley, 1993). The crystal structure of TFIIS in a

complex with RNAP II (Kettenberger et al., 2003) provided insight into the mechanisrn

by which this factor enhances transcript cleavage. Specifically, it revealed that two

conserved acidic residues in TFIIS essential for its activity (Jeon et al., 1994), are located

in the vicinity of the polymerase Mg2-B and couÏd participate in its coordination.

Therefore it was suggested that a two metal ion mechanisrn is involved in the 3’

endonucleotydic activity of RNAP II. A two metal ion mechanism is consistent with the

requirement for divalent cations for the cleavage activity (Reines, 1992). In addition,

recent studies on GreB, the prokaryotic homologue of TFIIS, have also provided

evidence for a two metal ion mechanism for the 3’ transcript cleavage activity ofbacterial

RNAP (Opalka et al., 2003; Sosunova et al., 2003).

In order to investigate the role ofthe loops ofRpbl and Rpb2 strategically located

within the catalytic center, we have created and characterized a series of mutants carrying

deletions or substitutions in these structural elernents. We have affinity purified wild type

and mutant RNAP II from hurnan celis through a Tandem Affinity Peptide (TAP) tag

placed at the C-terminal end of either Rpbl or Rpb2. We found that among the mutants

that were able to correctly assemble into a 1 2-subunit core complex, most were blocked

in the early stages ofthe transcription mcchanism. We have also studied mutant RNAP II

having alanine substitutions in Rpb2 amino acids proposed to coordinate the second Mg2

ion, namely residues E791 and D792, equivalent to yeast E$36 and D837. We found that

the D792A substitution in Rpb2 impairs the assembly ofRNAP II, thereby preventing the

study ofits effect during transcription. In contrast, the E791A substitution does flot affect

assembly of the enzyme but rather makes its polymerization activity more sensitive to

low NTP concentrations and both its polymerization and cleavage activities more

sensitive to low Mg2 concentrations. Accordingly, we found that the equivalent

substitution in yeast Rpb2, E836A, confers sensitivity to low nucleotide concentrations in
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vivo. Our resuits demonstrate for the first time that amino acid E791 (E$36 in yeast)

participates in binding of metal B and is important both for the polymerization and

cleavage reactions. They also support the hypothesis that this second Mg2 ion enters the

catalytic center with the incoming NTP. We propose, for the polymerization reaction, that

Rpb2 E791 interacts with the NTP-Mg2 complex and participates in its loading to the

active site prior to catalysis.

RESULTS AND DISCUSSION

Mutations in loops of the RNAP II active center affect enzyme assembly and

formation of the preinitiation complex

We have prograrnmed human 293 ceils to express, upon induction with the

ecdysone analog ponasterone A, physiological levels of either wild-type or mutated

RNAP II subunits carrying a TAP tag and used TAP purification to isolate variant forms

of RNAP II from celi extracts (Jeronimo et al., 2004). Purified complexes were

visualized by silver-staining of SDS gels. Figure I lists ail the Rpbl and Rpb2 Ïoops and

motifs that were targeted in our analysis. 0f a total of 25 mutants tested, 16 were

defective in supporting the stable assembly of the core 1 2-subunit RNAP II. Strikingly,

mutations affecting Rpb2 appear to affect more often the assembly and/or stability of the

enzyme than mutations in Rpbl. Deletions of two amino-acids and triple alanine

substitutions in some loops of Rpb2 led to the inability of the polyrnerase to assemble

into a stable complex. In contrast, 12-subunit RNAP II was purified from TAP-tagged

Rpbl mutants carrying large deletions of the zipper and the rudder and extensive

substitutions in switch 2. Because the mutations impairing the assembly of stable RNAP

II are not in domains directly involved, based on the crystallographic data, in subunit

subunit interactions (Cramer et al., 2001; Gnatt et al., 2001; Westover et al., 2004a), we

suggest that they affect the folding of the mutated subunit itself, preventing appropriate

association with its partner subunits.
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Four mutants targeting loops of Rpb 1 and Rpb2 were found to assemble correctly

in vivo, but present major defects at earÏy stages of the transcription process in vitro.

Mutants zip A45-55, rud A321-334 and the previously characterized sw3 R1078A

Si 079A Ri 080A are defective in the formation of a preinitiation complex on promoter

DNA in the presence of the general initiation factors (Fig. 2A). Not surprisingly, these 3

mutants, but not the wild type enzyme, were unable to initiate transcription in vitro

((Jeronimo et aÏ., 2004) and data flot shown). They were also unable to support

transcription from a C-tailed template in an assay that bypasses the requirement for the

general initiation factors ((Jeronimo et aÏ., 2004) and data not shown). The fourth mutant,

forki A458-459, was as active as wild type in forming a preinitiation complex on

promoter DNA, but was unable to initiate transcription (Jeronimo et aÏ., 2004).

A possible explanation for the failure of RNAP II mutants in switch 3, the zipper

and the rudder to enter a preinitiation complex with the general initiation factors on

promoter DNA could 5e that these mutant proteins are unable to interact with DNA

properly. This would also account for their defect in transcribing ftom a C-tailed

template. Alternatively, it is possible that the mutants are unable to interact with one of

the general initiation factors involved in the fonriation of the preinitiation complex. This

alternative explanation would imply, however, that the mutants have a second defect in

elongation in order to explain their inability to transcribe in the general initiation factor

independent C-tailed template assay. Recently, the finger domain of TFIIB was shown to

enter, through the RNA exit channel, deep in the polymerase catalytic site near fork loop

2 ((Chen et Hahn, 2004; Bushnell et al., 2004); see Fig. 23). It is therefore possible that

one (or some) of our RNAP II mutants is deficient in its interaction with TFIJB, thereby

preventing the formation of a preinitiation complex.

RNAP II mutant MB E791A is sensitive to low NTP concentrations

The Rpb2 mutants MB E791A, MB D792A, and MB E791A/D792A were

designed to experimentally assess whether these highly conserved residues are involved

in the coordination of Mg2tB in the active center, as predicted by early crystallographic
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data (Cramer et al., 2001; Gnatt et al., 2001). Only MB E791A assembled correctly in the

ce!! extract (fig. 3A) and was able to form a preinitiation complex with the general

initiation factors on promoter DNA in vitro (fig. 3B). Both MB D792A and MB

E791A/D792A !acked some of the small RNAP II subunits. As expected from their

assembly defect, both MB D792A and MB E791A1D792A were also defective in mn-off

transcription reactions (data flot shown). In contrast, the correctly assembled mutant MB

E791A was able to synthesize an acctirately initiated 391-nt run-offtranscript, a!beit less

efficient!y than the wild type enzyme (Fig. 4A).

Previous reports have shown that the substitution equivalent to E791A in E. cou

(Lee et al., 1991) and in the archae M jannaschii (Wemer et Weinzierl, 2002) impaired

the ability of these enzymes to transcribe at !ow NTP concentrations. As shown in Figure

4A, the human mutant MB E791A is also sensitive to Iow NTP concentrations in vitro.

Increasing the concentration of non-radioactive UTP in the assay partia!!y alleviated the

failure of MB E791A to produce mn-off transcripts, but had no effect on the wild type

enzyme. Because the same amount of radioactive UTP (0.08 tM, 0.25 tCi) was used in

ail of the assays, increasing the concentration of unlabeled UTP from 2.5 jiM UTP to 10

1iM resu1ted in ess incorporation of the labeled NTP in the 391-nt transcript synthesized

by the wild type enzyme, as indicated by the !ower intensity of that band. Further

increasing the concentration of non-radioactive UTP above 40 iM led to a decrease in

signal for both the wi!d type and the mutant enzyme.

To confirrn the sensitivity of MB E791A to NTP concentration, we immobilized

the biotiny!ated template on streptavidin coated beads. The template used contained the

AdML promoter which directed the synthesis of a 24-nt transcript in the absence of GTP

as it contains a G residue at position +24 (sec Fig. 4B for a schematic representation).

Wild type RNAP II or MB F79 lA were pre-assemb!ed with the GTF on the immobilized

template. Transcription was allowed to proceed for 30 minutes in the presence of a mix of

NTP (Mix 1). Mix 1 contained 100 iM ATP, CTP and 5 tCi of{a-32P] UTP (0.08 pM)

and allowed the synthesis of transcripts of various iengths (Fig. 4B, lane 1 and 6). Under

these conditions, the wild type enzyme was ab!e to produce predominantÏy the 24-nt
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transcript. In contrast, the majority of the MB E791A enzyme was stalled at around +10,

indicating that the mutant enzyme is impaired in its ability to transcribe at limiting NTP

concentrations. licreasing the concentration of non-radioactive NTP in Mix 2 stimulated

production of the 24-nt transcript by the mutant polymerase (compare lanes 7 to 10 to

lanes 2 to 5). At 0.64 iM ofNTP, the mutant was as active as the wild type enzyme.

Figure 4C shows that the equivalent mutant in S. cerevisiae, Rpb2 E836A, is

sensitive to 6-Azauracil (6-AU) in vivo. Growth of yeast celis in the presence of 6-AU, an

inhibitor of IMP-dehydrogenase, leads to a depletion of the intracellular pool of GTP and

UTP (Exinger et Lacroute, 1992). As a resuit, rnost yeast mutants with a defect in

transcriptional elongation show a growth defect on 6-AU containing medium (Rues et al.,

2004). This was found to be the case for the yeast RNAP II mutant E836A, which

showed severely reduced growth in the presence of 30 ig/m1 6-AU, as compared to WT

ceils (Fig. 4C). We found that the 6-AU sensitivity imposcd by the E836A substitution in

Rpb2 was more pronounced than that associated with the previously reported rpo2]-]8 or

rpo2]-24 mutation in Rpbl (data flot shown), which affect the binding ofTFIIS to RNAP

II (Archarnbault et al., 1992b). These resuits suggest that the yeast E$36A RNAP II is

sensitive to low nucleotide concentrations in vivo, consistent with the in vitro

transcription resuits obtained for the human RNAP II counterpart (E791A). In the

absence of 6-AU (left panel), the yeast strain carrying the E836A mutant rpb2 aflele did

not present any growth defect, suggesting that the E836 side chain is not essential under

these conditions.

MB E791A is more sensitive than wild type RNAP II to MgC12 concentrations both

during NTP polymerization and transcript cleavage

To test the hypothesis that E836/E791 is involved in the coordination of the

second Mg2 ion, we looked at the ability of MB E791A to transcribe at different MgC12

concentrations. Figure SA and 53 show that MB E791A is more sensitive to low MgC12

concentrations than wild type when assayed for the production of the 24-nt transcript
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from immobilized templates. These resuits strongly suggest that Rpb2 amino acid E79 1 is

involved in the binding ofmetal B during NTP polymerization.

Since a two metal ion mechanism was also proposed for the cleavage activity of

RNAPs (Jeon et al., 1994; Opaika et aÏ., 2003; Sosunova et al., 2003), we tested the

abiÏity of the mutant MB E791A to cleave the 3’end of a transcript. In the experiments

shown in figure 5C and 5D, wild type and mutant RNAP II were stalled at G+24 using

our transcription assay on immobilized templates, with a Mix 2 containing 100 M ATP,

CTP and UTP. Complexes were washed and incubated at pH 9.5 in the absence of NTP

for 1 hour. It has been shown that in a stalled complex, RNAP II is able to cleave the 31

end ofa transcript at a basic pH in the absence ofTfIIS (Weilbaecher et aÏ., 2003). At pH

8, intrinsic cleavage is almost inexistent, but increasing the pH to 9.5 stimulates this

RNAP II activity. The cleavage activity of RNAP II can also be greatly stimulated by the

addition of TFII$. Figure 5C shows that MB E791A is able to cleave the 3’ end of a

transcript as efficiently as the wild type. At pH 9.5, the wild type and the mutant cleave

the RNA at two major sites, one at +22 and the other at +1$. The addition of TFIIS

stimulates both the wild type and the mutant to cleave, favoring the first (+22) site.

Previous studies using an E. cou mutant RNAP (E813A/D814A) analogous to our

double mutant MB E791A1D792A (E813A!D814A in E. cou) have suggested that these

two residues are flot involved in binding of metal B in the catalytic site (Sosunov et al.,

2003). Specifically, using a cleavage assay sirnilar to the one used in Figure 5C,

Goldbarb and colleagues have shown that the ability of the mutant enzyme to cleave the

3’ end of a transcript was equivalent to that of the wild type enzyme at all MgCI2

concentrations tested. We therefore determined the effect of decreasing the MgC12

concentration on the cleavage activity of MB E791A at pH 9.5 (fig. 5D). We rneasured

the disappearance of the 24-nt band for the wild type and the mutant at different MgCI2

concentrations (x axis). The y axis represents the ratio ofthe intensity ofthe cleaved band

to the uncleaved band. In contrast to Sosunov et al. (Sosunov et al., 2003) the graph

shows that at low MgC12 concentrations, MB E791A is less active than wild type. At

higher MgC12 concentrations (5 mM), the mutant is as efficient as the wild type.
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Together, these resuits show that Rpb2 amino acid E791 is invoived in binding of Mg2

in the active site of RNAP II for both the polymerization and cleavage reactions. The

discrepancy between our resuits and those of Goldfarb and coileagues rnight corne from

the fact that MgC12 concentrations lower than 5 mM were not tested by Sosunov et al.

(Sosunov et aÏ., 2003). In the model presented in their paper, Sosunov et al. do flot

implicate residue E$ 13 in coordination of metal B for the cleavage reaction. However,

they implicate D814, but only at high pH as a resuit of a sait-bond breakage between

Rpb2 amino acids R1106 and D814. In contrast, our resuits suggest an irnpiication of

E791 (E813) in binding ofMg2 in the active site for the cleavage reaction.

TFIIS stimulates transcription by both wild type and MB E791A RNAP II at

limiting NTP concentrations in vitro

In yeast, the TFIIS gene (FFR2) is not essential for viabiiity (Wiliiams et Kane,

1996; Nakanishi et al., 1992). However, knocking out the gene confers sensitivity to 6-

AU (WiÏliams et Kane, 1996; Nakanishi et al., 1992). In vitro experiments have shown

that reducing the concentration of NTPs causes RNAP II to pause and overali elongate

less efficiently (Izban et Luse, 1992b; Reines, 1992; Reines et aÏ., 1992). Since MB

E791A is sensitive to low nucleotide concentrations, we decided to test the effect of

TFIIS on transcription by this mutant in vitro. Figure 5E shows that at 10 tM UTP,

TFIIS stimulates synthesis of the 391-nt transcript by MB E791A, but has no effect on

transcription by the wild type enzyme. Reducing UTP concentrations from 2.5 to 0.625

tM causes a decrease in the synthesis of the mn-off transcript by the wild type enzyme

and causes the enzyme to arrest at different sites (Fig. 5F). At these limiting

concentrations of NTP, TFIIS now stirnulates transcription by the wiid type RNAP II.

These in vitro resuits confirm that TFIIS helps RNAP II to transcribe at low NTP

concentrations, as suggested by previous in vivo experiments (Wiiliams et Kane, 1996;

Nakanishi et al., 1992). We hypothesize that TFIIS heips RNAP II to resume arrest at iow

NTP concentrations by stimuiating its 3’ transcript cieavage activity, possibly by

stabilizing the binding of metai B in the active site.
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Metal B mutants are defectïve for transcription b, vivo

In order to determine the transcriptional defects of the three human metal B

mutants in vivo, ChIP experiments were performed using IgG beads to precipitate the

different TAP-tagged RNAP II bound to chromatin (Fig. 6). Quantitative PCR was used

to determine the enrichment of wild type and mutant RNAP II on the promoter and

coding region of 3 actively transcribed genes relative to an untranscribed region. The 3

transcribed genes used in these studies were: the ferritin light polypeptide gene (fTL),

the guanine nucleotide binding protein beta polypeptide 2-like I gene (GNB2LJ) and the

enolase 1 (alpha) gene (ENOJ).

As we previously described (Jeronimo et al., 2004), wild type TAP-tagged RNAP

II was found at the promoter and in the transcribed region of the 3 genes tested, in

substantiaÏly greater amounts than in the negative control (rnock-transfected ccli une).

Consistent with the observation that MB E79 1 A is able to form a pre-initiation complex

in vitro, this mutant was present at the promoter of fTL, GNB2L] and ENO] genes in

vivo. Our resuits indicate that MB E791A is also Iocated in the coding region of all 3

genes, albeit at a lower level than wild type. For the FTL and GNB2LJ genes, the MB

E791A mutation had a greater effect on the density ofRNAP II in the coding region than

at the promoter. For the ENO] gene, the mutant is similarly affected in both regions.

Taken together, our ChIP resuits indicate that the E791A mutation has a more profound

impact on transcript elongation than promoter recruitment in vivo.

We propose that a similar situation takes place in yeast cells. In the yeast strain

carrying the E836A mutation, the RNAP II mutant is probably altered in its elongation

efficiency on some genes, but to an extent that does flot affect growth under normal

conditions. The addition of the drug 6-AU has a dramatic effect on growth of the mutant

since it further reduces the altered enzyme’s capacity to elongate by lowering the

concentration ofnucleotides in the ccli (see Fig. 4C). The finding that mutant MB E791A

is less efficiently recruited to promoters and Ïess present in the transcribed regions in vivo

cannot be explained solely by the in vitro defects presented in this article. We speculate
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that, in vivo, other factors that regulate transcription interact with the mutated polymerase

and affect its ability to associate with promoters and to transcribe.

Molecular modeling of the active center of RNAP II

Recently, Kornberg and colleagues (Westover et aL, 2004b) have published the

crystal structure of yeast RNAP II bound to a DNA-RNA duplex and a nucleotide

positioned at the i+l site, ready for bond fonriation. In this structure, Mg2-B was found

to be located in proximity to Rpbl residues D481 and D483 and Rpb2 D837. On this
2+basis, the authors proposed that these ammo acids are imphcated in Mg -B coordination

at the active site. At this step ofthe polymerization process, Rpb2 E836 is located too far

from Mg2tB to interact with it. The resolution of a RNAP II structure with a mismatched

nucleotide revealed the existence of a second binding site for the incoming NTP, called

the “entry” or E site. It was suggested that the NTP-Mg2 complex enters the active site

through the pore and binds to the E site in an inverted orientation, followed by a rotation

and subsequent binding to the so-called “addition” or A site.

To account for our resuits showing that the mutant E791A is sensitive to NTP and

MgCI2 concentrations during the polymerization reaction, we propose that Rpb2

E$36/791 is irnplicated in loading the NTP-Mg2 into the E site (Fig.7A). If so, the

sensitivity to NTP concentrations in the polymerization assay would be explained by the

fact that, at low NTP concentrations, the number of NTP-Mg2 that enters the pore is

reduced, affecting the ability of the mutant to load it into the active site. The interaction

of E$36/791 and the metal B is predicted to be transient, as the crystallographic data has

shown that when the E site is occupied by a NTP, metal B is located too far from E836 to
be coordinated by it. In support ofour hypothesis, amino acid E836 is the rnost accessible

acidic residue in the vicinity of the active site encountered by the incoming NTP-Mg2,

when it enters from the pore. We have called this new position the “pre-loading” (P) site

(panel 1). In this state, metal B is located at a distance suitable for binding by Rpb2 E836

and D837 and the 3 and y phosphates of the NTP. The NTP-Mg2 is next loaded in the E

site at a position where metal B can interact with Rpb2 D837, Rpbl D48 and D4$3 and
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the NTP 13 and y phosphates, as described (Westover et al., 2004b) (panel 2). The

nucleotide is next flipped and positioned at the A site for catalysis (panel 3).

In a recent series of papers, Burton and colleagues have proposed that the

incoming NTPs access the active center through the main chaimel (Nedialkov et al.,

2003; Zhang et al., 2003; Zhang et Burton, 2004). Furthermore, these authors have

proposed an NTP-driven transiocation mode! in which the incoming NTP pairs with the

DNA base at the H-2 site. According to this model, this pairing is necessary to induce

transiocation of the NTP at i+l site (A site) for catalysis and allows substrate selection

prior to arrivai into the catalytic site. Our data is also consistent with the idea that the

NTPs access the catalytic center through the main channel. This would impiy, as depicted

in Figure 7B, that translocation of the NTP-Mg2 from the i+2 site (panel 1) to the A site

(panel 3) transit through an interaction with the E836 (panel 2). The interaction of E836

with NTP-Mg2 would play a crucial role in loading the NTP or retaining it in the active

site for catalysis. If this model is correct, the position of the E site would be more

consistent with it being a site for expulsion and subsequent exit of a misrnatched

nucleotide.

The mutant MB E79 lA is also sensitive to MgCi2 concentration in the cleavage

reaction, suggesting that E791 is implicated in binding ofmetal B for this activity ofthe

polymerase. The locations of E836 and the second Mg2 ion revealed by the crystal

structures of elongating RNAPII published by Kornberg and colieagues is not consistent

with a coordination ofmetal B by E836 (Westover et al., 2004b). Therefore, we propose

that a reconfiguration of the active site is necessary for the cieavage activity of the

backtracked RNAP II and places E836 and meta B at a distance suitable for interaction.
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EXPERIMENTAL PROCEDURES

Proteïn factors

Recombinant yeast TBP (Ingles et al., 1991), human TFIIB (Ha et al., 1991),

RAP74 and RAP3O (finkelstein et al., 1992), TF11E56/Œ and Tf11E34/Ç3 (Ohkurna et al.,

1991; Sumimoto et al., 1991; Peterson et al., 1991), TFIIB (Gerard et al., 1991; Douziech

et al., 2000), caif thymus RNAP II (Hodo, III et Blatti, 1977) and GST-TfIIS (Robert et

al., 2002) were purified as previously described.

Tandem affïnity purïfication of wild type and mutant RNAP II

TAP-tagged wild type and mutant RNAP II subunits were expressed in human

EcR-293 celis and purified as previously described (Rigaut et al., 1999; Jeronimo et aï.,

2004).

Gel mobility shift assay

Gel mobility shiif assays were performed as previously described (Langelier et

al., 2001) with the following modifications. Complexes were assembled using highly

purified TBP (40 ng), TFIIB (120 ng), RAP3O (200 ng), RAP74 (400 ng), TF11E34

(80 ng), Tf11E56 (110 ng) and wild type or mutant RNAP 11(450 ng).

Run-off transcription assay

Transcription reactions were performed as described previously (Robert et al.,

2002). TBP (30 ng), TfIIB (30 ng), RAP3O (30 ng), RAP74 (65 ng), TFIIE34 (40 ng),

TFIIE56 (60 ng), TFIIH (4 ng) and wild type or mutant RNAP 11(165 ng) were incubated

with 500 ng of linearized DNA template containing the adenovints major late (AdML)

promoter from nucleotides -50 to +10 fused to a G-less cassette. Reactions were
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performed at various concentrations of NTP specified in the figure legends. Under these

conditions a 391-nt run-offtranscript is produced.

Transcription assay on immobilized template

A biotinylated template containing the AdML promoter from nucleotides -50 to

+10 fused to a G-less cassette and modified to contain a G at position +24 was

immobilized on Dynabeads (Dynal, Oslo, Norway) according to the manufacturers’

recommendations. The biotinyÏated template (225 ng) was pre-incubated with TBP (15

ng), TFIIB (15 ng), RAP3O (15 ng), RAP74 (30 ng), TFIIE34 (20 ng), TF11E56 (30 ng),

If11H (2 ng) and RNAP 11(83 ng) for 30 minutes at 30°C in transcription buffer (12 mM

Hepes pH 7.9, 50 mM KC1, 0.1 mM EDTA, 0.1 mM EGTA, 10 % glycerol, 1 mM DIT).

Mix 1 was added (100 tM ATP, 100 tiM CTP and 5 jiCi of [Œ-32P1 UTP (0.08 iM), 3

mM EGTA, 12.5 mM MgCl2, 1 U/1d RNase inhibitor) and transcription was allowed to

proceed for 30 minutes at 3 0°C. Beads were then washed sequentially with 10 volumes of

2X transcription buffer containing 0.3% sarkosyl and lmg/rnl BSA, 5 volumes of 2X

transcription buffer containing lmg!ml BSA and 5 volumes of iX transcription buffer

containing lmg/ml BSA. Beads were resuspended in iX transcription buffer and

incubated for 30 minutes at 30°C with Mix 2 (variable concentrations of ATP, CTP and

UTP, 3 mM EGTA, 12.5 mlvi MgCI2, 1 U/j.ll RNase inhibitor; see figure Ïegends).

Transcription was stopped by adding 200 pi of stop solution (0.1 M sodium acetate, 0.5%

SDS, 2 mM EDTA, 100 j.ig/ml tRNA). After phenol/chloroform extraction and ethanol

precipitation, transcripts were analyzed on an 18% polyacrylamide, 9% urea denaturating

gel.

Yeast strains and manipulations

The S. cerevisiae strain yBC-1, which conditionally expresses Rpb2 under the

control ofthe Gail promoter was constmcted in two steps. First, strain W303-1A (MA Ta

can]-]OO his3-1],]5 teu2-3,112 tipi-] ura3-i ade2-]) was transformed with the plasmid
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pGAL-RFB2 (URA3). Second, the chromosomal RP022 allele ofthis merodiploid strain

was disrupted with LEU2. The resulting strain, yBC-1, is dependent on galactose for

growth. b test the phenotype associated with the rpo22 E836A mutation, yBC-f was

transformed with a vector (TRF], CEA’ ARS) containing either the mutant RPB2 E836A

allele, or the wild-type RF022 allele as a control, and the transformants were streaked

onto solid, synthetic glucose-medium lacking or containing 6-AU (30 ig/ml) and grown

at 30°C for 5 days. Yeast transformations were performed as previously described (Ito et

al., 1983). Details on the construction ofthese plasmids will be provided upon request.

Cleavage assay

RNAP II complexes stalled at nucleotide +24 were formed as described above

with Mix 2 containing 100 iM of non-radioactive ATP, CTP and UTP, 3 mM EGTA,

12.5 mM MgCI2, 1 U/tl RNase inhibitor. Beads were washed 3 times with 5 volumes of

iX transcription buffer containing 1 mg/ml BSA. Beads were resuspended either in 20 jil

ofcleavage buffer pH 9.5 (70 mM CAPS-KOH pH 9.5, 100 mM KC1, 5mM MgCI2, 5%

glycerol, 1 mM DTT) and incubated for one hour at 30°, or in 20 il of TFIIS containing

buffer pH 8 (70 mM Tris pH 8, 100 mM KC1, 5mM MgC12, 5% glycerol, 1 mM DTT,

0.42 nglj.d TFIIS) and incubated for 5 minutes at 30°C. In the experiments shown in

Figure 5D, various concentrations of MgC12 were used in the cleavage buffer pH 9.5 as

indicated. Cleavage reactions were stopped by the addition of 200 tl of stop solution and

transcripts were processed as described above.

Chromatin Immunoprecipitation

Chromatin immunoprecipitation (ChIP) assays were performed as previously

described (Nissen et Yamamoto, 2000; Takahashi et al., 2000) with the modifications

implemented by Jeronimo et al. (Jeronimo et al., 2004). Cdl unes expressing the

following RNAP II mutants were analyzed: wt RNAP II, MB E791A!D792A, MB

E791A and MB D792A. A mock-transfected celI line was used as a negative control.

Quantitative PCR (Q-PCR) experirnents were performed as previously described (Bryant
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et Ptashne, 2003). Primer pairs were designed for both the promoter and transcribed

regions of GNB2L] (-200 to ±55 and ±998 to +1165 respectively), fTL (-157 to +33 and

+955 to +1176 respectively) and ENOJ (-90 to +91 and +1 143 to +1292 respectively)

genes. The position of the promoter and transcribcd regions was selected based on the

major transcription start site listed in the DataBase of Transcription Start Site (DBTSS,

April 2003 version, http://dbtss.hgc.jp/samphome.htmÏ) and the Mammalian Gene

Collection (MGC, March 2003 version, http ://mgc.nci.nih. gov/). Oligonucleotide

sequences will be made available upon request. Relative immunoprecipitation efficiency

was calculated by dividing the amount of DNA fragments spanning the prornoter or

coding region of the specified genes by the amount of DNA fragments from a conserved

gene-less region located in the 13q21 .33 baud (Nobrega et al., 2003) in the

immunoprecipitated sample. Data points originate from two independent sets of duplicate

Q-PCR reactions using chromatin obtained from three independent

immunoprecipitations, giving a total oftwelve data points for each immunoprecipitation.

Molecular Modeling

Modeling was performed using the crystallographic structure of elongating yeast

RNAP II (Westover et al., 2004b; Gnatt et aÏ., 2001) and the program Swiss PDP viewer.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. Surnmary of the different RNAP II mutants analyzed. The structural domains

in Rpbl and Rpb2 that were targeted by mutagenesis are indicated as well as a

description of the different mutations. In total, 25 different RNAP II mutants have been

generated, affinity purified and assayed for the assembly of the 1 2-subunit core enzyme,

preinitiation complex (PIC) formation, abortive initiation, elongation on a C-tailed

template and promoter-dependent run-off transcription. ND: Not Determined. NA: Not

Applicable.

Figure 2. RNAP II mutants of the zipper and the rudder are defective in preinitiation

complex formation. (A) The zip A45-55 and nid A 321-334 are defective in forming a

preinitiation complex on promoter DNA in the presence of the general initiation factors.

EM$As were perfonned using either wild type RNAP II or zip A45-55 and nid A 321-

334 in the presence of TBP, TFIIB, TFIIF and TFIIE on the AdML promoter. A control

reaction assembled in the absence of TBP is included in each case. The position of the

TBP-IIB-IIF-IIE-RNAP Il-promoter complex is indicated. (B) Top panel. Crystal

structure of yeast RNAPII in complex with the DNA-RNA hybrid (Westover et al.,

2004a). The TFIIB structure (residues 17 to 119 from pdb YR5U) (Bushnell et al., 2004)

was modeled in the RNAPII structure 1$FO (Westover et al., 2004a). Middle panel.

Specific elements of Rpb2 are shown in red. Subunits Rpbl and Rpb3 to Rpbl2 were

omitted. Bottom panel. Specific elements of Rpbl are shown in red. Subunits Rpb2 to

Rpbl2 were omitted. The view bas been rotated 90° for clarity.

Figure 3. Purification of wild type and metal B mutant RNAP II and characterization of

their ability to form a pre-initiation complex. (A) The TAP purification procedure was

used to isolate wild type (wt) and mutant (MB E791A,D792A; MB E791A; MB D792A)

RNAP II. The purified RNAP II were visualized on a SDS gel stained with silver. The

position of molecular weight makers and RNAP II subunits are indicated. (B) An EMSA

was performed using either wild type RNAP II or MB E791A in the presence of TBP,

TFIIB, TFIIf and TFIIE. A control rcaction assernbled in the absence of TBP is included
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in each case. The position of the TBP-IIB-IIF-IIE-RNAP Il-promoter complex is

indicated.

figure 4. Mutant MB E791A is sensitive to NTP concentrations during polymerization.

(A) In vitro transcription reactions were reconstituted with either wild type RNAP II or

MB E791A in the presence of TBP, TFIIB, TFIIF, Tf11E and TFIIH. The linearized

AdML template directs the synthesis of a 391-nt transcript. The reaction contained 750

tM ATP and CTP, 2.5 tCi of [Œ-32P] UTP (0.04 iM) and increasing amounts of non-

radioactive UTP, as indicated in the figure. (B) In vitro transcription reactions on

immobilized template. A scheme of the transcription procedure is presented.

Transcriptional complexes were assernbled with wild type RNAP II or MB E791 mutant

in the presence of TBP, TFIIB, TFIIF, TFIIE and TFIIH on the immobilized template.

The AdML template directs the synthesis of a 24-nt transcript in the absence of GTP. (C)

The S. cerevisiae strain yBC-1 (RPB2::LEU2, pGAL-RPB2) carrying either the wild

type or mutant E836A RP022 allele on a plasmid (TRF], CEÀ’ ARS) were streaked onto

solid, synthetic glucose-medium lacking or containing 6-AU (30 ig/ml) and grown at

30°C for 5 days.

Figure 5. Mutant MB E791A is sensitive to MgC12 concentrations during both NTP

polymerization and transcript cleavage. TFIIS stimulates transcription of both wild type

RNAP II and mutant MB E791A at low NTP concentrations. (A) In vitro transcription

reactions on immobilized template at different MgC12 concentrations in Mix 1. Reactions

were stopped 30 minutes after addition ofMixl. (3) The intensity of the 24 nt-transcript

hand obtained at each MgCI2 concentration was quantified using a phosphorimager and

normalized to the intensity of the hand obtained at 9.33 mM MgC12. These relative values

are reported on the y axis of the graph and are the mean of three independent

experiments. (C) Cleavage reactions were performed as described in Figure 43 except

that Mix 2 contained 100 !IM ATP, 100 tM CTP and 100 tM UTP. After 30 minutes

incubation with Mix 2, complexes were washed and incubated for one hour at pH 9.5 or

for 5 minutes at pH $ in the presence of 8.2 ng of TFIIS. (D) The intensity of the 24 nt

transcript hand was quantified using a phosphorimager from cleavage reactions
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performed for one hour at pH 9.5 in a buffer containing the indicated concentrations of

MgC12. The intensity of each hand was divided by the intensity of the uncleaved band

(reaction stopped after 30 minutes of incubation with Mix 2) and reported on the y axis of

the graph. The ratios caÏculated are the mean of three independent experirnents. (E) hi

vitro transcription reactions were reconstituted using wild type or mutant RNAP II in the

presence of T3P, TFIIB, TFIIF, TFIIE, TFIIH and various amounts of TFIIS where

indicated. The reaction contained 750 tM ATP and CTP, 10 rM UTP and 2.5 !iCi of [a

32P] UTP (0.04 j.iM). (f) Reactions were performed as in (E) for the wild type RNAP II

with the exception that reactions contained various amounts of non-radioactive UTP and

4.1 ng ofTFIIS, where indicated.

Figure 6. Association of wild type and mutated RNAP II with chromatin in vivo. Fold

enrichment over the control region of both the prornoter and the transcribed region of

FTL, GNB2L] and ENO] genes following immunoprecipitation of chrornatin fragments

was determined using Q-PCR. Enrichment was normalized to a consewed gene-less

region located in the 1 3q2 1.33 hand (see Materials and Methods). Data points originate

from two independent sets of duplicate Q-PCR reactions using chromatin obtained from

three independent immunoprecipitations, giving a total of twelve data points for each

immunoprecipitation. The negative control is a mock transfected celi une.

Figure 7. Proposed models for the NTP polymerization reaction. (A) The NTP-Mg(B)

accessing the active center from the pore first binds to a “Pre-entry” (P) site where it cari

contact Rpb2 residue E836/E791. from the P site, the NTP-Mg(B) moves to the E site

before rotating to access the A site where it is paired to the template DNA. (B) The

incoming NTP-Mg(B) can altematively enter the catalytic center through the enzyme’s

main channel and associate with E836/E791 in the P site. The subsequent steps are as in

(A). The exact location of the P site is speculative. See text for details. Incoming NTP:

pink, Rpbl D481, D483, D485, bridge helix: green, Rpb2 f836: yellow, Rpb2 D837:

orange, RNA: magenta, DNA: blue, Metal A and B: red.
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Structural Mutant 12-subunit PIC Abortive Elongation Promoter
element assembly formation initïation on dependent

C-tailed transcription
template

LiU IlU A265-271 - NA NA NA NA
• Rudder wdA32l-334 + - - - ND

Switchl swS1431AF1432AE1433A ÷ ND ND ND ND
Switch 2 sw2 K346A E347A G348A + ND ND ND ND

R349AV350A R351A
Zipper zip z45-55 + - - - -

Flap Loop flap A876-887 + + ND ND ND
fiap A880-881 ÷ + ND ND ND

ForkL Loop 1 fork 1 M53-465 - NA NA NA NA
fork 1 M55-464 - NA NA NA NA
fork 1 M58-459 + + - - -

fork 1 W453A G454A D455A - NA NA NA NA
fork 1 R463A G465A - NA NA NA NA

Fork Loop 2 fork 2 M87-499 - NA NA NA NA
fork 2 493-494 - NA NA NA NA

.& fork 2 G490A R491A D492A - NA NA NA NA
fork 2 K497A P498A R499A - NA NA NA NA

Metal B MB E791A D792A - - NA NA -

MBE791A + + + + +1-
MBD792A

- - NA NA -

Switch 3 sw3 Al 064-1 085 - NA NA NA NA
sw3R1O78AS1O79AR1O8QA + - - - -

5W 3 L1084A R1085A F1086A - NA NA NA NA
Switch4 sw4 A1109-1114 - NA NA NA NA

sw4Allll-1112 - NA NA NA NA
sw4S1111AD11J2AP1113A - NA NA NA NA

Figure I

n
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CHAPITRE 6

DISCUSSION

Une discussion des résultats ayant déjà été présentée dans chacun des articles de
cette thèse, le chapitre suivant tentera d’aller au-delà de celles-ci. Ainsi, dans cette
section, une localisation est proposée pour TFIIA dans le nouveau modèle du complexe
prétranscriptionnel présenté par Forget et col. (Forget et aÏ., 2004). Cette localisation
permet de proposer des hypothèses pour expliquer comment TFIIA arrive à stimuler
l’initiation via TFIIF et TFIIE. Le rôle de ces derniers dans l’étape d’initiation est aussi
discuté. Dans un deuxième temps, le choix de la stratégie expérimentale utilisée pour
l’analyse structure-fonction de l’ARN pol II est justifié. Ensuite, une réflexion sur
pourquoi les études biochimiques fonctionnelles sont essentielles et complémentaires à la
résolution de structures cristallographiques pour la compréhension du mécanisme
catalytique de la transcription est présentée. Des raisons pouvant expliquer les défauts
d’assemblage de plusieurs mutants analysés sont proposées. finalement, une série
d’observations, qui ont été faites suite à la cartographie sur la structure de l’enzyme de
tous les mutants d’ARN polymérase à sous-unités multiples étudiés à ce jour, est
présentée.

6.1 Localisation de TFIIA dans le complexe prétranscriptionnel et rôles
de TfIIF et TFIIE dans l’initiation

L’utilisation de la technique de photo-pontage protéine-ADN a permis au
laboratoire du Dr Benoit Coulombe, au cours des dernières années, d’étudier le complexe
d’initiation de la transcription de l’ARN polli. Cette technique a permis non seulement le
positionnement des fGT et de la poi II dans le complexe, mais aussi de proposer le
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modèle d’enroulement du promoteur autour de l’ARN p01 II (Robert et al., 1996; Robert
et al., 1998; Forget et al., 1997; Douziech et al., 2000; Coulombe, 1999).

Selon ce modèle, les régions -40 et +26 du promoteur se retrouvent juxtaposées
lorsqu’un complexe d’initiation comprenant TBP, TFIIB, TFIIF, TFIIE et l’ARN pol II
s’assemble sur l’ADN. Le facteur TflIA a été localisé dans la région de la boîte TATA et
en amont de celle-ci dans des études précédentes de photo-pontage sur un complexe
TBP-TFIIA-ADN (Coulombe et al., 1994; Lagrange et al., 1996). Dans l’article présenté
au chapitre 2 (Langelier et aÏ., 2001), nous avons déterminé la localisation de TFIIA dans
un complexe d’initiation TBP-TFIIA-TFIIB-TFIIf-TFIIE-ARN p01 II aux positions -40
et +26 du promoteur. Alors que le photo-pontage à -40 est dépendant de la présence de
TBP, celui à +26 est dépendant à la fois de TBP et de RAP3O, indiquant que ce dernier
est permis uniquement lorsque le promoteur est enroulé autour de la polymérase. TFIIF,
TFIIE et l’ARN pol II étant aussi localisés à ces mêmes positions dans le complexe
d’initiation, nous avons étudié la possibilité d’une interaction entre TFIIA et ces
différents facteurs. Par chromatographie d’affinité, nous avons pu déterminer que TFIIA
interagissait avec RAP74, TFIIEa (TF11E34) et TFIIEfI (TF11E56). Nous avons aussi
déterminé deux domaines de RAP74 impliqués dans l’interaction avec TFIIA et avons
montré que ce dernier stimulait l’initiation via son association avec RAP74 et TFIIE.

La principale critique concernant la technique de photo-pontage protéine-ADN
classique est qu’elle est faite sur des complexes d’initiation non purifiés, qui pourraient
donc inclure un certain nombre de sous-complexes non-fonctionnels. La présence de
ceux-ci peut nuire à l’interprétation des résultats de photo-pontage. Afin de contrecarrer à
ce problème et d’augmenter la résolution de la méthode, le laboratoire a développé une
nouvelle technique, décrite dans l’article présenté au chapitre 3, où le photo-pontage est
réalisé sur des complexes d’initiation préalablement purifiés en gel natif (Forget et aï.,
2004). Quelques différences ont été observées par rapport aux résultats obtenus avec
l’ancienne méthode pour certains composants du complexe. Notamment, des photo-
pontages ont été obtenus pour la sous-unité Rpb5 et quelques contacts de RAP74 ont été
perdus dans la région -15 à -5. À la lumière de la structure cristallographique à haute
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résolution de l’ARN pol II en élongation (Gnatt et aÏ., 2001), un nouveau modèle du

complexe d’initiation a pu être proposé. Dans ce modèle, l’ADN en aval est localisé sur

la pince. Entre les positions +10 et +20, il fait des contacts avec les domaines upper et

lowerjaws. La position +1 se retrouve près du site catalytique de l’enzyme, mais le brin

d’ADN matrice n’y accèderait que suite à l’ouverture du promoteur, tel que proposé par

la cristallographie à 12 sous-unités de la poi II (Armache et aÏ., 2003; Bushnell et

Kornberg, 2003). L’ADN en amont s’enroule ensuite autour de la pince en prenant une
courbure dans la région de la boîte TATA, en accord avec la cristallographie de TBP sur

l’ADN (Kim et aÏ., 19935; Kim et al., 1993a). Les deux sous-unités de TFIIF et TFIIE

ont été positionnées dans ce modèle.

Il est possible d’intégrer les résultats présentés dans l’article Langelier et col. en

2001, au modèle présenté par Forget et col. en 2004. En effet, en plaçant la sous-unité

a/f3 de TFIIA sur la pince dans le modèle (voir figure 1), on peut expliquer les contacts

de celui-ci avec les positions -40 et +26. De plus, à cette position, a/13 peut interagir avec

RAP74, TFIIE3 et TBP, tel que montré par les chromatographies d’affinité. Le

positionnement de y, indiqué à la figure 1, permet d’expliquer le photo-pontage à -40 et

l’interaction avec TFIIEŒ. La sous-unité y se retrouve cependant un peu loin de la

position +26. Le photo-pontage de y à cette position est d’ailleurs beaucoup plus faible

que celui de a/j3 à cette même position.
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Figure 1: Localisation de TFIIA dans le complexe de préinitiation de ]‘ARN polymérase II.
Les sous-unités de TfIIA u/13 et y ont été placées dans le modèle du complexe de préinitiation
présenté au chapitre III (figure 6). Figure modifiée de Forget et al., 2004.

La localisation de TFIIA dans le modèle présenté à la figure 1 nous permet de

proposer des rôles pour celui-ci dans l’initiation de la transcription. On peut penser que

TFIIA, en liant TFIIF et TfIIE dans le complexe d’initiation, stabilise l’interaction de ces

derniers avec le complexe et favorise leur positionnement correct. En conséquence,

TFIIA pourrait avoir un effet stimulateur sur l’initiation de la transcription basale via

RAP74 et TFIIEf3, tel que montré par Langelier et col., 2001. Différents rôles ont été

proposés pour TFIIF et Tf11E dans l’initiation, qui ont été décrits précédemment dans cet

ouvrage. Entre autres, TFIIF, et particulièrement la sous-unité RAP74, est nécessaire à

l’enroulement du promoteur. Un enroulement gauche autour de la pince de l’ARN p01 II

peut induire une relaxation dans l’ADN et produire une portion simple-brin dans l’hélice,
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recomiue par les hélicases de Tf11H qui ouvrent la bulle de transcription. De cette façon,

une stabilisation de l’association de TFIIF au complexe par TFIIA pourrait stimuler

l’initiation en favorisant la formation de la bulle transcriptionnelle.

L’article de Forget et col., 2004 montre que TFIIEŒ joue lui aussi un rôle

important dans l’ouverture du promoteur. Les études de photo-pontage ont montré que

TFIIEŒ fait contact avec l’ADN dans la région +5 à ±25, mais aussi au niveau de la

région -10, qui correspond à la partie amont de la bulle transcriptionnelle. De plus, dans

des essais d’initiation, TFIIEŒ stimule l’initiation sur une matrice préouverte entre -11 et

-1. La stimulation est particulièrement grande lorsque la préouverture est localisée dans la

partie amont de la bulle. Nous proposons donc que TFIIE, grâce à un contact avec l’ADN

près de la position -10, stabilise le promoteur ouvert et stimule l’initiation. On peut

envisager qu’une préouverture artificielle comme celle utilisée dans l’article, mime un

intermédiaire de la réaction de formation de la bulle par TFIIH. L’intermédiaire simple-

brin serait lié par TFIIE pour stabiliser l’ouverture. Alternativement, la préouverture

artificielle pourrait créer, conjointement avec la relaxation de l’ADN induite par

l’enroulement du promoteur, une vaste portion d’ADN simple-brin, stabilisée par

TfIIEŒ. Des études ont d’ailleurs démontré que TFIIE était impliqué dans l’ouverture du

promoteur d’une manière indépendante de IF11H (Timmers, 1994; Holstege et al., 1995).

À la lumière de ceci, TFIIA en contactant TFIIE pourrait le stabiliser dans le complexe

d’initiation. Comme TFIIE favorise l’ouverture du promoteur, IFIIA peut donc ainsi

stimuler l’initiation de la transcription.

6.2 Étude structure-fonction de l’ARN polymérase II: justification de la

stratégie expérimentale choisie

Les articles présentés aux chapitres 4 (Jeronimo et al., 2004) et 5 (Langelier et al.,

2005) présentent l’étude de mutants de l’ARN pol II humaine. Cette étude a été basée sur

les différentes structures cristallographiques de l’ARN p01 II à haute résolution. Ces

structures ont permis de proposer une série d’hypothèses sur les détails du mécanisme
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catalytique de l’enzyme, ainsi que sur les rôles de certaines boucles, hélices et motifs

dans le processus transcriptionnel. Afin de tester ces hypothèses, nous avons entrepris

une vaste étude structure-fonction de l’ARN pol II humaine, en procédant à la

mutagénèse de plusieurs domaines de Rpb 1 et Rpb2 et à la caractérisation biochimique

des mutants obtenus.

Pour ce faire, nous avons choisi d’utiliser une méthode qui permet d’induire

l’expression, à des niveaux physiologiques, de la sous-unité Rpbl ou Rpb2 sauvage ou

mutante dans des cellules humaines. La sous-unité porte à son extrémité C-terminal une

étiquette TAP (Tandem affinity purfication), qui permet la purification à l’aide de la

méthode portant le même nom (Rigaut et al., 1999). Différentes considérations justifient

le choix de cette stratégie. Premièrement, la technique choisie devait conduire à la

purification de complexes fonctionnels. Avec la méthode TAP, qui est entièrement

réalisée à faible concentration ionique, nous avons pu obtenir de tels complexes, pouvant

ensuite être testés dans différents essais biochimiques. Deuxièmement, la stratégie

utilisée devait minimiser la perte des partenaires d’interactions. Cette dernière

considération était importante, puisqu’une étude protéomique était aussi en cours sur

l’ARN pol II (travail réalisé par Célia Jeronimo). Le choix d’un système d’expression

inductible et facilement contrôlable a aussi été fait dans ce sens, afin de réduire la

présence d’interactions non-physiologiques. Finalement, comme les complexes purifiés

étaient destinés à être testés dans des essais fonctionnels nécessitant une grande quantité

de protéine, l’efficacité de purification était aussi importante. La méthode TAP a été

comparée à plusieurs autres méthodes utilisant des étiquettes (FLAG, Strep, His, CBD) et

a donné la meilleure efficacité pour la purification de protéines présentes à faible

concentration dans un extrait (Puig et al., 2001).

6.3 Structure et mécanisme catalytique de l’ARN polymérase II: au-

delà de la cristallographie

Suite à la caractérisation biochimique des mutants de l’ARN ûl II obtenus nous

avons pu proposer des rôles pour les différents éléments structuraux étudiés. Il est
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intéressant de comparer les conclusions obtenues aux fonctions qui avaient été attribuées

initialement à partir des cristallographies (tableau I). Alors que des rôles dans le maintien

de la bulle de transcription et la séparation de l’hybride ADN-ARN avaient été suggérés

pour plusieurs domaines, la plupart des mutants étudiés sont bloqués avant l’initiation.

Plusieurs d’entre eux sont mêmes incapables de former le complexe prétranscriptionnel

au promoteur. Il est possible que ces boucles possèdent effectivement les rôles

mentionnés ci-haut, une fois l’initiation commencée. En effet, le positionnement de

plusieurs boucles a été déterminé dans un complexe en élongation (Gnatt et aÏ., 2001;

Westover et aï., 2004a), puisqu’au niveau de l’enzyme seule celles-ci étaient

désordonnées (Cramer et al., 2001). Notre étude montre cependant que ces boucles jouent

un rôle bien avant les étapes proposées, qui n’avait pas été mis en évidence dans les

structures cristallographiques. La cristallographie des complexes d’initiation ouverts et

fermés permettra de suggérer de nouveaux rôles pour ces éléments.

Tableau I. Comparaison entre les rôles prédits par les structures cristallographiques et les rôles
déterminés par les essais biochimiques pour les éléments structuraux du site catalytique de l’ARN
polymérase II

Sous-unité Domaine Rôles prédits Rôles déterminés

Rpbl Zipper Séparation de l’hybride Formation du complexe

ADN-ARN, sortie de prétranscriptionnel au

l’ARNm et maintien de promoteur, liaison à

la bulle (amont)1’2 l’ADN

Rpbl Rudder Séparation de l’hybride Formation du complexe

ADN-ARN3 prétranscriptionnel au

promoteur, liaison à

l’ADN

Rpb2 Métal B Coordination du Mg2- Coordination du Mg2-B
31.2 pour la catalyse nécessaire au

(polymérisation) chargement du NTP au

site catalytique pour la

polymérisation.

Coordination du Mg2-B

pour le clivage

Rpb2 fork loop 1 Séparation de l’hybride Rôle après l’ouverture



145

ADN-ARN3 du promoteur et avant

1’ initiation

Rpb2 Switch 3 Liaison du brin matrice Formation du complexe

d’ADN au niveau de prétranscriptionnel au

l’hybride ADN-ARN4 promoteur, liaison à

l’ADN

1. (Cramer et aÏ., 2001), 2. (Gnatt et aÏ., 2001), 3. (Westover et al., 2004a), 4. (Armache et aÏ., 2003)

Le cas de l’identification des acides aminés impliqués dans la coordination du

métal B pour la catalyse est similaire. Les premières structures cristallographiques de

l’ARN pol II suggéraient que les résidus F836 et D837 de Rpb2, D481 de Rpbl et le NTP

coordonnaient le Mg2-B (Cramer et al., 2001; Gnatt et al., 2001). Une cristallographie

plus récente a cependant montré la localisation de l’ion métallique 3 à une position

différente de celle prédite. Dans cette cristallographie, les résidus E836 et D837

n’occupent plus la même position, si bien que le métal B ne peut pitis être coordonné par

F836 pour la réaction de polymérisation (Westover et aï., 2004b). Nos résultats

biochimiques nous ont cependant montré que le E836 est important pour la liaison du

Mg2 pour la réaction de polymérisation. Le modèle le plus récent n’impliquant pas le

résidu de Rpb2 E836 dans la coordination à aucune des étapes du mécanisme catalytique

(Westover et al., 2004b), nous avons pu raffiner ce modèle en proposant une interaction

transitoire entre E836 et le métal B, essentielle au chargement du NTP au site catalytique.

Au niveau du mécanisme de translocation des acides nucléiques, des études

biochimiques ne semblent par confirmer complètement les modèles proposés par les

cristallographes. En effet, les études de cinétique suggèrent l’existence d’un

préappariement du NTP arrivant avec la matrice d’ADN à i+2, comme mode de sélection

du NTP avant son entrée au site catalytique (Nedialkov et aÏ., 2003). Dans ce modèle le

NTP entre par le canal principal. Au contraire, dans le modèle suggéré par les

cristallographies, le NTP entre par le pore et se positionne à un premier site à partir

duquel il subit une rotation pour aller se placer au site d’addition pour la catalyse

(Westover et al., 2004b). Tel que discuté précédemment (voir section 1.3.3 de
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l’introduction), la cristallographie d’autres états du processus transcriptionnel pourra

peut-être nous aider à discriminer entre ces deux possibilités.

On peut donc conclure que, bien que la résolution de structures

cristallographiques soit essentielle et nous permette de proposer un grand nombre

d’hypothèses sur le fonctionnement de l’enzyme ARN polymérase, les études

biochimiques sont nécessaires afin de confirmer ou d’infirmer ces modèles.

6.4 Les mutants présentant des défauts d’assemblage

Au cours de l’analyse structure-fonction de l’ARN pol II présentée aux chapitres

IV et V, nous avons créé de nombreux mutants de délétions et de substitutions, qui ont

par la suite montré d’importants défauts d’assemblage (voir figure 1, chapitre VI). Alors

que de grandes délétions et substitutions ont été faites dans plusieurs éléments structuraux

de Rpbl sans altérer l’assemblage, plusieurs domaines de Rpb2 n’ont pu être étudiés à

cause d’une incapacité des mutants à former le complexe à 12 sous-unités. Dans le cas de

certains domaines, même de courtes délétions de 2 acides aminés et des substitutions de 3

résidus, ont conduit à la purification d’enzymes incomplètes (boucles switch 4 et fork

loop 2).

On peut retourner à la structure de l’ARN p01 II potir tenter d’expliquer ces

défauts d’assemblage. Il est important de noter que plusieurs des éléments structuraux

étudiés étaient incomplets dans les premières cristallographies à haute résolution (Cramer

et al., 2001; Gnatt et al., 2001) à partir desquelles a été planifiée la mutagénèse. Par

exemple, dans le cas des boucles lid, rudder etfork loop 1, seuls le début et la fin des

boucles étaient disponibles dans les premières structures, alors que les boucles complètes

ont pu être localisées dans une cristallographie plus récente (Westover et al., 2004a).

L’examen de la localisation des éléments switch 3 et 4 permet de voir que ceux-ci

sont localisés dans une région de Rpb2 située à la base de la pince. Ces éléments sont

donc impliqués dans de nombreuses interactions avec Rpbl et avec d’autres domaines de
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Rpb2. Il est donc facile de croire que de petites délétions et des substitutions dans ces

switches peuvent avoir un effet très important sur l’organisation de la structure de Rpb2

et sur l’interaction avec les autres sous-unités, en particulier Rpbl. Au contraire, des

boucles comme le zipper et le rudder sont des boucles qui sont dirigées dans le canal

principal, complètement libres d’interactions avec d’autres domaines de Rpbl ou Rpb2.

Conséquemment, ces boucles ont pu être délétées complètement, les mutants en résultant

ne présentant aucun problème d’assemblage.

La localisation defork Ïoop 1 dans la structure de l’ARN pol II montre que son

résidu hydrophobe W466 (W453 chez l’humain) semble important pour le maintien du

repliement correct de Rpb2. En effet, l’acide aminé W466 pointe vers l’extérieur de la

boucle et vers un coeur hydrophobe formé par deux hélices de Rpb2, l’une localisée aux

positions 200 à 205 de la séquence et l’autre aux positions 410 à 420. Le rapprochement

de ces deux domaines éloignés pour former un centre hydrophobe peut être affecté par la

substitution du W466 ou par son déplacement, dans le cas de mutants de délétion. Ainsi,

seul le mutant de fork loop 1 ayant une délétion de 2 acides aminés (A458-459, chez

l’humain) a conduit à la purification d’une enzyme complète. Les deux mutants

présentant des délétions plus grandes et deux autres mutants ayant des substitutions n’ont

pu s’assembler correctement.

Dans le cas d’une simple substitution comme celui du mutant D792A,

potentiellement impliqué dans la coordination de l’ion métal B au site catalytique, il peut

être difficile à première vue de comprendre le défaut d’assemblage. Dans la structure de

l’ARN p01 II de levure, on peut cependant observer que l’équivalent du D792, le D$37

est impliqué dans un pont salin avec le résidu R1020, faisant partie d’un autre domaine.

L’hypothèse que ce lien est important pour un repliement adéquat de Rpb2, lui permettant

d’interagir avec les autres sous-unités, peut être faite. Le D837 se retrouve aussi près de

plusieurs résidus de Rpbl au site actif, sa substitution peut donc potentiellement entraîner

des modifications au niveau de l’interaction entre les deux sous-unités catalytiques.
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6.5 Un répertoïre des mutations affectant la fonction des ARN

polymérases à sous-unités multiples, cartographiées sur la structure de

l’enzyme

L’étude présentée dans cette thèse est une analyse fonctionnelle de domaines

particuliers de l’enzyme ARN pol II, qui avaient été mis en évidence par les différentes

structures cristallographiques. Au cours des 15 dernières années plusieurs études de

mutagénèse ont été faites autant chez l’ARN pol bactérienne que chez les ARN polI, II et

III eucaryotes. La plupart de ces études ont été réalisées avant la publication des

structures à haute résolution et donc, les conclusions tirées ne tenaient pas compte de la

localisation de ces mutations dans la structure de l’enzyme. Il peut être intéressant de

répertorier l’ensemble de ces mutations et de les positionner dans les structures de l’ARN

p01 procaryote et eucaryote. Ce travail a été réalisé dans le laboratoire du Dr Benoit

Coulombe par Vincent Trinh et a permis de faire une série d’observations très

intéressantes (Trinh et al., 2005).

Par exemple, presque tous les mutants de l’ARN pOl II qui présentent une

sensibilité au 6AU pouvant être supprimée par une surexpression de Tf11$ sont localisés

sur le trajet de ce dernier sur la polymérase (Powell et Reines, 1996; Archambault et aï.,

1992c; Archambault et al., l992a), tel que déterminé par la co-cristallographie

(Kettenberger et al., 2003). On peut penser que ces mutants sont déficients dans leur

capacité d’interagir avec le facteur de clivage et d’élongation. Au contraire, les mutants

dont la sensibilité au 6AU n’est pas contrecarrée par TFIIS sont dispersés ailleurs sur la

structure (Lennon, III et aï., 1998; Chen et Hampsey, 2004; Archambault et aï., 1992c;

Powell et Reines, 1996; Dieci et al., 1995). De plus, cette étude a permis de définir un

domaine de Rpb2 situé dans la voûte du canal principal à côté du lobe et près de l’hybride

ADN-ARN, impliqué dans l’élongation de l’ARNm. En effet, plusieurs mutations qui

affectent l’élongation, tant chez les procaryotes (Sosunov et aï., 2003; Lee et al., 1991;

Zaychikov et al., 1996; Bartlett et aï., 1998; Heisler et al., 1993; Sagitov et al., 1993) que

chez les eucaryotes (Chen et Hampsey, 2004; Archambault et al., 1992c; Scafe et al.,

1990a; Berroteran et al., 1994; Chen et aï., l996; Dieci et aï., 1995) (Chen et aÏ., 1993;
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Thuillier et al., 1996; Archarnbault et al., 1990; Drebot et al., 1993; Archambault et al.,

1992a; Scafe et al., 1990b), se retrouvent au niveau de ce domaine. Des suppresseurs de

mutants d’élongation (Rozenfeld et Thuriaux, 2001; Archambault et aï., 1998a) et des

mutants présentant à la fois une efficacité d’élongation et de terminaison altérée (Jin et

Gross, 1991; Bobkova et al., 1999; Rozenfeld et Thuriaux, 2001; Weilbaecher et aï.,

1994; Tavormina et al., 1996a; Severinov et al., 1995; Tavormina et aï., 1996b) y sont

aussi localisés.

Chez les eucaryotes, un groupe de mutants défectueux dans le choix du site

d’initiation de la transcription se retrouve dans le domaine lobe de Rpb2 (Hekmatpanah

et Young, 1991; Chen et Hampsey, 2004). Cette région, qui fait contact avec l’ADN dans

la partie aval, serait donc possiblement impliquée dans le positionnement correct des

acides nucléiques pour l’initiation. Il est intéressant de constater que ces mutations se

retrouvent au voisinage du site d’interaction de Rpb9 avec Rpb2, puisque des études ont

montré que la sous-unité Rpb9 est impliquée dans le choix du site +1 (HulI et al., 1995;

Sun et al., 1996). Une boucle de Rpbl, le trigger ïoop, situé près du bridge helix entre les

acides aminés 1080 et 1096 (levure) serait aussi importante pour ce choix, puisque deux

mutants ont été localisés sur cet élément structural, l’un au début et l’autre à la fin de la

boucle (Hekmatpanah et Young, 1991).

Le travail de cartographie a aussi permis de déterminer que la lysine 1065 de la

sous-unité f3 de l’ARN pol d’E.coli, substituée chez plusieurs mutants ayant des défauts

dans le dégagement du promoteur (Mustaev et al., 1991; Kashlev et al., 1990; Sagitov et

al., 1993), se retrouve à proximité de l’extrémité 3’ de l’ARNm. Ainsi, ce résidu pourrait

interagir avec l’ARN et contribuer à sa stabilisation dans le site catalytique, favorisant le

passage en élongation productive. Au contraire, une mutation de la lysine 1065 pourrait

conduire à une déstabilisation de l’ARNm naissant entraînant son relâchement et le

maintien de l’ARN pol dans le cycle d’initiations abortives. Il serait intéressant de voir si

cette lysine qui est strictement conservée joue le même râle en transcription chez les

eucaryotes.
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CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

Le premier objectif de cette thèse était d’étudier le rôle de certains des FGT à

l’étape d’initiation en relation avec leur position dans l’organisation du complexe

prétranscriptionnel. Nous avons atteint cet objectif en montrant que TflIA occupe une

position dans le complexe d’initiation qui lui permet d’interagir avec TFIIF et TFIIE. Ces

interactions, entre TflIA et les sous-unités RAP74 de TFIIf et f3 de Tf11E, entraînent une

stimulation de l’initiation lorsque TFIIA est ajouté à la réaction transcriptioimelle. La

stimulation par TFIIA passe possiblernent par une stabilisation de TFIIF et TFIIE dans le

complexe, leur permettant de mieux jouer leurs rôles en initiation.

L’implication de TFIIEŒ dans l’étape d’ouverture du promoteur a aussi été

démontrée dans cette thèse à l’aide de la technique de photo-pontage protéine-ADN et

d’essais d’initiation. La première a permis de localiser TFIIEŒ à la position -10 du

promoteur, juste en amont de la région où la bulle de transcription se forme. À l’aide

d’essais d’initiation, nous avons montré que TFIIEŒ stimule l’initiation de façon plus

importante sur des matrices préouvertes de 2 nucléotides entre -11 et -1. La stimulation

était particulièrement grande avec des préouvertures dans la partie amont de la bulle de

transcription. Nos résultats suggèrent que TfIIEa favorise l’ouverture du promoteur en

contactant l’ADN dans la région -10. Il est donc possible que TFIIA stimule l’initiation

en stabilisant, entre autres, IF11E dans le complexe transcriptionnel, facilitant ainsi son

rôle dans l’ouverture du promoteur.

Les éxpériences de photo-pontage protéine-ADN présentées au chapitre III

(Forget et al., 2004) ont été réalisées à l’aide de la technique dite «en gel », sur des

complexes purifiés. Combinées à la structure à haute résolution de l’ARN pol II de levure

en élongation, ces expériences ont permis de proposer un modèle pour l’organisation du

complexe prétranscriptioimel. Par ailleurs, la localisation de TFIIA dans le complexe

d’initiation au chapitre 2 (Langelier et aÏ., 2001) a été faite avec la méthode de photo-

pontage classique, c’est-à-dire en solution, sur des complexes non-purifiés. Il serait donc
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intéressant de reprendre les expériences de localisation de TFIIA dans le complexe de

préinitiation, avec la technique de photo-pontage en gel. Ceci nous permettrait de voir si

TFIIA est photo-ponté aux positions précédemment identifiées et à de nouvelles positions

le long du promoteur. Ainsi on pourrait confirmer ou infirmer le positionnement proposé

à la figure I de la discussion (chapitre VI) près de TFIIF et IFlIE, qui supporte un rôle

pour TfIIA dans la stabilisation de ces derniers dans le complexe.

Il serait aussi intéressant d’utiliser la méthode de photo-pontage en gel et d’étudier

l’effet de l’ajout de TfIIH sur l’organisation du complexe prétranscriptionnel. Les

expériences pourraient être faites en absence et en présence d’ATP, qui dans le dernier

cas permettrait l’étude d’un complexe où la bulle de transcription est ouverte. Ainsi il

serait possible de voir comment la localisation de TFIIEŒ change dans ces différentes

conditions, ce qui nous permettrait de mieux comprendre son rôle dans l’ouverture du

promotetir. Éventuellement, des complexes d’initiation et d’élongation pourraient être

étudiés. L’étude du trajet de l’ADN sur l’ARN p01 II dans ces différents contextes

pourrait nous permettre de confirmer les modèles basés sur les structures

cristallographiques de la polymérase et de voir comment l’ensemble des FGT sont

organisés dans ces complexes.

Le deuxième objectif de cette thèse était d’étudier les rôles des divers éléments

structuraux de Rpbl et Rpb2, localisés dans la région du site catalytique de l’ARN pol II,

qui avaient été mis en évidence par les cristallographies à haute résolution de l’enzyme.

Grâce à une stratégie de mutagénèse dirigée combinée à l’étude fonctionnelle des mutants

obtenus, nous avons pu définir des rôles pour plusieurs de ces éléments, dont les boucles

switch 3, rudder, zzpper,foi* loop 1 et le résidu E791 de Rpb2. Plusieurs mutants étudiés

présentaient des défauts dans la formation du complexe prétranscriptionnel au promoteur.

Éventuellement, il serait très intéressant de vérifier si ces mutants sont déficients dans

une interaction avec un des FGT ou s’ils sont tout simplement incapables de lier l’ADN.

Plusieurs éléments structuraux ciblés dans cette étude n’ont pu être étudiés à cause

de leur incapacité à supporter l’assemblage des 12 sous-unités de l’ARN p01 II. Dans la
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poursuite de ce projet, il serait pertinent, en se basant sur les plus récentes structures

cristallographiques, de planifier de nouveaux mutants présentant des substitutions de

quelques résidus seulement, qui potentiellement auraient moins d’effet sur l’intégrité de

la polymérase. De plus, il serait intéressant de continuer l’analyse de plusieurs autres

éléments structuraux de Rpbl et Rpb2, qui n’ont pas été étudiés dû à des limitations de

temps. Par exemple, la caractérisation d’une série de mutants de substitutions du bridge

helix à l’aide d’expériences de cinétiques d’élongation pourra nous permettre d’analyser

le rôle de celui-ci dans la transiocation des acides nucléiques. Il serait aussi pertinent de

tester des mutants de la boucleflap dans divers essais fonctionnels. Chez les procaryotes,

la boucle flap est impliquée, entre autres, dans la reconnaissance des structures d’ARN

hairpins qui induisent des pauses. Chez les eucaryotes, l’induction de pauses dans la

transcription par des structures d’ARN est un phénomène beaucoup moins étudié, qui a

pourtant lieu lors de la transcription au promoteur HW- 1. Il serait donc très intéressant de

tester des mutants du domaine flap pour la reconnaissance de la pause à ce promoteur et

ainsi de voir si ce mécanisme de régulation de l’élongation est conservé entre les

procaryotes et les eucaryotes.
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