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RÉSUMÉ

L’ARN po1ymérase (ARNP) II est une enzyme centrale du processus d’expression

des gènes chez les eucaryotes. Mon projet de maîtrise se divisait en deux parties.

La première consistait à déterminer l’organisation topologique du complexe de

pré-initiation de la transcription (PIC) de l’ARNP II et la seconde visait à

déterminer les partenaires protéiques de régulateurs interagissant avec la

machinerie transcriptionnelle.

La réalisation de la première partie de mon projet a permis de déterminer

le positionnement des protéines du complexe de pré-initiation de la transcription

(PIC) relativement à l’ADN du promoteur. Pour ce faire, une méthode de

photopontage en gel, permettant de ponter les protéines à des sites spécifiques sur

l’ADN, a été utilisée. Ces expériences ont permis d’obtenir un modèle

topologique de la trajectoire de l’ADN dans la structure de l’ARNP II et des

protéines composant le PIC.

La deuxième partie de mon projet visait l’étude des interactions protéine-

protéine de complexes transcriptionnels à l’échelle du génome dans des cellules

de mammifères. Récemment, le laboratoire de Benoit Coulombe a utilisé une

méthode de purification des protéines par marquage d’affinité avec une étiquette

TAP (Tandem Affinity Feptide,) pour purifier tous les facteurs généraux de

transcription (FGTs) humains dans des conditions natives. Cette méthode permet

de purifier les FGTs associés à des partenaires d’interactions additionnels, dont

XAB 1 et DDX5. Afin de confirmer la présence de ces polypeptides dans les

complexes transcriptionnels et de tenter d’identifier de nouveaux partenaires

protéiques, ces peptides ont été à leur tour étiquetés et purifiés par la méthode

TAP. Ces études ont permis de révéler plusieurs d’informations sur les

mécanismes transcriptionnels.

Mots Clés Transcription, ARNP II, facteurs généraux de transcription, topologie,

complexe de pré-initiation, photopontage en gel, EMSA, TAP, protéomique
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ABSTRACT

RNA polymerase (RNAP) II is the enzyme that synthesizes ail eukaryotic

mRNA. My master’s project is divided in two parts. The aim of the first part was

to determine the topology of the pre-initiation complex (PIC) and the second part

focused on the determination of interacting partners of regulatory proteins of the

transcription apparatus.

We first resoived the position of the proteins that compose the PIC

relatively to the promoter DNA. To analyze the molecular organization of the

PIC, a photo-cross-linking method was developped for the topological study of

protein-DNA complexes on a native gel. The cross-linking resuits were used to

determine the trajectory of the promoter DNA against the structure ofthe enzyme.

The second part of my project involved studying proteome-wide protein

protein interactions of regulatory proteins of the transcription apparatus.

Recently, Benoit Coulombe and co-workers have used the Tamdem Affinity

Peptides (TAP) method for the purification of ail human general transcription

factors (GTFs) in native conditions. Compared to the GTFs purified with classical

chromatography methods, the GTFs affinity purified using TAP tagging contained

additional peptides. Among these peptides, we have found XAB1 and DDX5. To

confimi the presence of these polypeptides in transcription complexes and to find

new interacting partners, these polyeptides have also been tagged and purified

using the TAP method. These studies have enlightened our understanding of the

transcriptional mechanisrn.

Keys Words: Transcription, RNA polymerase II, general transcription factors,

topology, pre-initiation complex, crosslinking in gei, EMSA, TAP-tag,

Proteomics
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1- INTRODUCTION

1.1- La chromatine: un obstacle transcr4,tionnet

L’association entre l’ADN eucaryote et certaines protéines spécifiques constitue

la chromatine. Les principales protéines de la chromatine sont les histones, petites

protéines très riches en acides aminés basiques favorisant la liaison aux charges

négatives de la molécule d’ADN. Il existe cinq principales histones, nommées Hi,

H2A, H2B, H3 et H4, variant à peine d’une espèce à l’autre (Cooper, i999).

Le module de base de la chromatine est le nucléosome, décrit par Roger Kornberg

en 1974. Le modèle proposé par Komberg s’appuie sur deux types d’expériences.

La première implique une digestion partielle de la chromatine par la nucléase de

inicrococcus. Cette digestion a permis d’obtenir des fragments d’ADN d’une

longueur de 200 pb. Par contre, une digestion semblable avec de l’ADN nu a

donné un dégradé de fragments de toutes les tailles. Ces résultats suggéraient que

la fixation d’une ou de plusieurs protéines sur la molécule d’ADN protège cette

dernière de l’attaque des nucléases (Komberg, 1974). De plus, des images par

microscopie électronique ont permis de montrer que la chromatine est constituée

de plusieurs modules d’environ 200 pb appelés nucléosomes.

L’enroulement de l’ADN autour des histones produit une fibre de chromatine

comprenant des nucléosomes de 10 nm de diamètre, séparés par des tronçons

d’ADN d’environ $0 pb. La chromatine se condensera ensuite en se pelotonnant

en fibres de 30 nm. Il semble que l’histone Hi joue un rôle important à cette étape

de la condensation de la chromatine (Cooper, 1999). Le degré de condensation

varie au cours du cycle cellulaire. Pendant l’interphase, la chromatine, appelée

euchromatine, est assez bien décondensée et dispersée dans le noyau. À ce

moment, les gènes sont activement transcrits et l’ADN se réplique pour la

prochaine mitose. Contrairement à l’euchromatine, environ 10% de la chromatine



2

interphasique conserve un état très condensé appelé l’hétérochromatine (Cooper,

1999).

L’empaquetage des promoteurs dans la chromatine est un facteur influençant la

transcription. Effectivement, les premières expériences de transcription in vitro

utilisant des matrices de chromatine ont démontré que les nucléosomes pouvaient

inhiber l’initiation de la transcription (Lorch et al., 1987). Par contre, une pré-

incubation de l’ADN avec la machinerie transcriptionnelle avant la formation du

nucléosome permet la transcription. À l’appui, des analyses in vivo supportent

aussi ce modèle car la déplétion de certaines sous-unités d’histones chez la levure

augmente la transcription de certains gènes (revu par Lee et Young, 2000). En

somme, l’empaquetage de l’ADN procure un contexte physique différent pour

chacun des promoteurs, ce qui permet une régulation spécifique des différents

gènes.

1.2- Les séquences régulatrices des gènes de classe II

Chez les cucaryotes, trois classes de gènes sont définies par le type d’enzyme

ARNP qui les transcrit. L’ARNPI catalyse la transcription des gènes ribosomaux,

l’ARNP II permet la transcription des gènes codant pour les protéines et certains

petits ARNs nucléaires (snRNA) et l’ARNP III transcrit essentiellement les gènes

codant pour les ARNs de transfert et les ARNs 5S (revu par Zawel et Reinberg,

1995; Archambault et friesen, 1993).

Les gènes de classe II requièrent certaines séquences particulières sur l’ADN pour

permettre la transcription. Ces séquences peuvent être regroupées en deux classes,

soit le promoteur basal et les séquences régulatrices.
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1.2.1- Le promoteur basal

Selon une définition communément acceptée, le promoteur basal représente la

région minimale continue d’ADN qui est suffisante pour permettre l’initiation de

la transcription par la machinerie de l’ARNP II (revu par Butler et Kadonaga,

2002). Il existe plusieurs motifs retrouvés dans les séquences du promoteur basal

incluant la boîte TATA, l’initiateur (Inr), l’élément DPE et l’élément BRE. Ces

éléments sont montrés à la figure 1.

--37 to -32 -V-31 to -26 -2 to ÷4 ÷28 to +32

—rBRE TATA H-----l Inr

TFIIB TATA Box nitiator Downstream
Recognition Promoter

Element +1 Element

m. T C A A G
CGCC TATAAA

Hs: PyPyANAPyPy

Tiré de Butier et Kadonaga, 2002

Figure 1. Le promoteur basal. Celui-ci contient les éléments

contribuant à la transcription basale. Il est important de noter que

chacun des motifs identifiés se retrouve seulement dans certains

promoteurs, selon des combinaisons variables.

Il est à noter que les facteurs de transcription seront abordés en détail dans la

section 1.3, mais des renseignements sur quelques facteurs pouvant être reliés

directement à l’élément de séquence discuté, seront brièvement présentés dans

cette section.
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1.2.1.1- La boîte TATA

La boîte TATA est le premier élément du promoteur basal qui a été découvert

dans les gènes eucaryotes. En 1979, une étude comparative des séquences

flanquantes en 5’ de plusieurs gènes de drosophiles et de mammifères a permis de

découvrir la boîte TATA située de 25 à 30 pb en amont du site d’initiation de la

transcription (revu par Smale et Kadonaga, 2003). Le développement des

systèmes de transfection et des essais de transcription in vitro a permis de

démontrer que des mutations dans la séquence TATAAA réduisent ou

anéantissent souvent l’activité des promoteurs (Hu et Manley, 1981). Chez la

levure Saccharornyces cerevisiae, l’élément TATA semble aussi critique pour la

transcription. Par contre, chez cet organisme, l’élément TATA est situé de 40 à

120 ph en amont du site d’initiation de la transcription (revu par $male et

Kadonaga, 2003). Dans les premières études sur la boîte TATA, il était spéculé

que cet élément était essentiel pour l’initiation de la transcription de tous les gènes

chez tous les organismes eucaryotes. Par contre, l’avancement des études et des

recherches sur plusieurs gènes a permis d’évaluer une prévalence beaucoup plus

faible des éléments TATA. En effet, en 2001, une étude d’analyse de banques de

données des gènes humains a révélé que l’élément TATA n’était présent qu’à

32% dans les 1031 régions promotrices potentielles étudiées (Suzuki et al., 2001).

La séquence 5’- TATATAAG - 3’ semble optimale pour la liaison de TBP (voir

section 1.3.1.1) (Wong et Bateman, 1994). Par contre, des études révèlent qu’une

variété de séquences riches en AIT peuvent fonctionner de la même manière que

la boîte TATA et interagir avec TBP (revu par Smale et Kadonaga, 2003). Des co

cristaux du complexe TBP-ADN ont été produits avec 10 différentes séquences

TATA et les résultats révèlent que TBP induit un changement de conformation

similaire pour chacune des séquences TATA examinées (Patikoglou et al., 1999).
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1.2.1.2- L’initiateur (Inr)

L’Inr est retrouvé dans les promoteurs contenant ou non une boîte TATA. La

séquence consensus de 1’Inr chez les mammifères est Py-Py A+l -N-T/A-Py-Py.

La position A+1 est le site d’initiation de la transcription +1 car la transcription

commence souvent à ce nucléotide (revu par Butler et Kadonaga, 2002). Des

études de l’espacement entre la boîte TATA et l’Inr ont démontré que les deux

éléments agissent de manière synergique lorsqu’ils sont séparés de 25 à 30 pb et,

de manière distincte lorsqu’ils sont séparés de plus de 30 pb (O’Shea-Greenfield

et Smale, 1992).

Plusieurs facteurs interagissent avec l’Inr. Des évidences permettent de croire que

le facteur TFIID (voir section 1.3.2.4) lie l’Inr de manière séquence spécifique.

Plus précisément, les sous-unités TAFY et TAF2 sont capables d’interagir avec

l’Jnr (Chalkley et Verrijzer, 1999). La synergie entre la boîte TATA et l’Inr

corrèle avec la liaison combinée de ces deux éléments par TFIID. Il a aussi été

observé que l’ARNP II purifiée et accompagnée de certains facteurs (TBP, TFIIB

et TFIIF) est capable de reconnaître l’Inr et, ainsi permettre la transcription de

manière Inr dépendante en absence des TAFs (Weis et Reinberg, 1997).

Deux facteurs liant l’ADN, TFII-I et YY1, interagissent avec l’Inr. Le facteur

TFII-I est une protéine avec un motif bHLH (basic-hetix-loop-heÏix) qui lie

l’élément Inr et stimule la transcription. TFII-I participe à la communication entre

les facteurs liant l’ADN et la machinerie transcriptionnelle. YY1 est une protéine

à doigt de zinc liant aussi le promoteur basal au niveau de la séquence Inr. YY- 1

interagit directement avec la machinerie transcriptionnelle (revu par Butler et

Kadonaga, 2002).

1.2.1.3- Le DPE (downstream prornotor element)

Le DPE est un élément fortement conservé de la drosophile à l’humain et est

typiquement présent (mais pas toujours) dans les promoteurs sans boîte TATA. Le
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DPE agit en conjonction avec l’Inr et sa séquence est localisée aux positions +28

à +32 relativement au nucléotide A+1 de 1’Inr (revu par Smale et Kadonaga,

2003). Une mutation dans l’élément mi ou l’élément DPE résulte en la perte de

liaison de TFIID au promoteur basal (Burke et Kadonaga, 1996). L’espacement

entre le DPE et l’Inr est identique pour tous les promoteurs et l’altération de

l’espacement de seulement un nucléotide entre ces deux éléments résulte en une

diminution sévère de la liaison par TFIID et, conséquemment, une diminution de

la transcription basale (Kutach et Kadonaga, 2000). De plus, des études chez la

drosophile effectuée sur des promoteurs sans boîte TATA montrent qu’une

mutation dans le motif DPE produit une diminution de 10 à 50 fois de la

transcription basale (Burke et Kadonaga, 1996). La séquence consensus pour le

DPE est AIG+28 -G-AIT-C/T-G/AIC (revu par Butler et Kadonaga, 2002). Même

si l’élément DPE a surtout été étudié chez la drosophile, on retrouve aussi des

éléments DPE chez l’humain (Zhou et Chiang, 2001).

1.2.1.4- Le BRE (TFIIB recognitioli etement)

Le BRE est un site de liaison de TFIIB qui est souvent localisé en amont de la

boîte TATA (voir figure 1). TFIIB lie directement le BRE de manière séquence

spécifique. La séquence consensus de BRE est G/C-G/C-G/A-C-G-C-C, où le C

en 3’ est suivi du T en 5’ de la boîte TATA. Des essais de transcription in vitro

avec les facteurs purifiés révèlent que le BRE facilite l’incorporation de TFIIB

dans des complexes d’initiation de la transcription (Lagrange et al., 1998). Par

contre, d’autres études utilisant des essais de transcription constitués à partir

d’extraits totaux montrent que le BRE a un effet négatif sur la transcription basale

(revu par Butler et Kadonaga, 2002).
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1.2.2- Les séquences ré%ulatrices

En plus du promoteur basal, d’autres séquences sont essentielles pour réguler la

transcription par l’ARJ’P II. Les séquences régulatrices servent de sites de liaison

pour les activateurs ou les répresseurs. Parmi celles-ci on retrouve; les UASs

(upstrearn activating sequences), les enhancers, les URSs (upstrearn repressing

sequences), les silencers et les LCRs (Locus control region) (revu par Lee et

Young, 2000). Les UASs sont des séquences liées par des activateurs qui

influencent la transcription positivement. Cependant, elles ne peuvent agir que

lorsqu’elles sont situées en amont de la boîte TATA (Guarente et Hoar, 1984).

Les enhancers sont aussi liés par des activateurs et influencent la transcription.

Par contre, contrairement au UASs, ils peuvent agir sur de longues distances, et

ce, peu importe leur orientation (Blackwood et Kadonaga, 1998). Les LJRSs lient

des facteurs inhibant la transcription. Ces facteurs peuvent interférer avec la

liaison des activateurs, prévenir le recrutement de la machinerie transcriptionnelle

par l’activateur et modifier la structure de la chromatine (Struhl, 1995). Les

silencers, pour leur part, sont des séquences pouvant réprimer l’activité d’un

promoteur indépendamment de leur orientation ou de leur position. L’ADN du

domaine silencieux semble être inhibé au niveau transcriptioimel à la suite

d’interactions entre des histones et certaines protéines qui agissent de manière

coopérative pour couvrir la région et possiblement cibler la désacétylation (revu

par Lee et Young, 2000). Finalement les LCRs sont semblables aux enhancers,

mais sont souvent arrangés en complexes comprenant plusieurs éléments

régulateurs. Les LCRs stimulent la transcription indépendamment de leur site

d’intégration dans la chromatine et leur effet est limité à leur orientation et leur

distance (Bulger et Groudine, 1999). Les enhancers, les LCRs et les silencers

peuvent augmenter ou diminuer l’expression de différents gènes dans le génome.

1.3- Les facteurs traiiscriptionnets

Les facteurs transcriptionnels peuvent être divisés en 2 catégories; les facteurs

généraux et les régulateurs transcriptionnels.
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1.3.1- Les facteurs généraux de transcription

À la fin des années ‘70 et au début des aimées ‘80, les premiers essais de

transcription ont permis de démontrer l’incapacité de I’ARNP II purifiée à

reconnaître les séquences promotrices et à initier adéquatement la synthèse des

ARNm. Ces résultats suggéraient la présence de facteurs additionnels nécessaires

au phénomène transcriptionnel. Par la suite, plusieurs facteurs essentiels à

l’initiation de la transcription ont été découverts et décrits par plusieurs

laboratoires. Ces facteurs sont TFIIA, TFIIB, TFIID (TBP), TFIIE, TFIIF et

IF11H. Nommées les facteurs généraux de transcription, ces protéines

s’assemblent au niveau de l’ADN du promoteur et recrutent l’ARNP II au site

d’initiation. Chacun de ces facteurs sera traité en détails ci-dessous.

1.3.1.1- TBP

Le facteur TBP (TATA box binding protein) a été nommé en fonction de sa

propriété à lier la boîte TATA. Chez la levure, TBP est un monomère de 27 kDa

qui est fonctionnellement interchangeable avec le facteur TBP des mammifères

dans des systèmes de transcription in vitro (Cavallini et al., 1989; Buratowski et

al., 1988). Ces résultats démontrent que le facteur de liaison à la boîte TATA est

fortement conservé chez les organismes eucaryotes. Chez l’humain, TBP est une

protéine de 38 kDa (Jupp et al., 1993). TBP a aussi été identifié comme étant un

composant d’autres complexes contribuant à l’initiation de la transcription par les

ARNPI et III (revu par Smale et Kadonaga, 2003).

In vivo, TBP est associé à d’autres protéines, nommées les TAFs, formant le

facteur TFIID. Les TAFs, ont été clonés et certaines de leurs activités biologiques

ont été définies. Parmi celles-ci La reconnaissance du promoteur basal, une

activité acétyltransférase, une activité kinase, des activités d’ubiquitination et de

conjugaison et une fonction de co-activateurs par des interactions protéine-

protéine avec des activateurs transcriptionnels (revu par Smale et Kadonaga,

2003). Les TAFs de TFUD seront décrits plus en détails dans la section 1.3.3.2.
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Le clonage de TBP a été facilité par la purification du polypeptide chez la levure

Saccharomyces cerevisiae. La séquence de TBP chez la levure a permis

l’identification de la séquence codante chez plusieurs eucaryotes (revu par Smale

et Kadonaga, 2003). Le co-cristal de TBP et de la boîte TATA a permis de

déterminer de manière détaillée le mécanisme de liaison à l’ADN. La figure 2

illustre le co-cristal TBP-ADN. Il est à noter que la structure tridimensionnelle de

la portion conservée de TBP est souvent comparée à une selle d’équitation

(Nikolov et Burley, 1994; Smale et Kadonaga, 2003). Cette selle moléculaire est

formée de deux domaines fortement symétriques contenant chacun 89 à 90 acides

aminés. La portion N-terminale de TBP fait contact avec la partie 3’ de la boîte

TATA alors que sa portion en C-terminale se localise près de de la partie en 5’.

Chaque moitié de la surface concave de la selle est formée de cinq feuillets-f3 anti-

parallèles. Huit de ces feuillets font contact avec le sillon mineur de l’ADN. La

liaison au sillon mineur implique plusieurs interactions hydrophobes (Nikolov et

al., 1996). TBP induit aussi une torsion de l’ADN aux extrémités 3’ et 5’ de la

boîte TATA et désapparie partiellement l’ADN (Nogales, 2000).
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Figure 2. Co-cristal TBP-ADN (boîte TATA). TBP est illustré

en bleu et adopte une forme de selle. II induit une courbure de 800

de la boîte TATA sur le promoteur AdMLP.

Dans le co-cristal TBP-ADN, TBP est lié de manière orientée à la boîte TATA.

La liaison polaire de TBP pourrait conduire à l’assemblage du complexe de pré-

initiation (PIC) de façon orientée pour influencer la direction de la transcription

(Kim et al., 1993). Par contre, même si TBP lie la boîte TATA dans une même

orientation dans le co-cristal TBP-ADN, TBP peut lier l’élément TATA dans les

deux orientations lorsqu’il est en solution, avec une faible préférence dans

l’orientation retrouvée en co-cristal (Cox et al., 1997). Lorsque des promoteurs

plus complexes sont utilisés, le déterminant majeur de l’orientation semble être la

portion des sites de liaison d’activateurs, la boîte TATA et d’autres éléments du

promoteur basal (Xu et al., 1991). Lorsque l’orientation de la boîte TATA est

inversée sur un promoteur contenant des sites de liaisons d’activateurs distaux, la

direction de la transcription n’est pas inversée (revu par Smale et Kadonaga,

2003). Des études récentes ont démontré que des activateurs distaux peuvent

influencer la polarité de TBP, ce qui peut constituer un mécanisme dominant pour

déterminer la direction de la transcription (Kays et Schepartz, 2002)

Tiré de Nikolov et Burley, 1997
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Le recrutement de TBP au promoteur génique est une étape limitante pour

l’activation de la transcription. En fait, une part importante de la régulation du

processus transcriptionnel est le retrait d’inhibiteurs associés au promoteur ou à la

machinerie transcriptionnelle. L’accès de TBP au promoteur génique peut-être

prévenue par la formation du nucléosome sur la boîte TATA, par certaines

protéines inhibitrices incluant TAEl, NC2, Motl, Spt3/Spt8, le complexe Ccr4-

Not et par une deuxième molécule de TBP amenant la formation d’un

homodimère (Kou et al., 2003).

En 1993, Crowley et aï. ont démontré l’existence d’une protéine homologue à

TBP chez la drosophile. Cette protéine, TRF (T3F-related factor), est

structurellement similaire à TBP et est principalement impliquée dans

l’expression des gènes du système nerveux (Crowley et al., 1993). À la suite de

cette découverte, des chercheurs ont tenté d’identifier des orthologues de TRF

chez les eucaryotes supérieurs. Chez la souris, TLP (TBF-like factor) a été

identifié comme l’équivalent de TRF (Ohbayashi et al., 1999). TLP possède un

rôle de régulateur positif sur quelques gènes (Nakadai et al., 2004).

1.3.1.2- TFIIA

Le facteur de transcription TflIA est encodé par deux gènes. La petite sous-unité

s’appelle TfIIAy et la plus grande TFIIAc43 (Ranish et al., 1992). Cette dernière

est clivée en deux polypeptides nommés TFIIAa et TFIIAf3 (DeJong et Roeder,

1993). Des études récentes suggèrent que le clivage de TFIIAŒI3 est un processus

régulé et que les formes clivées et non-clivées de TFIIA ont des fonctions

cellulaires distinctes (Hoiby et al., 2004). La localisation du site de clivage a été

identifiée et une mutation dans ce dernier prolonge la demi-vie du précurseur

TfIIAŒf3. En fait, le facteur TFIIA clivé serait un substrat pour la voie

d’ubiquitination et de la dégradation par le protéasome. Ainsi, le clivage et
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subséquemment la dégradation du facteur TFIIA permettrait une régulation fine

de la quantité de ce facteur dans la cellule (Hoiby et al., 2004).

Il a été démontré que TflIA favorise la transcription en interagissant avec TBP et

en stabilisant sa liaison à l’ADN (Ranish et al., 1999). Aussi, TFIIAy possède des

propriétés d’agent activateur en contrecarrant les facteurs régulant négativement

TBP comme NC2/Drl et Dr2/PC3 (Ozer et al., 1994; DeJong et al., 1995), Moti

(Auble et al., 1994) et TAF1 (Ozer et al., 199$b). TFIIA n’est pas requis pour la

transcription basale dans des systèmes hautement purifiés utilisant TBP

recombinant (sans les TAFs), mais il est requis dans des systèmes utilisant TFIID

(Ma et al., 1993). L’association de TfIIA avec TFIID induit un changement de

conformation dans les TAFs pour promouvoir des contacts additionnels avec le

promoteur en amont de la boîte TATA (Oelgeschlager et al., 1996). La nécessité

du facteur TFIIA en transcription est dépendente de la structure du promoteur

basal et des activateurs transcriptionnels. Ces résultats sont consistants avec les

rôles de TFIIA au niveau de la sélectivité du promoteur et la médiation des

contacts avec les activateurs (Ozer et al., 1998a). La forme phosphorylée de

TFIIA est trente fois plus efficace dans la formation d’un complexe stable avec

TBP et la boîte TATA du promoteur d’ADN (Solow et al., 1999). Cette

phosphorylation représenterait un important mécanisme pour moduler la

transcription chez la levure.

Récemment, TFIIA a été retrouvé en complexe avec TLP (TBP-like prntein). À la

suite d’études biochimiques, il a été observé que TFIIA est requis pour la

localisation cytoplasmique ou nucléaire de TLP et potentiellement pour la

modulation de ses fonctions (Nakadai et al., 2004). TFIIA possède aussi un rôle

important dans la dissociation des dimères de TBP, une étape limitante pour la

liaison à l’ADN. La dissociation rapide des dimères de TBP et de TFIID permet

de rendre ces facteurs disponibles pour la liaison à l’ADN (Colernan et al., 1999).

Il a été démontré que TFIIA peut activer la transcription basale en stimulant les
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fonctions de TFIIE34 et RAP74 durant l’étape d’initiation de la transcription

(Langelier et al., 2001).

1.3.1.3- TFIIB

TFIIB est un polypeptide de 35 kDa chez l’humain (Ha et al., 1991). À la suite de

la liaison de TBP au promoteur, TFIIB est recruté et semble jouer plusieurs rôles

cruciaux dans la formation du PIC. Effectivement, TFIIB reconnaît le complexe

TBP-TATA et forme un pont entre TBP et l’ARNP II. Des études ont démontré

que TFIIB peut faire contact avec l’ADN du promoteur de manière séquence

spécifique via un motif hélice-boucle-hélice. Il stabilise ainsi le complexe TFIIB

TBP-promoteur (Lagrange et al., 199$). Des expériences de FRET ont démontré

qu’un changement de conformation du facteur TFIIB se produit lors de son entrée

dans le complexe transcriptionnel. Ce changement de conformation et la vitesse

de formation du PIC seraient augmentés en présence d’un activateur comme

VP16. De plus, la formation du complexe TATA-TBP-TFIIB est influencée par la

séquence promotrice (Zheng et al., 2004).

Au niveau structural, TFIIB est composé de deux domaines: un domaine C-

terminal protéolytiquement stable et un domaine N-terminal contenant une

structure en doigt de zinc (Bagby et al., 1995; Elsby et Roberts, 2004). Le coté N-

terminal contient plusieurs résidus clés chargés et hautement conservés qui

modulent les fonctions de TFIIB et que l’on nomme aussi le CCD (charged

cluster dornain). Les domaines N-terminal et C-terminal peuvent interagir

ensemble et l’affinité entre ces deux domaines est modulée par le CCD. Des

analyses de FRET indiquent que cette interaction permet la formation d’un

équilibre entre les formes ouvertes et fermées de la protéine TFIIB (Zheng et al.,

2004). Des mutations dans le CCD ont généré de plus fortes interactions

intramoléculaires entre ces deux domaines (Elsby et Roberts, 2004). Aussi, des

mutations dans la région du CCD de TFIIB modifient le positionnement du site

d’initiation de la transcription de quelques nucléotides à des promoteurs de levure



14

et de mammifère (revu dans (Hampsey, 1998). Récemment, il a été démontré que

les mutants de TFIIB responsables d’aberration dans la sélection du site

d’initiation s’assemblent au promoteur dans une conformation différente que le

TFIIB de type sauvage (Fairley et al., 2002).

1.3.1.4- TfIIE

TFIIE humain est un hétérotétramère formé de deux sous-unités 3 (E34) et de

deux sous-unités Œ (E56) (Ohkuma et al., 1991). TFIIE recrute TFIIH au PIC et

stimule les activités kinase et hélicase de ce dernier (Ohkuma, 1997). Le groupe

de Robert Roeder a démontré qu’une forte phosphorylation de l’ARNP II est

dépendente de TFIIE (Ohkuma et Roeder, 1994). Ainsi, TFIIE serait

potentiellement impliqué dans le phénomène de dégagement du promoteur. De

plus, TFIIE lie l’ARNP II et TFIIH, suggérant un rôle de pont entre ces deux

protéines (Maxon et al., 1994).

Plusieurs évidences suggèrent un rôle de TFIIE au niveau de l’ouverture du

promoteur. Premièrement, TFIIE lie l’ADN simple brin. Deuxièmement, le

besoin en Tf11E peut être court-circuité en employant une séquence promotrice

pré-ouverte. Finalement, des analyses de photopontage localisent TFIIE près de

l’ADN et du centre actif de l’ARNP II (Meinhart et al., 2003).

TFIIEŒ comporte 439 acides aminés et la région N-terminale est essentielle pour

la transcription basale (Ohkuma et al., 1995). Cette partie N-terminale présente de

fortes homologies avec le facteur TfIIEa des archéobactéries (Bell et al., 2001).

Des études récentes utilisant la mutagenèse ont permis de localiser du coté C

terminal de TFIIEf3, les résidus d’acides aminés responsables de la liaison à

l’ARNP II et à l’ADN simple brin. De plus, ces mutants affectent la

phosphorylation du domaine carboxy-terminal (CTD) de l’ARNP II par TF11H

(Watanabe et al., 2003).
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1.3.1.5- TFIIF

TFIIF est un hétérotétramère composé de deux sous-unités RAP (RNA polymerase

II-associated prnteins) 30 et RAP 74. La mise en évidence de ce complexe

hétérotétramérique est survenue à la suite d’une purification par filtration sur gel

dans laquelle le facteur TFIIF présentait un poids apparent de 220 kDa (Flores et

al., 1990). Toutefois, la structure identifiée par rayons-X montre TFIIF sous la

forme d’un dimer seulement (Gaiser et al., 2000). Les deux sous-unités de TFIIF

sont impliquées dans le recrutement stable de l’ARNP II (Flores et al., 1991;

Killeen et Greenblatt, 1992) et sont nécessaires pour faciliter l’étape d’initiation

de la transcription à partir de matrices d’ADN linéaires (Lei et al., 1998). Des

études biochimiques ont démontré que TFIIF escorte l’ARNP II au promoteur et

stabilise la formation du PIC (revu par Conaway et Conaway, 1993). Ce facteur

de transcription est requis pour l’association subséquente de TFIIE et TFIIH dans

le PIC. Une fois le complexe assemblé, TFIIF facilite le dégagement de l’ARNP

II du promoteur à la suite de la formation du premier lien phosphodiester du

transcrit d’ARNm (Yan et al., 1999; Ghazy et al., 2004). TFITF peut se lier

directement à TFIIB (Ha et al., 1993; Fang et Burton, 1996), TFIID (Ruppert et

Tjian, 1995; Dubrovskaya et al., 1996), TFIIE (Maxon et Tjian, 1994) et l’ARNP

II (Flores et al., 1989). Ainsi, TFIIF orchestre l’organisation du PIC. Son rôle

principal en élongation est de supprimer les pauses transitoires de l’ARNP II et

stimuler l’élongation (Bengal et al., 1991). Jusqu’à ce jour, TFIIF a été retrouvé

dans toutes les formes purifiées de l’holoenzyme ARNP II (revu par Greenblatt,

1997).

L’isomérisation du PIC est un processus progressif dans lequel des changements

de conformation de l’ADN et des protéines se produisent avant l’initiation de la

transcription. Des études de photopontage ont démontré que TFIIF joue un rôle

fondamental dans ce processus. Ces études réalisées dans le laboratoire de Benoit

Coulombe, en absence de RAP74 et en présence de mutants de RAP74, ont

permis d’observer l’implication de TFIIF dans le phénomène d’enroulement de
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l’ADN autour de l’ARNP II (Robert et al., 1998; forget et al., 1997). Le

phénomène d’enroulement sera expliqué plus en détail dans la section 1.4.2

Au niveau structural, la protéine RÀP74 peut-être divisée en trois régions

distinctes : un domaine N-terminal globulaire important pour la liaison de RAP3O,

l’assemblage du PIC et la stimulation de l’élongation; une région centrale

fortement chargée dépourvue d’acides aminés hydrophobes; et finalement, un

domaine C-terminal très basique avec une structure globulaire. Ce domaine fait

contact avec TFIIB et l’ARNP II et stimule la protéine Fcpl, une phosphatase du

CTD de l’ARNP II (Archambault et al., 1998). Pour sa part, RAP3O, est composé

d’un domaine N-terminal liant RAP74 et TfIIB (Fang et Burton, 1996), un

domaine central agissant avec la sous-unité Rpb5 de l’ARNP II (Wei et al., 2001)

et un domaine de liaison à l’ADN en C-terminal ayant des similarités avec le

facteur sigma de 1’ARNP procaryote (Wei et al., 2001). Aussi, des études de

photopontage ont permis de suggérer que RAP30, pourrait agir comme une

chaperonne moléculaire en catalysant l’assemblage l’ARNP II dans le PIC

(Coulombe et al., 1994).

1.3.1.6- TFIIH

Le facteur TFIIH est composé de 10 sous-unités divisées en deux sous-

complexes: le complexe central et le complexe CAK (cyclin-activating kinase

comptex). Le domaine central est composé de cinq protéines: XPB (xeroderrna

pigmentosum B), p34, p52, p62 et p44. Le domaine CAX est formé de Cdk7

(cyclin-dependent kinase 7), Cyclin H et la protéine MATi. XPD txeroderma

pigmentosum D) forme un lien entre le domaine central et le complexe CAX (revu

par Zurita et Merino, 2003). Une dixième sous-unité, TFB5, a récemment été mise

en évidence. Cette dernière est impliquée dans le trichothiodystrophie A, une

maladie reliée à un disfonctionnement dans le système de réparation NER. La

structure en trois dimensions de TFIN dévoile une forme en anneau avec une

cavité centrale interagissant possiblement avec l’ADN (Schultz et al., 2000).
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Le facteur TFIIH est impliqué dans trois phénomènes cellulaires de première

importance, soit la transcription, la réparation et le contrôle du cycle cellulaire.

Au niveau de la réparation de l’ADN, TFIIH participe à la réparation par excision

de nucléotide et la réparation de dommages oxydatifs (de Laat et al., 1999). Le

sous-complexe CAK de TFIIH est responsable de la régulation du cycle cellulaire,

notamment la transition G2 à M (Larochelle et al., 199$). Au niveau de la

transcription, les rôles de TFIIH sont multiples. Au cours de l’initiation, TFIN est

responsable de la formation d’un complexe ouvert grâce à ses hélicases.

L’activité hélicase retrouvée chez la sous-unité XPB est essentielle pour

l’ouverture de l’ADN du promoteur. Par contre, cette activité peut être court

circuitée en utilisant des matrices d’ADN pré-ouvertes. L’hélicase de XPB est

aussi requise pour la transition entre la production de transcrits avortés et

l’élongation formant un ARNm complet (Bradsher et al., 2000). XPB prévient

aussi les arrêts prématurés de l’ARNP II en élongation à des positions

rapprochées du promoteur (revu par Lee et Young, 2000). À la suite de la

formation du complexe ouvert, Cdk7 phosphoryle les 5 sérines du CTD de la plus

grande sous-unité de l’ARNP II. Cette phosphorylation permettra à l’ARNP II de

relâcher la plupart des facteurs généraux de transcription pour initier le processus

d’élongation (revu par Zurita et Merino, 2003). La figure 3 présente les rôles de

chacune des sous-unités de TFIIH.
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Figure 3. Fonctions des sous-unïtés de TFIIH. La dixième sous-

unité n’est pas représentée sur cette figure.

Des mutations dans les hélicase XPB et XPD sont responsables de maladies

génétiques sévères chez les humains incluant le Xeroderma pigmentosum, le

syndrome de Cockayne et la Trichothiodystrophie (revu (Egly, 2001).

1.3.2- Les ré%ulateurs transcriptionnels liant l’ADN

La régulation de l’expression des gènes implique généralement une balance entre

l’action des activateurs et des répresseurs. Typiquement les activateurs sont

formés de deux domaines: un domaine de liaison à l’ADN et un domaine qui

recrute ou stimule les activités de la machinerie transcriptioimelle. Les activateurs

transcriptionnels peuvent recruter des complexes de modification de la

chromatine comme Swi/Snf ou SAGA au promoteur (revu par Lee et Young,

2000). Les activateurs peuvent aussi lier et recruter des composants de la

machinerie transcriptionnelle (revu par Lee et Young, 2000).

f-
/

Régule cdk7
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Une méthode permettant de photoponter les protéines à des sites spécifiques sur

l’ADN a été utilisée dans le laboratoire de Benoit Coulombe afin de montrer

qu’un activateur lié à des séquences spécifiques de reconnaissance en amont du

promoteur basal peut interagir directement avec le complexe TBP-TFIIB-TFIIA

situé au promoteur basal. Cette interaction implique la formation d’une boucle

dans l’ADN (Dion et Coulombe, 2003). Dans cette même étude, il a été montré

que l’interaction entre l’activateur et la machinerie transcriptioimelle modifie la

topologie du complexe TBP-TfIIA-TFIIB, mais ne change pas l’efficacité de

formation du complexe. Un autre rôle des activateurs est d’influencer l’activité de

la machinerie de transcription. Quelques activateurs peuvent aussi stimuler

plusieurs cycles de transcription pour des gènes hautement exprimés en facilitant

la réinitiation. Un intermédiaire de réinitiation formé de TFIID, TflIA, TFIIH,

TFIIE et du médiateur a été identifié. Cet intermédiaire est dépendant de l’ATP et

est stabilisé par l’activateur Ga14-VP16 (Yudkovsky et al., 2000).

Les répresseurs peuvent être regroupés en deux classes : les répresseurs généraux

et les répresseurs gènes spécifiques (Lee et Young, 2000). Les répresseurs

transcriptionnels généraux sont génétiquement définis par des mutations causant

une augmentation de la transcription de plusieurs gènes fonctionnellement non-

reliés. Les répresseurs généraux liant l’ADN peuvent interagir avec la machinerie

transcriptionnelle basale (souvent TBP) ou avec les nucléosomes (Hampsey,

1998). Par exemple, Moti, lie les comlexes TBP-ADN et cause la dissociation de

TBP de l’ADN de manière ATP-dépendante. Pour leur part, les répresseurs gènes

spécifiques fonctionnent en se liant à des activateurs ou en compétionnant pour

les sites de liaison d’activateurs. Par exemple, Hsp9O lie l’activateur

transcriptionnel Hsfl et prévient la formation d’un trimère Hsfl nécessaire à la

liaison à l’élément de réponse “heat shock” (Lee et Young, 2000). Les

répresseurs liant l’ADN peuvent aussi recruter les histones desacétylases pour

réprimer la transcription via leur action sur la chromatine (voir section 1.3.3.4)
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1.3.3- Les co-régulateurs

Certaines protéines ou complexes protéiques peuvent agir de manière indirecte sur

la transcription en permettant aux activateurs de réaliser leurs fonctions (le

médiateur et TfIID) ou en changeant l’accessibilité de la chromatine (les

remodeleurs de la chromatine, les histones acétyltransférase et les histones

desacétylases).

1.3.3.1- Le médiateur

Le médiateur est un complexe protéique qui a été isolé chez la levure sur la base

de sa nécessité pour l’activation transcriptionnelle dans des systèmes reconstitués

(Hampsey, 199$). Le médiateur peut jouer divers rôles dans la régulation de la

transcription chez la levure. En plus de stimuler la transcription basale de 10 fois,

le complexe médiateur peut stimuler de 30 fois la réponse aux activateurs. De

surcroît, le médiateur provoque une augmentation de 30 à 50 fois de la

phosphorylation du CTD de Rpbl par le facteur TFIIH (Davis et al., 2002).

Contrairement à l’ARNP II et les FGTs, le complexe médiateur n’est pas capable

de lier des séquences spécifiques d’ADN. Par contre, ce dernier peut interagir

physiquement avec l’ARNP II en liant son CTD (Woychik et Hampsey, 2002).

Cette interaction forme l’holoenzyme, dont la structure est montrée à la figure 4.

La phosphorylation du CTD joue un rôle important au niveau de l’interaction

entre le médiateur et l’ARNP II. Effectivement, une étude réalisée en 1999 a

permis de démontrer que l’ablation du CTD de Rpbl, prévient l’association entre

le complexe médiateur et ARNP II in vitro (Asturias et al., 1999).
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Figure 4. Structure du complexe médiateur et de l’ARNP II.

Le médiateur, en bleu, est formé des domaines head, middte et tait.

L’ARNP II, en beige, lie l’ADN (orange). Le point noir représente

la localisation du CTD.

Les états hypophosphorylé et hyperphosphorylé du CTD de la sous-unité Rpb 1 de

l’ARNP II ont permis de suggérer un cycle de recyclage du complexe médiateur.

En effet, il a été observé que l’ARNP II est hypophosphorylée lorsqu’elle est en

complexe avec le médiateur alors que lors de l’élongation, elle possède un CTD

fortement phosphorylé et n’est plus associée au complexe médiateur. Ces résultats

ont permis de suggérer un modèle dans lequel la phosphorylation du CTD par

TFIIH permet la dissociation du médiateur de l’ARNP II. Le médiateur libéré du

complexe peut ensuite lier les ARNP II libres et le cycle se répète (Davis et al.,

2002).

Médïateur

Tirée de Davis et ai, 2002
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1.3.3.2- TFIID

En 1989, plusieurs groupes ont purifié et cloné le facteur de liaison à la boîte

TATA (TBP) chez la levure. Le clonage de TBP chez la drosophile et l’humain a

été décrit l’année suivante (revu par Albright et Tjian, 2000). À l’origine, on

croyait que TBP et TFIID étaient identiques, mais des expériences de

transcription in vitro ont rapidement contrecarré cette hypothèse. Effectivement, il

a été observé que TFIID natif, mais pas TBP recombinant, peut supporter la

stimulation de la transcription par un activateur dans des systèmes purifiés. Ceci a

conduit à la proposition, et subséquemment à la démonstration, que les

polypeptides associés à TBP sont essentiels pour médier l’action des activateurs

dans des systèmes reconstitués (revu par Albright et Tjian, 2000). Ces facteurs

sont connus sous le nom de TAFs et sont fortement associés à TBP chez les

mammifères, alors qu’ils semblent moins fortement associés chez la levure

(Martinez, 2002). TfIID est donc composé de TBP et des TAFs.

À une résolution de 35 À, TFIID présente une forme de fer à cheval comprenant

trois lobes dominants entourant une cavité centrale. Les lobes sont connectés entre

eux par des régions de faible densité (Andel, III et al., 1999). En plus de former

un pont entre les activateurs et la machinerie basale, les TAFs de TfIID possèdent

certains rôles au niveau de la régulation transcriptionnelle. TAF1 permet de créer

une zone d’échafaudage aux autres TAFs et à TBP dans le complexe TFIID; il

peut lier certains activateurs pour recruter TFIID au promoteur; il régule la liaison

de TBP à l’ADN; il peut aussi lier l’Inr du promoteur et les lysines acétylés des

histones; il possède des activités kinase, ubiquitine ligase et acétylase modifiant

les histones et les FGTs. Toutes ces activités de TAF1 sont dirigées vers deux

buts principaux: aider au positionnement et à la stabilisation de TFIID sur l’ADN

et altérer la structure de la chromatine au promoteur pour permettre l’assemblage

des FGT (revu par Wassarman et Sauer, 2001).
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Chez la levure, les promoteurs ont été groupés en deux classes en se basant sur

leur besoin en TAFs. Les promoteurs TAF-dépendent ont besoin des TAFs pour

la transcription et les promoteurs TAF-indépendant ne nécessitent pas les TAFs

pour leur activité. Des analyses isolant des mutants sensibles à la température

pour chacun des 13 TAFs essentiels, suivi d’une étude d’expression sur tout le

génome (genome-wide), ont permis d’évaluer le pourcentage des gènes dépendant

de chacun des TAFs. Chez la levure, environ 84% des gènes nécessitent au moins

un TAF et 16% des gènes sont TAFs-indépendants. Ainsi, chacun des TAF aurait

des rôles transcriptionnels distincts (Shen et al., 2003).

1.3.3.3- Les remodeleurs de la chromatine

Les remodeleurs de la chromatine peuvent agir de différentes manières; ils

peuvent changer le positionnement du nucléosome sur l’ADN, créer un état

remodelé dans lequel l’ADN est accessible et les histones restent liés, permettre la

dissociation complète des contacts histones-ADN ou échanger une histone pour

une histone “variant” (Mohrmaim et al., 2004). Plusieurs complexes protéiques

responsables de ce remodelage ont été identifiés. Les complexes les mieux étudiés

sont SWIJSNF et RSC chez la levure et NURF, CHRAC et ACF chez la

drosophile. Chacun de ces complexes contient une sous-unité possédant une

activité ATPase qui est essentielle pour l’activité de remodelage (revu par Lee et

Young, 2000).

Le complexe SWIISNF de la levure est le mieux caractérisé. Ce complexe a été

purifié et plusieurs propriétés biochimiques ont été rapportées. Les premiers

modèles de remodelage ATP-dépendant de la chromatine pointaient sur les

changements dans la composition en histones du nucléosome. En effet, il était

suggéré que les enzymes du type SWIISNF utilisaient l’énergie de l’hydrolyse de

l’ATP pour enlever un ou les deux dimères d’histone H2A-H2B. Un peu plus

tard, Hayes et Kingston proposaient un modèle alternatif dans lequel les dimères

n’étaient pas perdus, mais simplement réarrangés, générant un nucléosome
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remodelé (Aoyagi et al., 2002; Peterson, 2002). Le mécanisme précis de ce

phénomène n’est pas très bien connu.

Basé sur l’homologie des composantes du complexe SWI-SNF, un autre

complexe de remodelage de la chrornatine a été isolé chez la levure et nommé le

RSC (remodeÏs the structure of chromatine) (Cairns et al., 1996). Comme pour

SWIISNF, RSC possède des fonctions ATPase ADN-dépendant, dont l’activité

est stimulée par l’ADN libre et nucléosomal. RSC est un complexe de 15 sous-

unités, incluant plusieurs peptides reliés aux SWJISNF. RSC est

approximativement 10 fois plus abondant que SWIISNF et, contrairement au

SWIISNF, certains gènes encodant des sous-unités du RSC ne sont pas essentiels

à la viabilité cellulaire (revu par Hampsey, 1998).

D’autres facteurs de remodelage de la chromatine ont été décrits. NtRF et

CHRAC ont été isolés chez la drosophile. NURF inclut des homologues de

SWI2/SNF2. Un homologue de NURF n’a pas été décrit chez la levure, mais des

homologues de certaines sous-unités ont été identifiés. CHRAC, pour sa part,

inclut certaines sous-unités de NURF et facilite l’assemblage de la chromatine

(revu par Hampsey, 1998). Ainsi les eucaryotes contiennent plusieurs complexes

de remodelage de la chromatine jouant un rôle de co-activation.

1.3.3.4- Les histones acétyltransférases et les histones déacétylases

Les histones acétyltransférases (HAT) et les histones déacétylases régulent

l’acétylation des histones et des facteurs de transcription. La structure de la

chromatine peut être affectée par la modification de la partie N-terminale des

queues des histones du nucléosome. L’acétylation des lysines est la modification

la mieux caractérisée (revu par Legube et Trouche, 2003). L’acétylation permet

d’augmenter l’accessibilité de l’ADN en neutralisant les charges positives des

résidus lysines. Cette modification corrèle largement avec l’activation
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transcriptionnelle, la réplication et la réparation de l’ADN (revu par Legube et

Trouche, 2003).

L’acétylation de la chromatine a été évaluée comme étant un composant clé de la

régulation de la transcription et est catalysée par les HATs (Chan et La Thangue,

2001). Les HATs peuvent être regroupés en deux classes en fonction de leur

localisation cellulaire. Les HATs de type A sont situées dans le noyau et ont pour

fonction d’acétyler les facteurs nucléaires. Pour leur part, les HATs de type B sont

localisées dans le cytoplasme et semblent acétyler les histones nouvellement

synthétisées pour faciliter leur assemblage (revu par Lee et Young, 2000). Des

études biochimiques ont révélé que GenS peut être purifié dans plusieurs

complexes capables d’acétyler les histones. Deux complexes de levure et trois

complexes humains ont été purifiés et contiennent un HATs semblable à Gcn5.

Ceci suggère que la spécificité de substrat peut-être influencée par l’association

avec d’autres protéines (revu par Lee et Young, 2000).

La première histone deacétylase, HDAC 1, a été purifiée et clonée sur la base de

son habileté à lier l’inhibiteur de deacétylase trapoxin. Une mutation de HDAC1

résulte en une hyperacétylation des queues des histones H3 et H4. Huit HDAC

humaines ont été identifiées. Chez les mammifères, HDAC1 et HDAC2 existent

aussi dans le complexe NuRD. Ce complexe est capable de remodeler les

nucléosomes de manière ATP-dépendante (revu par Lee et Young, 2000).

En plus de l’acétylation, plusieurs autres modifications des histones sont

impliquées dans le phénomène transcriptionnel. Effectivement, la méthylation, la

phosphorylation et l’ubiquitination de résidus spécifiques des histones peuvent

aussi affecter la liaison les facteurs de transcription sur l’ADN et changer la

stnicuture de la chromatine. Pour une revue récente, voir He et Lehming, 2003.
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1.3.3.6- Autres co-régulateurs transcrïptionnels

Un autre régulateur transcriptionnel purifié par le groupe de Robert Roeder à été

nommé USA (upsteam stimulatoiy activity). Le USA implique des activités

positives et négatives sur la transcription. Celui-ci interagit avec le PIC pour

réprimer la transcription en absence d’activateur et stimuler la transcription en

présence d’activateurs. Quelques composantes de USA ont été identifiées incluant

PC4. Cette protéine interagit directement avec différents domaines d’activations

et le complexe ADN-TBP-TFIIA, médiant l’interaction entre les activateurs et le

PIC (revu par Hampsey, 1998).

La protéine chromosomique non-histone HMG2 agit aussi comme un co

activateur en stabilisant une conformation active du complexe TfIID-TFIIA

promoteur (Shykind et al., 1995; Hampsey, 1998).

1.4- L ‘ARNP II: structttre Vs fonction

La structure grossière de l’ARNP de la bactérie T. aquaticus définit une forme de

pince de crabe comparable à celle de l’ARNP II. En comparant l’ARNP II et

l’ARNP bactérienne, il a été démontré que la plupart des résidus conservés se

situent au niveau du centre catalytique. Par contre, il y a très peu de conservation

au niveau des résidus de surface. Les similarités dans la structure du centre

catalytique suggèrent que le mécanisme d’action est analogue et les différences au

niveau des résidus de surface sont cohérentes avec le besoin pour l’enzyme

eucaryote de produire plusieurs contacts avec les FGTs et d’autres protéines

régulatrices (revu par Woychik et Hampsey, 2002). Des études comparant

l’ARJ\P de E. cou avec celle des eucaryotes ont permis de constater des

homologies entre les deux enzymes. Effectivement, Rpbl est structurellement et

fonctionnellement homologue à la sous-unité f3’ de l’ARNP procaryotique et

Rpb2 est l’homologue de la sous-unité f3 bactérienne (revu par Coulombe et

Burton, 1999). Rpbl et Rpb2 sont les deux plus grosses sous-unités de l’ARNP II

et, ensemble, elles forment le centre catalytique de l’enzyme. Ces deux sous-
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unités contribuent à elles seules pour plus de 60% du volume total de l’ARNP II

avec des poids moléculaires respectifs de 220 et 140 kDa (Acker et al., 1997).

Pour leur part, Rpb3 et Rpb 11 semblent être les homologues distants de la sous-

unité c de E. cou. Donc, par analogie â la sous-unité et, ces deux sous-unités

seraient impliquées dans l’assemblage de l’ARNP II.

Les ARNP II de levure et de l’humain affichent un très haut niveau d’identité de

séquence, dispersée de manière égale dans toutes les sous-unités. Il a été démontré

que la plupart des sous-unités de l’ARNP II humaine sont interchangeables avec

leur contrepartie chez la levure (revu par Woychik et Hampsey, 2002). La

délétion des sous-unités Rpb4 et Rpb9 chez la levure a démontré que ces

dernières ne sont pas essentielles pour la survie de la cellule (Woychik et Young,

1989). Chez les eucaryotes, l’ARNP II est formée de 12 sous-unités nommées

Rpbl à 12. Les sous-unités Rpb6, 8, 10 et 12 sont aussi des sous-unités des

ARNPs I et III et celles-ci semblent être des composantes stnicturales centrales de

l’enzyme (revu par Coulombe et Burton, 1999). L’ARNP II purifiée à partir du

mutant de délétion de Rpb4 était aussi dépourvue de la sous-unité Rpb7, indiquant

que Rpb7 est relié à l’ARNP II via Rpb4. Ce complexe Rpb4/Rpb7 se retrouve en

quantité sous-stoechiométrique dans l’ARNP II. Les préparations d’ARNP II

purifiées sont constituées d’un mélange protéique non-homogène, causant certains

problèmes pour les études de structure cristallographique (Gnatt, 2002). C’est en

utilisant un mutant de délétion pour Rpb4 qu’il a été possible de réaliser la

première cristallographie de l’enzyme (Edwards et al., 1990).

L’arrivée de la structure cristallographique de l’ARNP II de levure a propulsé

l’avancement des recherches dans le domaine de la transcription. La plus forte

résolution de l’enzyme obtenue à ce jour est de 2.8 À avec l’ARNP II de levure à

10 sous-unités (voir la figure 5). Les deux sous-unités manquantes, Rpb4 et Rpb7,

sont importantes pour l’initiation de la transcription, mais pas pour l’élongation

(revu par Hahn, 2004).
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Figure 5. Structure cristallographique de l’ARNP II à une

résolution de 2.8 Â présentant le positionnement de chacune

des sous-unités. Il est à noter que les sous-unités Rpb4 et Rpb7

sont manquantes sur cette figure.

En 2001, le groupe de Roger Komberg a décrit la structure cristallographique de

l’ARNP ii à des résolutions de 3.1 et 2.8 À (Cramer et al., 2001). Ces structures

ont permis de modéliser l’enzyme dans deux états: la forme ouverte et la forme

partiellement fermée. En fait, ces deux formes diffèrent principalement par la

position de la structure mobile que l’on nomme le clarnp (revu par Klug, 2001).

La structure cristallographique de l’ARNP ii à haute résolution a permis

d’identifier certaines structures (Cramer et al., 2001). Au centre de l’enzyme, un

Tiré de Cramer et ai, 2000
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sillon est formé par le core, les mâchoires (jaw), le lobe et le clamp. Le sillon se

terminer par le vaÏÏ. Ces structures sont montrées à la figure 6.

Figure 6. Structure de l’ARNP II présentant les différents

modules de l’enzyme.

Le core constitue environ la moitié de la masse de l’ARNP II et est fonrié de

Rpb3, 10, 11 12 et de certaines régions de Rpbl et 2. Les mâchoires sont formées

de régions de Rpbl, Rpb5 et Rpb9. Pour sa part, le lobe est formé par Rpb2.

Finalement, la plus grande partie du cÏamp dérive de Rbpl, alors que la partie

restante est formée par une portion de Rpb2 et de la queue N-terminale de Rpb6

(Woychik et Hampsey, 2002). Le cÏamp est relié au core par un ensemble

d’éléments flexibles nommés les switches et permet au clanzp de bouger jusqu’à

30 À pour ouvrir et fermer le sillon (Cramer et al., 2001). La position ouverte

permet l’entrée de l’ADN du promoteur dans la structure de l’enzyme. Lorsque

Rpb6 est phosphorylé, il peut influencer la position du cÏarnp (Kayukawa et al.,

1999). Des études récentes ont dévoilé l’architecture de l’enzyme avec les sous-

unités Rpb4 et Rpb7 (Armache et al., 2003). La structure de l’enzyme à 12 sous-

unités a montré que le sous-complexe Rbp4-Rpb7 est lié à une poche formée de

Rpbl, 2, et 6 à la base du clarnp. Dans cette poche, Rpb7 agit comme un levier

bloquant le clamp dans sa conformation fermée. Il a été proposé que durant la

Rpb5

Tiré de Hahn et aI, 2004
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formation du complexe ouvert, l’ADN simple brin matrice entre dans le sillon

pour aller se positionner au site actif (revu par Hahn, 2004). De plus, un pore dans

le complexe protéique peut permettre l’entrée des substrats NTPs pour la

polymérisation, ainsi que la sortie des transcrits (Cramer et al., 2000). La réaction

catalytique nécessite la présence de deux ions Mg2 qui se localisent au site actif

de Ï’ARNP II. Celui-ci participe directement dans la formation des liens

phosphodiesters nécessaires à l’assemblage des nucléotides composant l’ARNm

(Coulombe et Burton, 1999). La trajectoire grossière de l’ADN dans la structure

de l’ARNP II est décrite à la figure 7.
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Figure 7. Voie empruntée par l’ADN lors de la transcriptïon

par J’ARNP II.

Les surfaces plus rapprochées sont représentées en gris pâle. Le

brin codant est en bleu, le brin non-codant en vert et l’ARN est en

rouge. Lorsque l’ADN entre dans l’enzyme, il est maintenu par les

structures protéiques nommées les jrnv. Le bout 3’ en croissance de

l’ARN est localisé près de l’ion Mg2±+ (rose) situé au site actif.

Un mur protéique (le wall) bloque le passage direct de l’ADN à

travers l’enzyme, ce qui oblige un changement d’axe de la

trajectoire. Les nucléotides peuvent entrer dans une ouverture

conique (lefiinnel) sur le coté de l’enzyme et peuvent ainsi avoir

accès au centre actif de l’ARNP II en empruntant le pore. Les

régions pointillées de l’ADN sont absentes du modèle

crystallographique.

D’autres informations importantes ont été obtenues à la suite de la cristallisation

de l’ARNP II en élongation à une résolution de 3.3 À (Gnatt et al., 2001). La carte

de densité des électrons permet de voir un hybride ADN-ARN de 9 pb dans la
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bulle transcriptionnelle. Les auteurs ont proposé un modèle pour décrire l’étape de

translocation. Cette étape suit l’addition du nucléotide à la chaîne d’ARN en

élongation et impliquerait l’aide du bridge helix (revu par Klug, 2001). Aussi, la

structure en élongation a été obtenue spécifiquement au niveau de la séparation de

l’ADN et de l’ARN (Westover et al., 2004). La figure 7 montre les interactions

entre l’ARNP II et l’hybride ADN-ARN. La structure en boucle de l’ARNP II

nommée lid semble agir comme un levier pour conduire les brins d’ADN et

d’ARN vers le bout en amont de la bulle transcriptionnelle et guider le brin

d’ARN vers le sillon de sortie. La structure nommée rudder interagit avec l’ADN

simple brin après la séparation du brin d’ARN, probablement pour prévenir la

réassociation avec l’ARN sortant. Finalement le foi-k loop J interagit et stabilise

l’hybride ADN-ARN. Ces trois structures interagissent ensemble pour former un

réseau d’interactions protéine-protéine et protéine-ADN stabilisant le complexe

en élongation (voir la figue 8)

Tiré de Hahn, 2004

Figure 8. Interactions entre 1’ARNP II et l’hybride ADN-ARN

dans la structure de l’enzyme en élongation.
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Dtirant l’élongation de l’ARNm, l’ARNP II peut rencontrer des séquences d’ADN

capable de causer un mouvement de recul de l’enzyme. Ce mouvement est

nommé backtrakiiig et implique l’extrusion du bout 3’ de l’ARNm par le pore de

l’ARNP II, ce qui peut conduire à un arrêt de la transcription par l’ARNP II. Pour

échapper à cet arrêt, le clivage de l’ARNrn est requis et est stimulé par le facteur

TFIIS. Le facteur d’élongation TFIIS augmente fortement l’activité nucléase de

l’ARNP II. TFIIS est constitué dti domaine I qui est faiblement conservé, du

domaine central II qui est requis pour la liaison à l’ARNP II et du domaine III en

C-terminal. Ce dernier est un domaine à ruban de zinc (zinc ribbon) essentiel pour

le clivage de l’ARNm. Un modèle du squelette du complexe TFIIS-ARNP II a été

produit récemment à 3.8 À de résolution (Kettenberger et al, 2003). Selon ce

modèle, le domaine II de TfIlS lie une des mâchoires (jaw) de l’ARNP II et son

domaine III fait sailli du pore de l’ARNP II menant à son site actif (voir figure 9).

RrJAexit
-

— WaI I -

Acti\ese\

re

% Bicktri’DkIn’ RUA

Tiré de Kettenberger et al., 2003

Figure 9. Schéma des interactions de 1’ARNP II avec TFIIS.
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Des études biochimiques et structurales ont permis de proposer un modèle du

mécanisme de polymérisation des nucléotides et du clivage des ARNm par

l’ARNP II. Ce dernier implique les deux ions métal du centre catalytique de

l’enzyme. Dans ce modèle, la polymérisation et le clivage nécessitent le métal A

ainsi qu’une implication différentielle du métal B. Pour la réaction de

polymérisation, le métal B lie les phosphates du nucléotide (revu par Cramer,

2004). Par contre, pour stimuler le clivage, deux résidus acides essentiels et

invariants de la structure en épingle du domaine III de TfIlS complémentent le

site actif de l’ARNP II et peuvent positionner le métal B et une molécule d’eau.

Ce positionnement stimulerait le clivage hydrolytique de 1’ARNm. TFIIS produit

aussi un changement de conformation dans l’ARNP H pouvant réaligner les

acides nucléiques au centre actif (Kettenberger et al., 2003).

1.4.1- Le domaine carboxv-terminal de 1’ARNP II (CTD)

La plus grande sous-unité de l’ARNP II (Rpbl) possède un domaine carboxy

terminal (CTD) consistant en un hepetapeptide répété avec la séquence consensus

Tyr-Ser-Pro-Thr-Ser-Pro-Ser (Woychik et Hampsey, 2002). Le CTD est répété 2$

fois chez la levure, 42 fois chez la drosophile et 52 fois chez l’humain et la souris

(Corden, 1990). Même si le CTD n’est pas requis dans les essais d’activité

promoteur-dépendent de l’ARNP II, il est essentiel in vivo. Effectivement, la

délétion complète du CTD chez la drosophile et la levure entraîne la létalité

(Nonet et al., 1987). Des études de photopontage réalisées dans le laboratoire de

Benoit Coulombe ont permis de localiser le CTD relativement à l’ADN du

promoteur. Le CTD a été localisé en aval du site d’initiation, soit aux positions

+16 à +26, en juxtaposition avec le tunnel de sortie de l’ARN de l’enzyme ARNP

II (Douziech et al., 1999). La phosphorylation du CTD de Rpbl est importante

pour la régulation de l’activité de l’ARNP II durant le cycle transcriptionnel;

l’ARNP II hypophosphorylée est préférentiellement recrutée au PIC (Lu et al.,

1991) et devient phosphorylée durant la transition de l’initiation à l’élongation

(Layboum et Dahmus, 1990). La phosphorylation se produit initialement sur la
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Tableau I. Résumé des principales kinases du CTD et leurs caractéristiques

Kinases du CTD Complexe Positions Implications
Mammi Levure multiprotéique phosphory- transcrîptionnelles

fère lées

CDK1 CDC2$ MPF

Complexe CTK1 ?
$er-5

Complexe DNA- Ser-7
PK

Répression de la
transcription durant la

mitose?
Activation de l’entrée en
élongation, recrutement

des enzymes de
formation de la coiffe en

5,
Répression de l’initiation

Activation de
l’élongation

c-abl Tyr-1 ?
Tiré de (Bensaude et al., 1999; Palancade et Bensaude, 2003)

La phosphatase la plus largement connue est nommée Fcp 1. Le recyclage de

l’ARNP II après la transcription requiert la désphosphorylation du CTD par la

phosphatase fcpl (Archambault et aÏ., 1997). fcpl est conservée parmi les

organismes eucaryotes et est essentielle à la viabilité cellulaire (Kamenski et al.,

2004). L’activité de cette phosphatase est stimulée par la sous-unité RAP74 du

sérine 5 puis sur la sérine 2 du CTD. L’hyperphosphorylation du CTD est aussi

liée à d’autres processus essentiels durant la synthèse des ARNm, incluant le

recrutement des enzymes de modification des ARNm et des facteurs d’épissage

des pré-ARNm (revu par Palancade et Bensaude, 2003). Plusieurs kinases

phosphorylent le CTD in vitro. Une liste de kinases impliquées dans la

phosphorylation du CTD est présentée au tableau I.

CDK7 KN28 TFIIH

Médiateur

P-TEFb

Ser-2, Ser-5

Ser-5 (Ser-2)

Ser-2, Ser-5
9

SRB 10
9

CTK1
MPK 1

CDK8
CDK9

9

ERK 1/2
DNA

PK

9

9

9
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facteur de transcription TFIIF et cet effet stimulateur peut être bloqué par TFIIB

(Chambers et al., 1995). Des études de NMR (Nuclear magnetic resonance) ont

permis de localiser les domaines de liaison de la phosphatase FCP1 aux facteurs

de transcription TFIIF et TFIIB (Nguyen et al., 2003). Récemment, une nouvelle

phosphatase du CTD de l’ARNP II a été mise en évidence. Cette dernière,

nommée SCP1 (srnall CTD phosphatase), déphosphoryle préférentiellement la

sérine 5 (Yeo et al., 2003). De plus, la protéine UBLCP1 (ubiqzdtin-like dornain

containing CTD phosphatase 1) a été dernièrement identifié comme étant aussi

une phosphatase du CTD de l’ARNP II (Zheng et al., 2005).

1.4.2- Le phénomène d’enroulement de l’ADN du promoteur autour de

I’ARNP (wrappiit’)

Il a été proposé que le phénomène d’enroulement de l’ADN autour de l’appareil

transcriptionnel (wrapping), stimule la séparation de la double hélice d’ADN,

causant une ouverture de l’ADN au site catalytique de l’enzyme avant l’initiation

et pendant l’élongation du transcrit (Coulombe et Burton, 1999).

Le phénomène d’enroulement de l’ADN autour de l’ARNP a été mis en évidence

chez E. cou par des études d’empreinte à la DNase I. Ces expériences, effectuées

dans des complexes ouverts et fermés, ont permis d’observer que la liaison de

l’ARNP procaryote sur l’ADN s’étendait à 310 À et plus. Paradoxalement, selon

des études cristallographiques, la dimension la plus large de Ï’ARNP procaryote

est d’environ 160 À (Coulombe et Burton, 1999). L’analogie “l’empreinte est

plus grande que le pied” est parfois utilisée pour décrire ce paradoxe (voir la

figure 10). Ainsi, il s’avère peu probable que l’ARNP interagit uniquement par

des contacts sur de l’ADN linéaire. Le modèle d’enroulement de l’ADN autour de

l’ARNP a alors été proposé dans plusieurs laboratoires (Craig et al., 199$;

Polyakov et al., 1995). L’établissement de ce modèle permet donc de résoudre le

paradoxe posant une contradiction au niveau de la longueur de l’ADN protégé de

la DNase I par l’holoenzyme versus la longueur physique de l’ARNP.
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E. oIi Holoenzyme
Complexe ouvert

+-70 +20
+1

310À I

Tiré de Coulombe et Burton, 1999

figure 10. Exposition du paradoxe “l’empreinte est plus

grande que le pied” et modèle d’enroulement de l’ADN autour

de I’ARNP. La dimension la plus longue de 1’ARNP est de 160 Â,
alors que les études d’empreinte à la DNase I montrent une

protection s’étendant sur 300 Â. Le phénomène d’enroulement de

l’ADN autour de l’enzyme permet de résoudre ce paradoxe.

La formation PIC en utilisant l’ARNP de E. cou a été étudiée à différentes

températures pour permettre la caractérisation des structures intermédiaires. À une

faible température (0-15 °C), l’ARNP procaryote a une structure ouverte et une

empreinte à la DNase I s’étendant entre les nucléotides -70 ou -50

(dépendamment du promoteur utilisé) et -10. Par contre, à une température plus

élevée (30-37 °C), l’ARNP adopte une conformation fermée et une empreinte à la

160 A—H
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DNase I allant de -70 ou -50 à +20. Ces observations ont permis d’établir une

perspective dynamique du phénomène et de distinguer un enroulement progressif

de l’ADN autour de l’ARNP de E. cou (revu par Coulombe et Burton, 1999).

Chez les eucaryotes, les premières évidences de phénomène d’enroulement de

l’ADN autour de l’ARNP II ont été obtenues par des analyses de photopontage

des protéines du PIC sur le promoteur majeur tardif d’adénovirus (AdMLP)

(Coulombe et al., 1994; Forget et al., 1997; Robert et al., 1998; Kim et al., 1997).

En étudiant le PIC incluant TBP, TFIIB, TFIIF, TFIIE et l’ARNP II, le groupe de

Benoit Coulombe a observé que l’ARNP II se localise près du promoteur à

différents endroits entre les nucléotides -40 à +26. Cette région correspond à 66

ph, c’est-à-dire environ 225 Â, et est beaucoup plus longue que la plus longue

dimension de l’ARNP II, soit 140 Â (Forget et al, 2003). De plus, des images par

microscopie électronique de complexes de pré-initiation sur l’ADN du promoteur

permettent la visualisation directe de ce phénomène d’enroulement de l’ADN

autour de l’enzyme (voir figure 11).



figure 11. Mïcroscopie électronique des PIC assemblés sur le

promoteur AdMLP en présence de TBP, TfIIB, TFIIF, TFIIE

et l’ARNP II. Deux fragments d’ADN sans complexe (flèche à

double sens), un complexe libre (tête de flèche) et un complexe lié

à l’ADN (flèche à un sens) sont montrés.

Comme il a été mentionné précédemment, le facteur de transcription TFIIF est

impliqué dans ce phénomène d’enroulement. Des expériences de photopontage

ont permis de localiser RAP74, la grande sous-unité de TFIIF, à proximité de

l’ADN du promoteur à des distances similaires en amont et en aval de la courbure

de l’ADN au niveau de la boite TATA. La liaison de RAP74 induit un

changement de conformation affectant la position de l’ARNP II relativement à

l’ADN. La région N-terminale de RAP74 (l-205), est nécessaire et suffisante

Tiré de Forget et ai, 1997
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potir la réorganisation du PIC et pour permettre des contacts de l’ARNP II en

amont et en aval de la boîte TATA (forget et al., 1997). Cette région contient le

domaine de liaison à RAP3O et une autre région située entre les acides aminés 172

et 205 qui est aussi nécessaire pour permettre la transcription in vitro. Cette

région, appelée HLR1, est responsable de l’homomérisation de RAP74. Celle-ci

permet les interactions RAP74-RAP74 facilitant un enroulement étendu de l’ADN

autour de l’ARNP II. Effectivement, plusieurs contacts du promoteur avec

l’ARNP II requièrent la présence de HIR1 et du domaine de liaison de RAP3O

(Robert et al., 1998). Les études de photopontage ont permis de montrer que

l’utilisation d’un mutant RAP74 (1-172) provoque des contacts de l’ARNP II

avec l’ADN entre les positions -19 et -5. Par contre, le mutant RAP74 (1-205) ou

d’autres plus longs, étendent les contacts de l’ADN avec 1’ARNP II aux positions

-39/-40 à +13. (Forget et al., 1997; Robert et al., 1998). L’enroulement serré de

l’ADN autour de la machinerie transcriptionnelle est représenté à la figure 12.

Figure 12. Modèle d’enroulement de l’ADN autour de la

machinerie transcriptionnelle induit par RAP74. TE? est en

jaune, TFIIB en rouge, TFIIF en vert, TF11E34 en bleu clair,

l’ARNP II en bleu foncé, la région HIR1 est indiqué et représente

le domaine de dimérisation de RAP74.

Tiré de Robert et aI, 1998
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Des études subséquentes utilisant des mutants de délétion suggèrent que la région

de RAP74 entre les acides aminés L155 et M177 stimule l’ouverture de l’hélice

d’ADN pour l’initiation (Ren et al., 1999).

Les facteurs de transcription TBP et TFIIB facilitent le phénomène d’enroulement

du promoteur d’ADN en induisant une courbure d’environ $00 dans l’ADN au

niveau de la boîte TATA (Wemer et Burley, 1997). Des études de photopontage

ont révélé que la courbure au niveau de la boîte TATA induite par TBP et Tf11E

permet le contact de l’ARNP II avec l’ADN du promoteur dans les régions -39/-

40 (Forget et al., 1997; Robert et al., 1998; revu par Coulombe et Burton, 1999).

Aussi, la présence de TFIIE favorise l’enroulement de l’ADN (Robert et al.,

199$).

Cet enroulement pourrait faciliter l’initiation de la transcription en ouvrant

partiellement le promoteur au niveau du site +1. L’ouverture partielle libérerait

une matrice d’ADN simple brin, facilitant ainsi l’accès aux hélicases de TFIIH

ATP dépendantes.

1.5- Le cycle de transcription par t ‘ARNP II

La transcription est un processus moléculaire qui se divise en étapes la pré-

initiation, l’initiation, le dégagement du promoteur, l’élongation et la terminaison.

Les étapes sont présentées schématiquement à la figure 13.
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Tiré dc Hahn, 2004

Figure 13. Résumé du cycle transcriptionnel de I’ARNP II

1.5.1- Pré-initiation de la transcription : l’assemblage séquentiel Vs

l’holoenzyme

Le processus transcriptioimel débute généralement par la liaison d’un facteur de

régulation spécifique au gène transcrit sur l’ADN. Ce facteur pourra agir

indirectement sur la machinerie transcriptionnelle en recrutant les facteurs

responsables de la modification de la chromatine ou directement en interagissant

avec les composants de la machinerie basale. Le remodelage de la chromatine

facilite l’accès de la machinerie transcriptionnelle à la région promoteur du gène

(revu par Halm, 2004). L’ARNP II pourra ensuite rejoindre le promoteur génique

en compagnie des facteurs généraux de transcription TFIIA, TFIIB, TFIID,

TFIIE, TFIIF et TFIIH, afin de former le PIC. La théorie initialement admise sur

la formation du PIC implique l’assemblage séquentiel de chacun des facteurs au

niveau de l’ADN du promoteur. Dans ce modèle, TBP liant la boîte TATA, sert

de plateforme pour le recrutement subséquent du facteur TFITB. Par la suite,

TFIIF escorte l’ARNP II pour se joindre le complexe ADN-TBP-TFIIB.

Finalement, TFIIE et TFIIH entrent dans le complexe et finalisent la formation du

PIC. Le rôle de TFIIA dépendra de la composition du système. TFIIA stimule la

transcription dans des systèmes utilisant des extraits cellulaires et dans des

11F



43

systèmes reconstitués lorsque TfIID est employé (TBP avec les TAFs). Le facteur

TFIIA peut s’associer au complexe à n’importe quelle étape après l’association de

TBP à l’ADN (revu par Ranish et al., 1999).

D’autre part, ce modèle séquentiel a été remis en question par la découverte de

complexes pré-assemblés en solution comprenant l’ARNP II, quelques facteurs

généraux de transcription et d’autres protéines (revu par Myer et Young, 1998).

Ce complexe comprenant l’ARNP II est communément appelé “holoenzyme”.

Une des formes de l’holoenzyme chez la levure comprend l’ARNP II, TFIIF et le

complexe Srb/médiateur, comprenant Srb2, Srb4, Srb6, Srb7, Galli, Rgrl, Sin4,

Rox3 et 6 protéines Mcd (Myers et al., 1998). Une autre forme de l’holoenzyme

de levure contient les facteurs cités ci-haut avec les facteurs TFIIB, TFIIH, des

protéines Srb additionnelles et les protéines SWIISNF (Wilson et al., 1996). Bref

l’holoenzyme a été identifiée chez la levure sous différentes formes. Récemment,

la purification de l’ARNP II dans des cellules de mammifère par la méthode TAP

(tandem affinitypeptide) a permis l’identification d’un nouveau complexe soluble.

Ce complexe est composé de l’ARNP II, TFITB, TfIIF, Fcpl et RPAP1 (Jeronimo

et al., 2004). Chez la levure comme chez les mammifères, les facteurs TFIIA et

TFIID ne semblent pas se retrouver dans les formes caractérisées de

l’holoenzyme. Un recrutement indépendant de ces deux facteurs au PIC a été

proposé (Ranish et al., 1999). À la suite de la formation du PIC (formé selon le

modèle séquentiel ou de l’holoenzyme), Tf11H permettra l’ouverture de la bulle

transcriptionnelle entre les positions -9 à +2, soit tout près du site d’initiation +1,

pour libérer une matrice d’ADN simple brin. Il est à noter que l’activité hélicase

du facteur TFIIH nécessite de l’énergie provenant de l’hydrolyse de l’ATP et est

étroitement régtilée par le facteur TFIIE. La matrice d’ADN libérée sera

positionnée au niveau du sillon majeur de l’ARNP II.

1.5.2- Initiation

La transcription peut ensuite être initiée par la formation du premier lien

phosphodiester de l’ARN naissant. Le processus d’appariement des NTPs
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nécessite deux ions Mg2 situés au site actif de l’ARNP II. Après l’ajout de quatre

NTPs, le PIC produit un changement de conformation menant à la stabilisation du

complexe ouvert. Un cycle d’initiation avorté conduira à la formation de plusieurs

courts transcrits d’ARN avant de procéder à l’élongation productive (Hoistege et

al., 1997).

1.5.3- Déaement du promoteur

Lorsque le transcrit atteint environ trente bases, l’ARNP II n’est plus en contact

avec le promoteur. Avant de commencer l’étape d’élongation productive, l’ARNP

II doit passer par l’étape de dégagement du promoteur. Durant cette étape, le PIC

est partiellement désassemblé et certain facteurs restent au niveau du promoteur.

Ceux-ci serviront d’échafaudage à tin nouveau cycle transcriptionnel. La

phosphorylation de la sérine 5 du CTD de l’ARNP II semble corréler avec l’étape

de dégagement du promoteur (revu par Sims, III et al., 2004). De plus, le facteur

TFIIH permet aussi de faciliter cette étape, en partie en prévenant l’arrêt

prématuré de l’ARNP II. De tous les facteurs généraux de transcription, seul

TFIIF se retrouve dans le complexe d’élongation. Une fois le promoteur dégagé,

un nouveau cycle transcriptionnel peut avoir lieu (revu par Sims, III et al., 2004).

1.5.4- ÉJon%ation et terminaison

L’ARNP II en élongation est en mesure de lier les facteurs d’élongation, les

facteurs de modification des ARN et les facteurs de modification de la

chromatine, formant un système intégré. Certains facteurs d’élongation ainsi que

leurs fonctions sont décrits dans le tableau II (pour une liste plus complète et plus

de détaillée, consulter la revue de Sims et ai, 2004.
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Tableau II : Les facteurs d’élongation de I’ARNP II

Facteurs
Propnetes

d elongation

TFIIF
Essentiel pour la formation du PIC, stimule l’efficacité de
l’ARNP II, module TFIIS, diminue les pauses

Elongïne Diminue les pauses, stimule l’efficacité de l’ARNP II

ELL Diminue les pauses, stimule l’efficacité de l’ARNP II

DSIF
Stimule l’élongation, supprime la terminaison précoce, stimule
la formation de la coiffe en 5’

NELF
Stimule une pause de l’ARNP II pour permettre le recrutement
des facteurs de formation de la coiffe en 5’.

Stimule l’élongation, recycle l’ARNP II par la
FCP1 déphosphorylation du CTD, implication dans la formation de la

coiffe en 5’

Réactive l’ARNP II arrêtée en interagissant directement avec

IFIIS
l’enzyme, stimule l’ARNP ii à cliver le transcrit naissant en 3’
(permet le réalignement de l’ARNP II au site actif et le 3’-OH
pour passer outre le site d’arrêt)

TEFb
Phosphorylation de la Serine 2 sur le CTD, qui est critique pour
la transition initiation à élongation

FACI
Module la structure de la chromatine, facilite l’élongation à
travers la chromatine.

Tiré de Sims et ai, 2004

L’étape finale du cycle transcriptionnel est la terminaison. À cette étape, l’ARNm

est clivé, polyadénylé et transporté au cytoplasme où il sera traduit en protéine. Il

est intéressant de noter que le facteur spécifique de clivage et poÏyadénylation

(CPSF) peut être recruté par TFIID durant la formation du PIC (Dantonel et al.,

1997). Ceci démontre que les processus d’initiation et de terminaison sont

interconnectés et peuvent s’influencer l’un l’autre.

1.6- Études des interactions protéine-ADN

Le recrutement des machineries moléculaires à une localisation génique

spécifique requiert des protéines régulatrices qui reconnaîtront de courts motifs
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d’ADN. Les interactions entre les protéines régulatrices et la machinerie

transcriptionnelle avec l’ADN génique sont essentielles au fonctionnement des

processus fondamentaux.

1.6.1- Les méthodes utilisées pour étudier les interactions protéine-ADN

Plusieurs méthodes ont été développées pour étudier les interactions protéine

ADN in vitro et in vivo. Parmi les méthodes les plus utilisées in vitro, on retrouve

le gel de retardement de bandes, les analyses d’empreinte à la DNase (celle-ci

peut parfois être utilisée in vivo) et le photopontage. In vivo,

l’immunoprécipitation de la chrornatine (CHIP) est fortement utilisée.

1.6.1.1- Le gel de retardement de bandes (EMSA)

La méthode de gel de retardement de bandes ou EMSA se base sur le principe que

les protéines ont un poids beaucoup plus élevé que l’ADN et par conséquent, se

déplacent beaucoup plus lentement dans des gels d’acrylamide natifs. Dans

certaines conditions expérimentales favorables, l’ADN marqué radioactivement

sera lié par une protéine et se distinguera de l’ADN libre (sonde) par une

migration plus lente dans le gel (Gamer et Revzin, 1981). Cette méthode permet

de déterminer la présence d’une liaison d’une protéine ou d’un complexe

protéique à un fragment d’ADN.

1.6.1.2- Les analyses d’empreinte à la UNase

Dans cette méthode, un segment d’ADN cible marqué à son extrémité 5’ est

partiellement dégradé par la DNase en présence et en absence de la protéine

étudiée. Le patron de dégradation partiel est ensuite observé sur un gel dénaturant.

Si la protéine lie l’ADN cible, le site de liaison de la protéine sur l’ADN sera

protégé de la dégradation par la DNase et le patron de digestion sera modifié

(Galas et Schmitz, 1978). Comparativement à la méthode de gel de retardement

de bande, les analyses d’empreinte à la DNase permettent de localiser le site de

liaison précis de la protéine.
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1.6.1.3- Le photopontage protéine-ADN site spécifique

La méthode de photopontage permet de ponter les protéines à des sites spécifiques

sur l’ADN par l’entremise de sondes radioactives contenant des nucléotides

photoréactifs. Ainsi, des sondes d’ADN plaçant un photonucléotide à des

positions déterminées sont initialement synthétisées. Par la suite un complexe est

assemblé sur la sonde et le photonucléotide est activé en présence de lumière DV.

Les protéines avoisinant le photonucléotide seront liées de manière covalentes par

ce dernier et pourront être identifiées par migration sur gel SDS-PAGE (Forget et

Coulombe, 2003). Cette méthode permet de localiser de manière précise la

protéine sur l’ADN. De plus cette méthode peut être appliquée à des complexes

mufti-protéiques. Contrairement aux analyses d’empreinte à la DNase qui ne

délimitent que l’endroit où débute et se termine la liaison sur l’ADN, le

photopontage en gel permet de déterminer les interactions protéiques au long du

fragment d’ADN.

1.6.1.4- L’immunoprécipitation de la chromatine (CHIP)

Contrairement aux trois méthodes présentées précédemment, le CHIP offre

l’avantage de déterminer les interactions des protéines avec l’ADN in vivo. Dans

cette méthode, la protéine est liée de manière covalente à l’ADN par un agent de

pontage comme le formaldéhyde. Ensuite, la chromatine est cisaillée et la protéine

cible est précipitée en utilisant un anticorps spécifique, co-précipitant ainsi des

fragments d’ADN. Les pontages sont ensuite renversés et l’ADN est relâché. Les

fragments d’ADN peuvent être identifiés par PCR (Kuo et Allis, 1999). La

méthode ChIP-chip combine les techniques d’immunoprécipitation de la

chromatine avec la technologie des microarray. Cette méthode permettra des

analyses à l’échelle du génome. Utilisant la méthode ChIP-chip, aussi appelée

location anatysis, Lee et al., ont été défini un réseau régulateur chez la levure

consistant en 106 facteurs de transcription et 2363 gènes cibles (Lee et al., 2002).
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1.6.2-Objectif de a première partie

Le premier objectif de ce travail était de déterminer les interactions protéine-ADN

du PIC comprenant les facteurs TBP, TFIIB, TfTIF (RAP3O et RAP74), TFIIE

(F34 et F56) et 1’ARNP II. Pour ce faire, une méthode de photopontage “en gel”

fût utilisée. Les techniques servant à la visualisation directe de l’enroulement de

l’ADN comme la microscopie életronique ou à force atomique, ne possèdent pas

la résolution requise pour cartographier la trajectoire de l’ADN autour de

l’enzyme. De plus, la cristallographie ne permet pas actuellement de former des

cristaux de PIC entiers pour identifier les interactions protéine-ADN. Aussi, les

méthodes d’EMSA, d’empreinte à la DNase et d’immunoprécipitation décrites

précédemment ne permettent pas d’étudier la trajectoire précise de l’ADN à

travers les nombreux polypeptides formant le PIC. Notre hypothèse est que la

méthode de photopontage en gel permettra de déterminer la trajectoire de l’ADN

dans la structure cristallographique de l’ARNP II établie par Cramer et aï en

2000, ainsi que la position relative des FGTs. L’identification de la trajectoire de

l’ADN dans le PIC permettra de mieux comprendre le mécanisme transcriptionnel

par l’ARNP II.

1.7- Études des réseaux d ‘interactions protéine-protéine

La majorité des protéines ne fonctionnent pas seules et par elles-mêmes.

Généralement, elles interagissent avec d’autres biomolécules pour réaliser leurs

fonctions. Le réseau d’interaction des biomolécules constitue la base de la vie et

les interactions entre les protéines, les effecteurs fonctionnels des processus

cellulaires, détiennent un rôle extrêmement important. L’interacto,ne des

protéines constitue un réseau fortement complexe régissant de manière intégrée

plusieurs processus cellulaires. Les mécanismes d’expression génique menant à la

formation des protéines impliquent plusieurs étapes et de nombreux effecteurs.

Par le passé, chacun des processus amenant à la génération des protéines avait été

étudiée de manière distincte. Aujourd’hui, plusieurs évidences expérimentales ont

mené à une vision beaucoup plus globale et intégrée du phénomène. La figure 14
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illustre bien la vision actualisée de l’expression des gènes impliquant le couplage

des processus. Selon cette vision, chaque étape de l’expression génique est une

subdivision d’un processus continu (Orphanides et Reinberg, 2002).

Figure 14. Vision actuelle de l’expression génique impliquant

le couplage des processus.

En plus de faciliter la compréhension du phénomène de couplage des processus

cellulaires, l’identification des partenaires d’une protéine inconnue peut aider à

inférer sa fonction. Par contre, malgré le couplage des processus, les protéines

interagissant ensemble sont souvent impliquées dans la même voie biochimique.

4çfl ê ç1
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Tiré de OlTha,ide et Reinber 2002
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1.7.1- Les principales méthodes utilisées pour étudier les interactions

protéine-protéine à lar%e échelle chez les eucaryotes

L’intérêt de plus en plus grandissant de définir l’interactorne protéique a mené à

la création de plusieurs banques de données informatiques emmagasinant des

résultats d’interactions connues. Ces banques ont été conçues initialement à partir

de données des études à petite échelle (Bader et al., 2001; Salwinski et al., 2004).

Au niveau expérimental, les premières études d’interaction protéique à large

échelle ont été publiées en 2000 (Uetz et al., 2000) et 2001 (Ito et al., 2001). Ces

deux études utilisaient la technologie du double hybride. Deux années plus tard,

les premiers complexes purifiés à large échelle ont été caractérisés (Ho et al.,

2002; Gavin et aI., 2002). Ces complexes ont été purifiés par la méthode TAP.

Ces deux méthodes sont les plus utilisées actuellement pour déterminer le réseau

d’interaction protéique à grande échelle dans les cellules eucaryotes.

1.7.1.1- La méthode du double-hybride

Cette méthode est largement utilisée pour déterminer les interactions physiques

entre deux protéines. Le système double-hybride a été développé par Stanley

Field (fields et Song, 1989) et utilisait les domaines modulaires d’activation et de

liaison de GAL4. Pour ce faire, la première protéine d’intérêt (l’appât) est

fusionnée avec un domaine de liaison à l’ADN et la deuxième (la proie) est

fusionnée avec le domaine d’activation du même facteur de transcription. Ces

deux protéines hybrides sont introduites dans la levure et la transcription du gène

rapporteur régulée par le facteur de transcription utilisé indique que les protéines

interagissent ensemble. Ainsi, le domaine d’activation et le domaine de liaison à

l’ADN du facteur de transcription utilisé sont reconstitués par la formation d’un

pont créé par la liaison des protéines de fusion. Le système double-hybride a

toutefois ses inconvénients. Premièrement, cette méthode ne peut pas (en théorie)

détecter des interactions entre plus de deux protéines (Ito et al., 2001). Aussi, le

système de deux hybrides ne convient pas à la détection des interactions

impliquant des protéines membranaires (Ito et al., 2001) et ne convient pas très
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bien aux protéines impliquées dans la transcription. finalement, cette méthode

peut générer beaucoup de faux positifs et négatifs (Coulombe et al., 2004)

1.7.1.2- La purification d’affinité utilisant une double étiquette TAP (Tandem

Affinity Feptide)

Dans cette méthode, une protéine de fusion (l’appât) portant une double étiquette

est exprimée dans les cellules et utilisée pour purifier ses partenaires d’interaction.

Il est à noter que la purification de complexes par la méthode TAP implique

l’identification de partenaires liant directement ou indirectement l’appât. La

purification du complexe en conditions natives utilise deux colonnes d’affinité. La

purification TAP possède plusieurs avantages pour les études protéomiques à

grande échelle. Un avantage important réside dans l’utilisation de conditions

natives permettant de maintenir les interactions avec ses protéines associées et la

purification de complexes entiers tels qu’ils existent in vivo. Comparativement à

la méthode du double hybride, la purification TAP a pour avantage d’identifier les

partenaires d’interaction directs ou indirects dans une seule expérience. De

surcroît, la purification TAP peut fournir des indications sur la stoechiométrie des

protéines des complexes et permet les analyses biochimiques du complexe

identifié. La purification TAP permet aussi de purifier des protéines mutantes. Les

mutants purifiés peuvent alors être caractérisés dans divers essais biochimiques.

Certains inconvénients à cette méthode doivent aussi être mentionnés. Tout

d’abord, il est possible que l’étiquette ajoutée à la protéine ne soit pas

suffisamment exposée pour permettre la liaison de la protéine aux billes d’affinité.

De plus, cette même étiquette peut interférer avec la fonction de la protéine ou

l’assemblage d’un complexe. Finalement, la protéase TEV utilisée au cours de la

purification (voir section 2.2.4.2) peut cliver dans certains cas rarissimes la

protéine d’intérêt ou un des partenaires protéiques qui lui sont associés.

La purification TAP chez les mammifères, mise en place dans notre laboratoire,

permet l’expression de la protéine d’intérêt à un niveau endogène en employant le
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système d’expression-Ecdysone illustré à la figure 15. Un système inductible

permet d’avoir un contrôle négatif servant à éliminer les faux-positifs, comme la

présence de protéines contaminantes liant de manière non-spécifique les billes ou

détenant des sites de liaison pour la calmoduline. De plus, l’introduction du

plasmide d’expression dans la cellule et l’expression de la protéine exogène

peuvent altérer la physiologie de la cellule. Conséquemment, la cellule peut

répondre à des stimuli de manière différente de la lignée mère non transfectée. Un

contrôle négatif utilisant des cellules non-induites permet de contourner ce biais

de la méthode.
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Système d ‘expression-Ecdysone:

I I I I RcR I I Vg&R

ç
Figure 15. Représentation schématique du système

d’expression inductible à l’ecdysone chez les mammifères. Le

plasmide du haut est présent dans les cellules ECR-293 et exprime

constitutivement le récepteur de l’acide rétinoïque (RXR), le

récepteur ecdysone (VgEcR) qui contient le domaine de

transactivation VP16 et le gène de résistance à la bléocine. Les

récepteurs RXR et VgEcR hétérodimérisent et lient l’élément de

réponse spécifique à l’ecdysone (E/GRE) en présence de

ponastérone A (No et al., 1996; Vickers et $harrocks, 2002). La

boîte P du récepteur VgEcR a été modifiée pour reconnaître un

demi-site de l’élément de réponse aux glucocorticoïdes (GRE).

Le plasmide du bas est formé du gène encodant la protéine

d’intérêt s’exprimant à partir d’un promoteur contenant l’élément

de réponse (E/GRE). Il contient aussi un gène de résistance à la

néomycine.

ptmn A
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1.7.2- XAB1 et DDX5, deux nouveaux partenaires d’interaction de J’ARNP II

et de TFIIS

1.7.2.1- Utilisation de la méthode TAP pour la purification de la machinerie

transcrïptionnele basale

La méthode TAP a été utilisée dans le laboratoire de Benoit Coulombe afin de

purifier l’ARNP II et tous les FGTs humains dans des conditions natives.

Comparés aux FGTs purifiés selon des méthodes chromatographiques classiques,

les “holo-FGTs” comportent des polypeptides additionnels dont certains

pourraient représenter des sous-unités régulatrices. En 2004, ces études ont permis

de décrire la purification et la caractérisation d’un complexe comprenant toutes

les sous-unités de 1’ARNP II, les facteurs de transcription TF113 et TFIIF (RAP30

et RAP74), la phosphatase Fcpl et une protéine à fonction inconnue RPAP1

(Jeronimo et ai, 2004). Plus récemment, un polypeptide additionnel, XAB1 a été

identifié dans ce complexe en utilisant les appâts Rpb2, Rpbl 1 et RPAP1 (tableau

III).

Les rôles décrits de XAB1 au niveau de la régulation transcriptioimelle (voir

section 1.7.2.2) et ses interactions avec Rpb2, Rpbll et RPAP1 nous ont poussé à

l’utiliser comme appât pour identifier ses partenaires d’interactions. Cette

expérience permettra de confirmer l’interaction de XAB1 avec l’ARNP II et

RPAP1 et d’identifier de nouveaux partenaires d’interaction.

Les partenaires d’interaction de TFIIS, ont aussi été identifiés par l’équipe de

Benoit Coulombe en utilisant la méthode TAP et comprend plusieurs polypeptides

dont certains impliqués dans la machinerie d’épissage comme DDX5 (Jeronimo et

ai, en préparation). La purification par la méthode TAP a permis d’identifier

DDX5 lorsque TFIIS était utilisé comme appât, indiquant que DDX5 interagit

avec TFIIS. Des rôles de DDX5 en transcription ont aussi été décrits (voir section

1.7.2.3), ce qui nous a incité à l’utiliser comme appât pour identifier ses

partenaires d’interactions.
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Tableau III. Protéines purifiées par la méthode TAP et indentifiées par

spectrométrïe de masse MS/MS en utilisant les appâts Rpb2, Rpbll et

RPAPI.

Rpb2 Rpbl 1 RPAP1
Rpbl Rpbl
Rpb2 Rpb2 Rpb2
Rpb3 Rpb3 Rpb3
Rpb4 Rpb4
RpbS Rpb5
Rpb6 Rpb6
Rpb7 Rpb7
Rpb8 Rpb$
Rpb9 Rpb9

RpblO RpblO
RpbÏl Rpbll
Rpbl2 Rpbl2
XAB1 XAB1 XAB1
TFIIB TFIJB

RAP74 RAP74
RAP3O RAP3O
Fcpl fcpl

RPAP1 RPAP1 RPAP1

Aujourd’hui, les résultats obtenus par la méthode TAP, nous permettent d’établir

un large réseau régulateur génique de la machinerie transcriptionnelle basale

comprenant 1’ARNP II, les FGTs, des polypeptides du médiateur, des facteurs

impliqués dans l’épissage ainsi que des protéines de fonctions inconnus.

(Jeronimo et ai, en préparation).

1.7.2.2- XAB1 (XPA bbidingprotein 1) ou MBDïn

La liaison de XAB1 avec XPA a été identifiée par des analyses de doubles

hybrides sur une librairie d’ADNc provenant de cellules HeLa. XAB1 est une

GTPase cytoplasmique impliquée dans la localisation nucléaire de XPA et des

analyses de sa séquence en acides aminés indiquent la présence d’un NES

(nuclear export signal) potentiel. XABY se localise majoritairement dans le
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cytoplasme, mais il s’accumule dans le noyau s’il y a perturbation du NES ou

avec un traitement à la leptomycin, un inhibiteur du transport cytoplasmique

médié par le NES (Lembo et al., 2003).

Une étude identifiant les partenaires d’interactions de MBD2 (Methyl-CpG

bindingprotein 2) par la méthode du double hybride avec une librairie d’ADNc

provenant de cellules HeLa a permis l’identification de MBDin (XAB1). MBD2

est un composant d’un large complexe de protéines, le MeCP1, qui réprime la

transcription des gènes fortement méthylés. MeCP1 inclut HDAC1, HDAC2 et

RbAp46/48. De plus, MBD2 peut s’associer à différentes protéines. La région C-

terminale de MBD2 est nécessaire pour l’interaction avec MBD1n (XAB1) et des

analyses fonctionnelles démontrent que MBDin est capable d’inihiber les

fonctions de MBD2. Selon cette étude, M3Din, en liant M3D2, réactive les

promoteurs méthylés sur de l’ADN épisomal (Lembo et al., 2003).

1.7.2.3- DDX5: DEAD (Asp-Gtu-Ata-Asp) Box polypeptide Sou p68

Les protéines à boîte DEAD sont des hélicases caractérisées par le motif conservé

Asp-Glu-Ala-Asp. DDX5 n’a pas une localisation cellulaire unique, celle-ci

variant d’exclusivement nucléaire à prédominance cytoplasmique dans trois

différentes lignées cellulaires étudiées (Rossow et Janknecht, 2003). La protéine

DDX5 a différents rôles au niveau de l’épissage des ARNm. Entre autre, la

délétion de DDX5 bloque l’assemblage du splicéosome à l’étape du pré

splicéosorne (Liu, 2002). De plus, DDX5 est impliquée dans la régulation de

l’épissage alternatif du pré-ARNm c-H-ras (Guil et al., 2003)

La microscopie confocale et l’immunocoloration de cellules Myc-tagged DDX5 et

HA-taggecÏ p300 montre une co-localisation de DDX5 et p300. Les résultats

obtenus au cours de cette étude suggèrent que DDX5 peut co-activer la

transcription (Rossow et Ianknecht, 2003). Des analyses de pull down, utilisant la

protéine de fusion GST-DDX5 et des extraits nucléaires dérivés de cellules 293T
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ont permis d’identifier l’interaction de DDX5 avec l’ARNP II. Rossow et

Janknecht suggèrent l’existence d’un complexe multiprotéique incluant DDX5,

CBP/p300 et l’ARNP II promouvant conjointement l’expression génique (Rossow

et Janknecht, 2003). DDX5 (p68) et p72 sont deux hélicases de la famille DEAD

box qui interagissent ensemble et existent sous la forme d’un dimère (Ogilvie et

al., 2003). Récemment, des études utilisant un gène rapporteur couplé à différents

promoteurs ont démontré que p68 et p72 peuvent agir en tant que répresseurs

transcriptionnels et que cette répression serait spécifique au promoteur utilisé

(Wilson et al., 2004). Dans cette même étude, plusieurs résultats portent à croire

que p68, p72 et HDAC1 existent dans le même complexe, suggérant certains

mécanismes pour expliquer la répression transcriptionnelle (Wilson et al., 2004).

1.7.3- Oblectifs de la deuxième partie

La deuxième partie de mon projet consistait à utiliser la méthode TAP avec

XAB1 et DDX5. L’identification de leurs partenaires d’interaction permettra

notamment d’élucider certains rôles de ces protéines et possiblement d’identifier

de nouveaux partenaires.



2- MATÉRIELS ET MÉTHODES

2.1- Lepltotopontage eu gel

2.1.1- But de la méthode

Identification des interactions entre les protéines du PIC et l’ADN du promoteur.

L’expérience porte sur le complexe TBP-TFIIB-TfIIE-TFIIF-ARNP II-

promoteur. La méthode est décrite en détail dans (Forget et Coulombe, 2003).

La méthode dephotopontage en gel peut se diviser en quatre étapes:

1. Synthèse de la photosonde radioactive d’ADN du promoteur AdMLP dans

laquelle un nucléotide photoréactif est incorporé à une (ou des) position(s)

spécifique(s). Ce photonucléotide peut être activé en présence de radiation UV.

2. Le gel de retardement de bandes. Assemblage et isolement des complexes de pré-

initiation sur la sonde in vitro.

3. Photopontage. Activation du photonucléotide avec des rayonnements UV dans le

gel. Cette activation permettra la formation de liens covalents des protéines à

proximité du photonucléotide.

4. Identification des protéines ayant ponté l’ADN à des positions spécifiques en

utilisant un traitement dénaturant et une migration sur gel $DS-PAGE.

2.1.2- Synthèse de la photosoude

Le principe pour la formation de la sonde est illustré à la figure 16.
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5’ TGTTCCTCAAGGGGGGC 3

3,

Amorce spécifique * Amorce en amont

5’ Simple brin d’ADN

5,

Figure 16. Principe pour la formation de la photosonde

radioactive intégrant le photonucléotide à des positions

spécifiques sur le promoteur.

La préparation des sondes s’effectue sur glace. La première réaction consiste à

mélanger 500 ng de l’ADN simple brin du promoteur AdMLP (environ 0.5 pmol)

avec deux amorces (40 ng chacune), une amorce spécifique et une amorce en

amont. L’amorce spécifique s’intègre à l’endroit où l’on veut placer le

photonucléotide et l’amorce en amont se place beaucoup plus loin sur l’ADN et

servira à compléter la synthèse de l’ADN double-brin. La réaction s’effectue en

présence de lil de tampon A 10X (300 mM Tris-HC1, pH8.0, 500 mM KC1 et 70

mM MgCÏ2). Les tubes tests sont chauffés à 90°C pendant 5 min et incubés

pendant 30 min à 25°C. À la suite de l’incubation, les nucléotides modifiés AB

ACAAGGACTTCCCCCCGATArrTTTCCCCCACCCCCGCGCAAGCAGGAG

Hybridation

5’ TGTTCCTGAAGGGGGGC
3’ ACAAGACTTCCCCCCGATA1TTTCCCCCACCCCCGCGCAAGCAGGAG

Nucléotides modifiés (e,,) +

Nucléotides radioactifs (.) +

3. T4 DNApolymérase

14r’1e14)* r. r’ *

5’
3 ACAPGGACTTCCCCcCGA1PrCCCCCAcccCcGCGCAJGCAGGAG

Nucléotides fro,ds: 4 dNTPs en excès r.
T4 DNA polymérase

1prn4r* * x r.

5,
3,

3’
5’

3,
5’CACCCCCGCGCAAGCAGGAG

J, Enzymes de restr,ctiorr + purification en gel

5’GArGGGGGGCTATAAAAGGGGGGG
3 ‘CTrCCccccGATATc

Sonde en gel

Nucléotides
radioactifs
libres
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dUMP ou 5[N-(azidobenzoyl)-3-aminoally] (0.5 à 2 i1) et les nucléotides

radioactifs appropriés (20 liCi) sont ajoutés au mélange en présence de 5-10 U de

T4 DNA polymérase (Pharmacia). La réaction s’effectue en présence de 0.5 il de

BSA 10 mg/ml et de 1 il de tampon A (1OX). La synthèse des nucléotides AB

dUI’4P a été décrite précédemment (Bartholomew et al., 1990). Le mélange est

ensuite incubé à 25°C pendant 30 min pour permettre la polymérisation des NTPs

radioactifs et photosensibles. Les 4 NTPs froids (concentration finale de 10 mM)

sont ensuite ajoutés et incubés à 25°C pendant 5 min et à 37°C pendant 20 min

pour compléter la formation de l’ADN bicaténaire. La sonde est digérée avec 10-

20 U de Smal. Les sondes sont purifiées par migration sur gel d’acrylamide 8%

dans du tampon TBE (lx), pendant 60 min à 150 V. À la suite d’une

autoradiographie du gel, la sonde est repérée et excisée du gel. L’élution de la

sonde est faite dans une solution de Tris lOmM (160 .tl) pendant 16 h.

Puisque le nucléotide photosensible est dérivé de l’uracile, son incorporation sur

l’ADN de la sonde par la T4 DNA polymérase s’effectuera à l’endroit d’insertion

d’une thymine. L’intégration du photonucléotide aux positions -15, -10 et -5 a été

possible en générant des mutations dans le promoteur, convertissant le nucléotide

présent en thymine.

2.1.3- Gel de retardement de bandes (EMSA)

Les sondes sont placées en présence des FGTs dont TBP, TFILB, RAP3O, RAP74,

ARNP II, E34 et E56. La purification des facteurs a été décrite précédemment

(Robert et al., 1996; Robert et al., 1998; Hodo, III et Blatti, 1977). Tous les

facteurs sont ajoutés en quantité environ équimolaires dans la réaction: TBP (80

ng), TFIIB (80 ng), RAP3O (300 ng), RAP74 (600 ng), RNAP 11(300 ng),

TF11E34 (160 ng), Tf11E56 (380 ng), dans 20 tl de tampon G (12 mM HEPES,

pH7.9, 60 mM KC1, 0.12 mM EDTA, 8 mM MgC12, 50 ng/ml de BSA, 5 mM 3-

mercaptoethanol et 12% glycérol). Pour prévenir la formation de complexes non

spécifiques, le poly(dI-dC) est ajouté à la réaction (2.5 mg/ml) (Forget et al.,
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1997). Finalement, la sonde (6000 cpm) est incorporée au mélange. La réaction

est incubée pendant 30 min à 30°C. Les complexes sont ensuite migrés sur gel

4.5% de polyacrylarnide :BAC (19 :1) à 400 V dans du IBE (0.5X) froid (Killeen

et al., 1992). La synthèse du BAC (N,N’-Bisacryloylcysamine) est décrite dans

Forget et Coulombe (2000). La figure 17 illustre le principe de la méthode.

I FGTs (facteurs généraux de transcription)

N’ •

5 GGGGGC GGGT 3’
3’ CCCCCGMA CCCCA 5’ Sonde + FGTs

TBP + -

PIC —) — Migration sur gel de retardement de bande
+

Traitement aux UV (photopontage)
Sonde—* — —

Gel de retardement
de bande

Figure 17. Assemblage du PIC sur la sonde radioactive et

purification en gel natïf.

2.1.4- Photopontage

À la suite de cette migration, le gel est irradié aux UV (254 nm) pendant 10 mm,

induisant le photopontage entre les protéines et le photonucléotide. La séparation

des complexes peut être observée sur Phospholmager. Le complexe comprenant

tous les facteurs de transcription se retrouvera dans le haut du gel (voir figure 17).

2.1.5- Identification des protéines pontées

La bande de gel contenant le complexe est alors excisée et incubé dans 10 d de

DTT (1 M) pendant 5 min à 3 7°C. Ensuite 40 tl du tampon ND (20 mM HEPES,
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pH 7.9, 100 mlvi KC1, 0.2 mM EDTA, 0.2 mM EGTA, 20% glycérol et 0.4M

DTT) est ajouté au mélange et les tubes sont incubés à 37°C pendant 25 min.

Subséquemment, 13 J_tl de DNase (0.5 U/1.tl) diluée dans 30 mM CaC12 sont

ajoutés pour digérer l’ADN non-ponté aux protéines. Une incubation de 20 min à

37°C est alors requise. 3.9 j_t1 de SDS (10%) sont ajoutés au mélange et les tubes

sont chauffés à 100°C pendant 3 min. Finalement, un mélange de 2.5% acide

acétique contenant 15 mM ZnC12 (5.2 JiJ) et 80 000 U/ml nucléase 51(2.6 fil) sont

ajouté à la réaction et incubé à 37°C pendant 20 min. La réaction est arrêtée en

ajoutant 15 J_tl de tampon de charge (80 mM Tris, pH 6.8, 12.5% glycérol, 2.5%

SDS, 0.9 M f3-mercaptoéthanol, 0.2% bleu de bromophénol). L’échantillon doit

bouillir 5 min à 1 00°C et migrer sur un gel SDS-PAGE, pendant 1 h à 30 mA et 3

h à 55 mA. Le gel est placé dans une cassette contenant une pellicule

autoradiographique détectant la radioactivité des protéines pontées.

2.2- La méthode TAP (Tandem Afftnity Peptide.)

2.2.1- But de la méthode

Cette méthode vise à purifier des complexes protéiques en conditions natives en

créant une protéine de fusion comprenant une double étiquette d’affinité. La

construction plasmidique contenant l’ADNc encodant la protéine de fusion est

introduite dans des cellules humaines où elle sera exprimée et formera des

complexes in vivo avec ses partenaires protéiques endogènes. Ces complexes

pourront être purifiés et les composantes identifiés par spectrométrie de masse. La

méthode TAP a été décrite dans (Vickers et Sharrocks, 2002; Puig et al., 2001;

Rigaut et al., 1999).

La méthode peut se diviser en quatre étapes.

1. Construction d’un vecteur d’expression encodant la protéine d’intérêt (l’appât)

fusionnée à une étiquette TAP Le clonage permet d’insérer l’ADNc d’intérêt

dans le plasmide pMZI (figure 18). Un PCR est réalisé dans le but d’introduire

des sites de restrictions aux extrémités de l’ADNc d’intérêt. La digestion du
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plasmide et du produit de PCR permet de former des extrémités cohésives pour la

ligation des deux fragments (Sambrook et al., 1989). Les bactéries compétentes

XL- 1 sont transformées avec le produit de ligation.

2. Transfection des cellules humaines EcR-293 : Les cellules humaines EcR-293

sont transfectées avec le plasmide contenant l’ADNc d’intérêt. La méthode de co

précipitation au phosphate de calcium est utilisée pour la transfection. La

détection des clones ayant intégré la construction plasmidique et explimant la

protéine appât suite à une induction avec la ponastérone A se fait par

immunobuvardage, à l’aide d’un anticorps reconnaissant la protéine A de

l’étiquette d’affinité.

3. Purification des complexes par double colonne d’affinité: Le clone sélectionné

est produit en grande quantité et les protéines cellulaires totales sont extraites.

L’appât et ses partenaires associés sont purifiés par deux passages successifs sur

colonne d’affinité contenant des billes d’IgG et de calmoduline.

4. Identification des partenaires protéique associés à la protéine appât: Les éluats

obtenus, contenant la protéine appât, sont migrés sur un gel SDS-PAGE et

l’identification des polypeptides est effectuée par des analyses de spectrométrie de

masse MS/MS.

2.2.2-Construction d’un vecteur d’expression encodant la protéine d’intérêt

(appât) fusionnée à une étiquette TAP

Les clones contenant l’ADNc d’intérêt sont obtenus de Invitrogène. L’ADNc

d’intérêt est incorporé dans le plasmide pMZI. Ce plasmide code pour l’étiquette

TAP en C-terminal (TAP-TAG). Le TAP-TAG comprend un double site de

liaison pour les IgG de la protéine A de Staphylococcus aureus et un peptide de

liaison à la calmoduline (CBP), séparés par un site de clivage de la protéase TEV.
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Figure 18. Carte du plasmide pMZI. Ce plasmide comprend un

gène de résistance à l’ampicilline, un gène de résistance à la

néomycine et le TAP-TAG situé en aval du site de clonage

multiple.

2.2.2.1- PCR

Le PCR avec l’ADNc d’intérêt permet l’insertion de sites de restriction aux

extrémités 3’ et 5’. Les sites de restriction Noti (en 5’) et Ndel (en 3’) sont

ajoutés à l’ADNc de XABY et les sites Xhol (en 5’) et Noti (en 3’) sont ajoutés à

l’ADNc de DDX5. La réaction de PCR contient: 1 ng de matrice d’ADN, 17.5

tM de chaque amorce, 7.5 jiM de dNTPs, 2.5 U de Pftt turbo (Invitrogene), le

tampon Pfu (lx). Le programme comprend les étapes suivantes: 95°C / 2 mm,

95°C / 30 sec, (Tm-5) / 30 sec, 72 °C / (1 min par kb), les trois dernières étapes

recommencent en boucle 30 fois et finalement 72°C / 10 min.

2.2.2.2- Digestion du produit de PCR

Le produit de PCR est purifié avec le kit de purification de Qiagen et digéré avec

les enzymes Noti et Ndel (Pharmacia) ou les enzymes Xhol et Noti (New

England BioÏabs). Le vecteur pMZI et le produit de PCR sont digérés pendant 16

h dans le tampon recommandé par le fabricant. Les produits de digestion sont
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migrés sur gel d’agarose 1% et l’ADN est récupéré en utilisant le kit d’extraction

de gel de Qiagen. L’ADN est quantifié par spectrornétrie en utilisant une

longueure d’onde de 260 nrn (1 unité A260 d’ADN double brin, correspond à 50

ug/ml H20).

2.2.2.3- Ligation du vecteur et de l’AUNe d’intérêt

La réaction de ligation est réalisée à 16°C pendant 3 h. Le mélange réactionnel

pour la ligation comprend: 1 U de T4 DNA ligase, 20 fmol d’ADN de l’insert

(ADNc d’intérêt) et 60 fmol d’ADN du vecteur. La réaction de ligation se produit

dans 20 pi de tampon de ligation iX (Invitrogene).

2.2.2.4- Transformation des bactéries compétentes

Les bactéries compétentes XL-1 sont transformées avec le produit de ligation.

Tout le produit de ligation est ajouté à 100 .t1 de bactéries compétentes et le

mélange est incubé sur glace pendant 30 min. Le choc thermique subséquent est

produit par une incubation de 90 sec à 42°C, suivi d’un repos sur glace pendant 2

min. 400 tl de milieu LB sont ensuite ajoutés au mélange et la réaction est

incubée à 37°C pendant 60 min. Les bactéries compétentes sont ensuite étalées

sur un pétri avec 100 tg/ml d’ampicilline. Les colonies bactériennes qui ont

poussé après une incubation de 16 h sont testées par PCR. La réaction de PCR est

la même que décrite précédemment, sauf que la matrice provient d’un lysat de

bactéries (préalablement diluées dans 5 d d’eau) traité aux micro-ondes pendant

90 sec. La colonie positive est séquencée et le plasmide est produit en grande

quantité (kit de Qiagen).
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2.2.3- Transfection des cellules humaines EcR-293: Méthode de phosphate

de calcium

Les cellules EcR-293 sont cultivées dans le milieu DMEM contenant 10% de FBS

(Jetai bovine serum), 2 mM de glutamine, 100 ig/ml de pénicilline, 100 tg/ml de

streptomycine et 30 jig/ml de bléocine. Les cellules sont cultivées jusqu’à

l’obtention de 2 X 106 cellules par pétri de 100 mm. Après 24 h d’incubation dans

un incubateur humidifié ayant une température de 37°C et 5% de C02, les cellules

sont transfectées avec un mélange de 500 pi comprenant : $ tg d’ADN et 250

mM de CaC12; ce mélange est complémenté délicatement de 500 tl de HeBS (2x)

(1.5 mM Na2HPO4.7H20, 274 mM NaC1, 55 mM HEPES, pH 7.0). La réaction

est incubée 10 min à 25°C avant d’être ajoutée aux cellules EcR-293 en

croissance. Après 24 h, les cellules sont transférées dans le milieu de sélection

DMEM contenant 300 tg /rnl de généticine, 10% de F35, 2 mM de glutamine et

30 jig/ml de bléocine. Les clones cellulaires sont isolés et produits en grande

quantité. Un test d’expression de la protéine d’intérêt est effectué en induisant les

clones avec 3 mM de ponasterone A (voir système d’expression-ecdysone à la

figtire 15) pendant environ 24 h. L’immunobuvardage est utilisé pour vérifier

l’induction de la protéine. Trois clones positifs sont sélectionnés, congelés et

testés en purification sur colonne par la méthode TAF.

2.2.4- Purification des complexes par double chromatographie d’affinité

Le principe de la méthode est présenté à la figure 19.
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Figure 19. Résumé de la purification par la méthode TAP.

L’extrait cellulaire comprenant la protéine appât et ses partenaires

est placé en présence des billes d’IgG. Par affinité, la protéine A de

Staphylococcus aureus lie les IgG. Les billes sont lavées et la

protéine d’intérêt est récupérée en clivant une partie de l’étiquette

avec la protéase TEV qui reconnaît le site de clivage situé entre le

site de liaison des IgG de la protéine A et le CBP. Une deuxième

colonne d’affinité faite de billes de calmoduline permet la liaison

du CBP, et, suite au lavage, la protéine appât est récupérée par

l’ajout d’un agent chélateur des ions calcium (EGTA). Toutes les

procédures ont lieu dans des conditions natives à 4°C.

Eiution en conditions
nauves
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2.2.4.1- Extraction des protéines cellulaires totales

Les cellules doivent être homogénéisées sur glace afin d’obtenir un extrait total.

Cette extraction s’effectue dans des conditions natives (faible quantité de sel). Un

volume et 1/3 de tampon A (10 mlvi HEPES, pH 7.9, 1.5 mM MgC12, 10 mM de

KC1, 0.5 mM de DTT, 0.5 mM AEBSf et 1 tablette de Complete EDTA-free

#1873580 de Roche) sont ajoutés aux cellules récoltées. Les cellules sont

homogénéisées 10 fois à l’aide d’un homogénéisateur manuel. Ensuite, un volume

de solution 3 (50 mM HEPES, pH 7.9, 1.5 mM MgC12, 0.5 mM de DTT, 0.5 mM

AEBSF et 1.26 M KAc) est ajouté et les cellules sont homogénéisées 10 autres

fois dans cette solution.

2.2.4.2- Passage sur la première colonne d’affinité contenant les billes d’IgG

L’extrait est placé en présence des billes d’IgG (50 jii par g de cellules traitées)

préalablement équilibrées dans le tampon LPP (10 mM Tris, pH 8, 100 mlvi NaC1,

0.1% Triton X100, 10% glycérol) et incubé pendant 1 h â 4°C. Les billes sont

ensuite placées dans une colonne pour procéder aux lavages avec le tampon IPP.

Par la suite, dans le tampon TEV (10 mM Tris, pH 8, 100 mlvi NaCI, 0.1% Triton

X100, 0.5 mM EDTA, 10% glycérol et 1 mM DTT), 30 U de protéase lEV

(Invitrogene) sont ajoutés aux billes par g de cellules traitées pour libérer l’appât

et les protéines liées à l’appât. Cette réaction a lieu pendant 16 h à 4°C.

2.2.4.3- Passage sur la deuxième colonne d’affinité contenant les billes de

calmoduline

Le premier éluat est récupéré dans un tube contenant les billes de calmoduline (50

jil par g de cellules traitées) préalablement équilibrées avec le tampon C33 (10

mM Tris, pH 8, 100 mlvi NaCl, 1 mM immidazole, 1 mM MgAc, 2 mM CaCI2,

0.1% Triton X100, 10% glycérol, 10 mM f3-mercaptoéthanol). Les billes et l’éluat

sont ensuite incubées à 4°C pendant 2 h en présence de CaCl2 (2 mM). Les billes

sont placées dans une colonne pour procéder aux lavages avec le tampon CBB. La
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colonne est éluée en présence d’un agent chélateur de calcium, l’EGTA, pour

rompre la liaison du CBP avec la calmoduline. Ainsi, 2 volumes de colonne, suivi

de 3 volumes de colonne du tampon CEB (10 mM Tris, pH 8, 100 mM NaC1, 1

mM immidazole, 1 mM MgAc, 2 mM EGTA, 10% glycérol, 10 mM 3-

mercaptoéthanol) seront utilisés pour récupérer la protéine appât et ses

partenaires.

2.2.4- Identification des partenaires protéiques de la protéine appât par

spectrométrie de masse

Les protéines sont ensuite concentrées à l’aide d’un concentrateur rotatif avant

d’être chargées sur gel SDS-PAGE. Les protéines sont préalablement bouillies à

100°C pendant 5 min. Les bandes protéiques obtenues sont ensuite identifiées par

spectrométrie de masse MS/MS. Pour procéder à la spectrométrie de masse, les

bandes de gel sont découpées et les protéines sont digérées en peptides par une

digestion avec une protéase du pancréas, la trypsine. Ces fragments sont ensuite

ionisés. Lorsque le spectromètre de masse rencontre un ion, il le fragmente et la

masse des fragments générés est mesurée. Les spectres MS/MS de l’échantillon

sont comparés aux spectres théoriques potir retrouver les séquences

correspondantes (Delahunty et Yates III, 2005).



3- RÉSULTATS

3.1- Analyse de ta topologie du complexe TBP-TFIIB-TFIIE

TFIIF-ARNP II en utilisant tephotopontage en gel

[NOTE : Au niveau des résultats de photopontage présentés dans ce mémoire, j’ai

réalisé les figures 21, 22, 25 et j’ai participé aux résultats de la figure 24, ceux-ci

ayant été principalement effectués par Diane Forget. La figure 23 a été conçue par

Vincent Trinh. Les études de photopontage ont mené à la publication d’un article

(Forget D, Langelier MF, Therien C, Trinli V, Coulombe 3 (2004) Mol Ceil Biol.

24:1122-3). Dans cet article, j’ai démontré que nos conditions d’assemblages

étaient efficaces pour former un complexe TBP-TFIIB-TFIIE-TFIIF-ARNP II-

promoteur (figure 2A et 3). J’ai localisé Rpb5 relativement à l’ADN du

promoteur (figure 43) et reproduit pour validation certains résultats de Diane

Forget concernant la localisation de Rpbl, Rpb2 et des FTGs (figure 3).]

Dans le but d’élucider l’organisation moléculaire du PIC de 1’ARNP II, une

méthode qui permet de ponter les protéines à des sites spécifiques sur l’ADN a été

utilisée. Douze sondes placant un photonucléotide à des positions déterminées du

promoteur AdMLP juxtaposé d’un nucléotide radioactif ont été utilisées afin

d’évaluer la position des sous-unités de l’ARNP II et des FGTs relativement à

l’ADN (figure 20).
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Figure 20. Sondes utilisées pour l’analyse topologique du PIC.

La boîte TATA est montrée en caractères gras et le site +1 est

représenté par une flèche. Les différentes sondes placent le

photonucléofide (U) à des sites spécifiques le long de l’ADN du

promoteur entre les positions -40 et +26 sur les brins codants et

non-codants. Des mutations (N à T) sont indiquées pour quelques

photosondes.

Chaque photosonde a été mise en présence des FGTs TBP, Tf113, Tf11E et TFIIF

et de l’ARNP II dans des conditions favorisant l’assemblage des complexes de

pré-initiation (figure 21). Les complexes ont été séparés dans des conditions

natives par EMSA et irradiés aux UV. Suite à l’excision des bandes et la

soÏubilisation du gel, les complexes TBP-TFII3-TFIIE-TFIIE-ARNP II-

promoteur ont été traités à la nucléase Si et la DNase I. Les protéines pontées ont

ensuite été migrées sur SDS-PAGE pour permettre leur identification.
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Figure 21. Représentation schématique de la méthode de

photopontage en gel des PIC de la transcription par I’ARNP II.

Les analyses ont été effectuées en présence et en absence de TBP pour obtenir un

contrôle de spécificité. L’absence de TBP prévient la formation de complexes

spécifiques, mimant l’absence de boîte TATA au promoteur (forget et Coulombe,

2003).

Afin de vérifier que le complexe formé à la figure 21 est bien un complexe TBP

TfIIB-TfIIE-TFIIf-ARNP II-promoteur, nous avons réalisé des expériences de

EMSA utilisant diverses combinaisons de FGTs. La figure 22 montre que tous les

facteurs sont requis pour obtenir le complexe de faible mobilité obtenue à la

figure 21, indiquant que nos conditions d’assemblages sont efficaces et que le

complexe étudié est bien un complexe TBP-TFIIB-TFIIE-TFIIF-ARNP II

promoteur.
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Figure 22. EMSA démontrant les complexes intermédiaires

assemblés sur la sonde en utilisant différentes combinaisons

des FGTs et l’ARNP II.

Le photonucléotide AB-dUTP peut adopter différentes conformations résultant de

la rotation du groupement aryl autour des axes de certains liens chimiques. Les

différentes configurations adoptées ont été modélisées (figure 23). Le modèle

indique que le groupement nitrène réactif du photonucléotide AB-dUTP peut

occuper un espace de 20 par 20 par 10 Â dans le sillon majeur de l’hélice d’ADN.

Les protéines situées dans cet espace pourront être pontées de manière covalente

par le photonucléotide.

Tiré de Forget et aI, 2004

Figure 23. Les conformères du photonucléotide (AB-dUMP) au

promoteur AdMLP.
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Les résultats obtenus en utilisant les douze sondes du promoteur AdMLP sont

montrées à la figure 24.
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figure 24. Résumé des résultats de photopontage en gel des

complexes de pré-initiation comprenant les facteurs TBP,

TfIIB, TFIIF (RAP3O et RAP74), TfIIE (TFIIEŒ et TFIIEf3)

et l’ARNP II. Les boîtes indiquent les photopontages des facteurs

et de l’ARNP ii à différentes positions sur le promoteur AdMLP.

Les symboles +++, ++ et + représentent l’intensité moyenne des

signaux de photopontage obtenus pour chaque photosonde. Les

symboles +1- de TFIIEf3 avec les sondes -10, -9/_8, -5 et +1 indique

une incertitude face la spécificité des complexes (Forget et al.,

2004).

La figure 25 montre les résultats de photopontages obtenus pour la sous-unité

Rpb5 de l’ARNP II. Les protéines pontées ont été migrées sur un gel SDS-PAGE

en parallèle avec l’ARNP II purifiée. Les bandes correspondant à l’ARNP II ont

été colorées à l’argent et identifiées par spectrométrie de masse et la partie de gel

contenant les protéines pontées a été soumise à l’autoradiographie.
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Figure 25. Exemple de gel SDS-PAGE ïdentïtïant la sous-unité

Rpb5.

Les contacts de t’ARNP II avec l’ADN du promoteur figure 24)

Rpb 1 fait contact avec le photonucléotide à plusieurs positions, dans une région

s’étendant de -31/-39 à +26. Rpb2 est ponté entre les positions -40/-39 et +26, et

des pontages importants sont observés autour de la position -10, suggérant que

cette région du promoteur est très proche de Rpb2. Rpbl fait contact avec l’ADN

situé au niveau de la boîte TATA (-31/-29), alors que Rpb2 ponte l’ADN en

amont de la boîte TATA aux positions -40/-39. Finalement, et tel que montré

précédemment, Rpb5 ponte l’ADN aux positions +7/+8 et +14, soit seulement en

aval du site +1. Aucune petite sous-unité de l’ARNP II (Rpb6 à Rpbl2) n’a réagit

avec les photosondes.

Les contacts des fGTs avec l’ADN dtt prolnotettr (figttre 24)

Les résultats de la figure 24 montent que RAP3O se situe près de l’ADN en amont

(-40/-39 et -15) et en aval (+18/+20 et +26) du site +1. Pour sa part, RAP74 fait

contact avec l’ADN entre les positions +71+8 et +26 et aux positions -31/-29 et -

40/-39. De manière générale, les polypeptides RAP3O et RAP74 se situent de part

et d’autre des positions +7/+8 et -15, soit relativement éloignées du site +1.
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Les sous-unités du facteur TFIIE pontent fortement l’ADN entre les positions

+7/+8 et +26. De plus, il est à noter que TFIIEa ponte l’ADN d’une manière

marquée à la position -10. Le facteur TFIIEI3, pour sa part, présente deux autres

pontages; l’un au niveau de la boîte TATA et un autre à la position -40/-39. Par

contre, au niveau des positions -10, -9/-8, -5 et +1, nous ne pouvons être certains

des pontages de TFIIEF3, car ces 4 sondes permettent l’assemblage de complexes

en absence du facteur TBP. Ces complexes non-spécifiques, obtenus en absence

de TBP suggèrent l’agrégation de molécules de TFIIE3. Un fait à noter: TFIIEf3

interagit avec le photonucléotide aux mêmes positions que RAP74. Finalement,

les facteurs TFIIB et T3P pontent l’ADN seulement au niveau de la boîte TATA.

3.2- Identification des parteitaires d’iitteraction des protéines XABJ

et DDXS

[NOTE: Les résultats de purification par la méthode TAP des partenaires

d’interaction de XABÏ et DDX5 présentés dans ce mémoire ont tous été réalisé

par moi-même. Ces résultats contriburont à la publication d’un article décrivant le

réseau d’interaction de la machinerie transcriptionnelle basale (Jeronimo et aI,

2005; en préparation).]

Les protéines XAB1 et DDX5 ont été identifiées suite à la purification d’affinité

par la méthode TAP de la machinerie transcriptioimelle basale. XAB1 a été

identifié en utilisant exclusivement Rpb2, Rpbll et RPAP1 comme appât et

DDX5 a été identifié exclusivement avec l’appât TFIIS (voir section 1.7.2). Dans

le but d’identifier les partenaires protéiques in vivo de XABY et DDX5, la

méthode TAP a été appliquée. L’étude vise essentiellement à confirmer

l’interaction de ces protéines avec la machinerie transcriptionnelle basale et de

découvrir de nouveaux partenaires protéiques, le cas échéant.
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Pour ce faire, des lignées cellulaires stables capables d’exprimer XAB1 et DDX5

suite à une induction à la ponastérone A ont été générées. La stratégie globale de

la méthode est présentée à la figure 26

Clonage de £ADNc humain dans le
système d’expression zb±act±le

encodant le TAP-tag

t

Transfection dans des cellules EcR-293
et sélection des clones stables

In&action à la ponastemne A

V
Extraction des pittéines et

purification par la nié thode TAP

Migration ni SOS-PAGE et identification
des protéines par spectrométiù de masse

MSIMS

Figure 26. Stratégie utilisée pour l’identification des partenaires protéiques

h: vivo de XABÎ et DDXS.

La figure 27 montre les résultats de purification TAP obtenus avec la protéine

XAB 1. Les cellules ont été cultivées en présence et en absence de ponastérone A

pour obtenir un contrôle de spécificité. Les bandes ont été colorées par SYPRO

ruby et identifiées par spectrométrie de masse MS/MS.
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Figure 27. Gel coloré au SYPRO Ruby présentant les

partenaires protéiques (directs ou indirects) de XAB1 identifiés

par spectrométrie de masse.

Les résultats de spectrométrie de masse sont représentés par un pointage qui

permet d’évaluer le niveau de confiance de l’identification. En spectrométrie de

masse, plusieurs éléments doivent être considérés, notamment le nombre de

peptides identifiés et la qualité du spectre de masse. Le tableau IV montre les

partenaires protéiques de XAB 1 obtenus par la purification d’affinité TAP. Le

pointage pour chacune des identifications est indiqué.

M

200-
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176-

97-

..
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Tableau IV. Identification des partenaires protéiques de XAB1 par

spectrométrie de masse MS/MS

Poids

moléculaire Pointage Mascot / nombre de
Protéines

estimé sur peptides

gel (kDa)

XAB1 (appât) 45 410 / 29 454 / 16

Rpbl 200 142/5 94/4

Rbp2 125 317/9 445/14

Rpb5 2$ 44/1 133/6

RPAP1 140 141/4 218/11

Cl9orf2 60 $2/3

VDRIP 35 36/1

L4ge,tde: Rouge = Très bon pointage; Noir = bon pointage

Le tableau IV montre que l’appât XAB1, 3 sous-unités de l’ARNP II et la

protéine RPAP1 ont un pointage élevé qui est validé par une double identification

en spectrométrie de masse. Ces 5 polypeptides ont été identifiés antérieurement en

utilisant différents appâts (voir section 1.7.2). D’autre part, la protéine Cl9orf2,

impliquée dans la répression de la transcription par sa liaison à Rpb5 et la protéine

VDRIP, une composante du médiateur de 1’ARNP II (voir section 1.3.2.3) ont été

nouvellement identifiées. Toutefois, les résultats de spectrométrie de masse avec

ces deux protéines sont faibles et ont été obtenus qu’une seule fois. Nous

considérons donc ces identifications comme “tentatives”. Mes résultats

confirment la présence d’un sous-complexe comprennant XAB1, l’ARNP II et
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RPAP1 et suggèrent l’existence de partenaires (direct ou indirect) additionnels,

Cl 9orf2 et VDRIP.

La protéine DDX5 a été identifiée antérieurement comme partenaire d’interaction

du facteur d’élongation TFIIS (voir section 1.7.2.1). La figure 2$ montre les

résultats de purification TAP obtenus avec la protéine DDX5. La coloration a été

effectuée avec le nitrate d’argent.

DDX5 DDX5
M non-induit induit

: :

______

97 —

fIIIPIF_ — Impartine 11

66- 4b... •.
— DDX5-OEP

_-

—
31-

SDS-PAGE (10%)

Figure 28. Gel coloré au nitrate d’argent présentant les

partenaires protéiques de DDX5 identifiés par spectrométrie

de masse.
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La protéine appât DDX5 a un poids de 6$ kDa sur le gel. Un seul partenaire est

retrouvé à environ 100 kDa et correspond à une importine (P0 11). L’intensité de

la bande correspondant à l’importine 11 est de plus forte intensité que celle

correspondant à l’appât. Le facteur TFIIS n’a pas été identifié sur le gel comme il

était attendu. Dans le but de confirmer l’absence de TFIIS dans la purification par

TAP de DDX5, un test d’irnmunobuvardage a été réalisé (figure 29).

EXtl*
ciLd.I, DDXS DDXS M DDXS DDXS

M WW du r.i4rduat (1OCgj nd&t r.on-Îd,t

200-

116—
97—

4 Ç5C — 4— DDXS-CBP
4—C1VX5erndogr1e

sa -

-
4— TFIS endogèûe

30—

mmunobward.g. SOS-PAGE (10%)
avac Éhat DOX5-TRP Colondon nftrat.darg.It

Figure 29. Immunobuvardage réalisé sur l’éluat de DDX5

purifié par la méthode TAP.

Un extrait cellulaire total a été utilisé dans les essais pour obtenir un contrôle de

spécificité des anticorps. En utilisant l’anticorps anti-DDX5, un signal est présent

dans l’échantillon induit et absent dans le non-induit. Par contre, aucun signal

n’est obtenu avec l’anticorps anti-TFIIS dans les éluats induit et non-induit de

DDX5 (figure 29, à gauche). Ces mêmes éluats ont été migrés sur un gel SDS

PAGE et colorés au nitrate d’argent afin de vérifier le bon fonctionnement de la

purification par affinité TAP (figtire 29, à droite). Mes résultats ne permettent pas

de confirmer l’interaction de DDX5 avec TFIIS, mais suggèrent l’existence d’un

nouveau partenaire, IPO11.



4- DISCUSSION

4.1- Analyse topologique du PIC

Le photopontage protéine-ADN en gel: tine nouvelle méthode d’étude des

complexes nucléoprotéiques.

Le photopontage des protéines est une méthode de choix pour analyser

l’organisation moléculaire de grands complexes nucléo-protéiques. Par contre,

les premières études de photopontage étaient vraisemblablement limitées, dû au

fait que la spécificité d’assemblage des complexes ne pouvait pas être vérifiée.

Puisque la plupart des FGTs et l’ARNP II ont une affinité pour l’ADN, il est

souvent difficile d’ajuster les conditions qui permettront de former exclusivement

des complexes spécifiques sur les photosondes. Pour surpasser cette limite, nous

avons développé une méthode qui permet de purifier les complexes en gel natif et

d’étudier les pontages protéine-ADN dans chaque complexe isolé. La méthode est

décrite dans la section 3.1 (figure 21).

Des essais de retard sur gel, en omettant certains facteurs, ont été réalisés afin de

vérifier si nos conditions expérimentales permettent l’assemblage des PIC. La

figure 22 montre que tous les facteurs s’assemblent en un complexe unique, qui

représente un complexe TBP-TFIIB-TFIIE-Tfllf-ARNP II-promoteur.

L’utilisation du logiciel Sybyl Molecular Modeting Package a permis d’élaborer

un modèle illustrant les conformères du photonucléotide (voir figure 23). Le

groupement nitrène réactif du photonucléotide AB-dUTP a été positionné

relativement à l’ADN du promoteur. Ce dernier peut s’étendre dans l’espace de

20 Â par 20 Â par 10 Â dans le sillon majeur de l’hélice d’ADN. Ces résultats ont

permis de construire avec une plus grande précision le modèle topologique du PIC

(voir plus bas et figure 30).
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La figure 25 montre Rpb5 liée a un fragment radioactif des photosondes +7/+8 et

+14, migrant sur une distance d’environ 30 kDa. L’identification des protéines

pontées se base principalement sur le poids moléculaire des polypeptides pontés.

Par contre, certaines protéines peuvent co-migrer ce qui peut rendre

l’interprétation difficile. Ainsi, l’identité des polypeptides pontés est souvent

confirmée par immunoprécipitation ou par l’emploi de facteurs étiquetés dans la

réaction de photopontage.

Comparaison des photopontages obtenus avec tes études antérieures

Comparativement aux résultats que nous avions obtenu en utilisant la méthode de

photopontage classique, le photopontage en gel d’un complexe TBP-TFIIB

TFIIE-TFllF-ARNP II-promoteur purifié réduit légèrement le nombre total de

pontage de la machinerie transcriptionnelle avec l’ADN du promoteur. Cette

réduction s’applique plus spécialement aux facteurs TFIIF et TFIIE qui font

moins de contacts avec l’ADN, notamment autour du site +1 (Robert et al., 199$;

Douziech et al., 2000). RpbS n’a pas été identifié dans les analyses de

photopontage classique. Toutefois, le positionnement de RpbS dans la structure

cristallographique de l’enzyme appuie nos résultats montrant des pontages en

amont du site + 1.

Dans plusieurs publications du laboratoire Coulombe, précédant forget et al

(2004), aucun pontage de TF11E56 n’avait été obtenu en l’absence de TFIIH; en

présence de ce facteur TF11E56 ponte l’ADN en amont de la boîte TATA, au

niveau de la bulle transcriptionnelle et en aval du site +1 (Douziech et al., 2000).

Nos résultats de photopontage en gel utilisant des quantités équimolaires des

fGTs montrent que Tf11E56 peut s’intégrer de manière stable dans le complexe,

même en absence de Tf11H. Des contacts plus prononcés de TFIIE56 en amont du

site +1 sont aussi observés.
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Toujours comparé aux résultats précédants, la longueur du promoteur faisant

contact avec la machinerie transcriptionnelle reste inchangée. L’ARNP II ponte

l’ADN entre les régions -40 et +26, correspondant à une région de 66 ph (225Â).

Cette dimension est nettement plus grande que l’ARNP II mesurant 140 Â sur sa

dimension la plus longue. Ces résultats supportent le modèle d’enroulement de

l’ADN autour de l’enzyme (voir section 1.4.2). L’enroulement serré du promoteur

autour de l’ARNP a aussi été retrouvée chez les procaryotes (Rivetti et al., 1999),

ce qui suggère qu’il s’agisse d’un mécanisme fondamental.

Pontages avec l’ARN? II

Le modèle présenté à la figure 30 montre la trajectoire de l’ADN dans le PIC en

se basant sur nos résultats obtenus par le photopontage en gel. Seule cette

trajectoire du promoteur semble permettre d’expliquer les pontages spécifiques

des sous-unités de l’ARNP II.

Figure 30. Modèle représentant la trajectoire empruntée par

l’ADN dans la structure de l’enzyme ARNP II. Seuls les

facteurs TBP (rose) et TFIIB (magenta) sont montrés par souci de

clarté. Les sous-unités Rpbl (jaune), Rpb2 (orange) et Rpb5 (bleu)

de l’ARNP II sont indiquées.
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Dans notre modèle, la partie en aval du promoteur semble suivre le tunnel localisé

entre les deux mâchoires de l’enzyme (jaws), impliquant des contacts avec Rpbl,

Rpb2 et Rpb5. Entre les positions +1 et —20, l’ADN se rapproche de Rpb2 et

bifurque vers la droite pour guider la boîte TATA du promoteur vers TBP et

TFIIB. Une légère courbure redirige le promoteur vers Rpb2 dans la région —40.

Le cÏamp, est formée de Rpbl, Rpb2 et Rpb6. Ce dernier peut se déplacer pour

ouvrir et fermer le tunnel de l’ARNP II et stabiliser la matrice d’ADN au site

actif. Ces données sont cohérentes avec notre modèle où l’ADN entre dans

l’enzyme au niveau des mâchoires et conserve des interactions avec le cÏarnp sur

une très grande distance. À la figure 30, on observe que la courbure de l’ADN se

produit au niveau du coté gauche de la surface du clamp, suggérant un rôle de ce

dernier dans l’initiation de la transcription. Un enroulement vers la gauche de

l’ADN induirait une relaxation de l’ADN, produisant un désappariment partiel de

la double hélice. Cette relaxation de l’ADN du promoteur pourrait jouer un rôle

important en fournissant une région d’ADN simple brin nécessaire à l’action des

hélicases à ADN simple brin de TFIIH pour la formation du complexe ouvert

(Douziech et al., 2000).

Des études de photopontage chez la levure réalisée en 2004 ont permis d’observer

un patron de pontage très similaire entre le PIC de la levure et celui employant un

système transcriptionnel humain (Chen et al., 2004). Ces résultats supportent la

notion que la structure du PIC soit similaire chez tous les eucaryotes. Par contre,

une différence notable entre les pontages de 1’ARNP II de la levure et des

eucaryotes supérieurs est le pontage de Rpb7 au lieu de Rpb5. Cette distinction

reflète une différence dans les mécanismes transcriptionnels entre les deux

systèmes.
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Pontages avec tes facteurs de transcription

L’interaction des facteurs TFIIB et de TBP avec la même sonde (position -29/-31)

suggère que ces deux facteurs sont situés très près l’un de l’autre dans le PIC. En

support à ces données, le co-cristal de TBP-TFIIB à 4.5À a révélé que le domaine

C-terminal de TFIIB (TFIIBc) interagit avec TBP et l’ARNP II. De plus, la

structure du complexe avec un fragment d’ADN du promoteur a révélé

l’interaction de TFIIBc avec l’élément BRE (Bushnell et al., 2004).

La figure 31 montre le positionnement des sous-unités de TFIIF et de TFIIE avec

l’ADN et l’ARNP II.

Les nombreux photopontages de TFIIE et TFIIF en amont de la boîte TATA et en

aval du site +1 indiquent que ces facteurs peuvent s’associer au domaine ctamp de

l’ARNP II. De plus, ce positiormement pourrait faciliter le maintient des contacts

prolongés avec le clamp et faciliter l’enroulement serré de l’ADN autour de

l’enzyme. Les facteurs TFIIE et TFIIF sont pontés à des positions distantes de 60

ph (-40 et +26). La présence de deux molécules de chacune des sous-unités de

Figure 31. Localisation topologique des facteurs TFIIF et

TFIIE établie en fonction des analyses de photopontage en gel.
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TFIIf (Flores et al., 1990) et TFIIE (Inostroza et al., 1991) peut expliquer les

contacts distants de ces facteurs sur le promoteur d’ADN.

TFIIE exerce un rôle important dans la stimulation de l’ouverture de l’ADN du

promoteur in vitro (Hoistege et al., 1995). Ce facteur possède une activité de

liaison à l’ADN qui pourrait être importante pour médier cette ouverture

(Ohkuma et Roeder, 1994). Le photopontage de TF11E56 au nucléotide -10,

directement en amont de la bulle de transcription, pourrait donc jouer un rôle dans

le mécanisme d’ouverture du promoteur et l’initiation de la transcription. Dans le

but de vérifier l’implication de Tf11E56 au cours de l’initiation, des essais de

transcription ont été effectués en utilisant un promoteur artificiellement ouvert

dans la région de la bulle transcriptionnelle. L’ouverture partielle du promoteur

dans différentes régions entre les positions -1 et -11 révèle que le maximum de

stimulation se produit dans la région de l’ouverture de la bulle transcriptionnelle

qui est la plus en amont et à l’endroit où TF11E56 ponte l’ADN (Forget et al,

2004). Ces résultats suggèrent que le contact de l’ADN à la position -10 par

TFIIE56 pourrait stabiliser l’ouverture du promoteur et stimuler l’initiation de la

transcription.

4.2- Étude des protéines XAB1 et DDXS dans te réseau

d‘interactions protéiques de la machinerie transcriptionnelle basale

Pttrtjïcation des protéines XABJ et DDXS par la méthode TAP

La méthode TAP permet la purification de complexes multiprotéiques dans des

conditions natives (Rigaut et al., 1999). L’intérêt grandissant de cette méthode

provient, entre autre, de son efficacité à purifier une protéine d’intérêt en

association avec ses partenaires protéiques. Comme il a été mentionné dans la

section 1.7.1.2, les partenaires protéiques identifiés avec la méthode TAP peuvent

être reliés à la protéine appât par une interaction directe ou indirecte. La
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purification des complexes en conditions natives fournit des données utiles pour

mieux comprendre la dynamique et les fonctions des protéines cellulaires.

La méthode TAP permet de purifier un ensemble de complexes contenant la

protéine appât. Pour identifier les protéines formant ces complexes spécifiques,

plusieurs appâts doivent pouvoir être utilisés de concert pour purifier les

complexes. Cette méthode a permis de purifier les protéines XAB1 et DDX5 dans

des conditions natives, tel que montré à la figure 28.

La protébte XABJ est retrouvée eit complexe avec t’ARNP II et RPAPJ

La figure 29 montre la migration sur gel des protéines purifiées par la méthode

TAP en utilisant l’appât XAB1. Les bandes protéiques ont été excisées du gel et

digérées par la trypsine avant d’être analysées par spectrométrie de masse

MS/MS. Le bilan des protéines est présenté au tableau IV avec le pointage des

résultats de spectrométrie de masse. Les protéines les plus abondantes sur ce gel

sont XAB 1 (l’appât), Rpb 1, Rpb2 et RPAP 1. Ces trois dernières protéines ainsi

que Rpb5 font partie du complexe RNAPII identifié précédemment par Jeronimo

et al (Jeronimo et al, 2004).

L’identification répétée des protéines XAB1, RPAP1, Rpbl, Rpb2 et Rpb5 en

utilisant plusieurs appâts (voir tableau III), semble indiquer que ces protéines sont

fortement reliées entres-elles physiquement. La protéine RPAP1 a une masse de

153 kDa et n’a pas de fonction connue. Par contre, celle-ci montre une homologie

de séquence avec la protéine Ydr527wp de Saccharomyces cerevisiae, une

protéine essentielle à la viabilité et dont la fonction est également inconnue. Une

étude éteignant l’expression de la protéine Ydr527wp chez la levure a montré que

son absence induit un changement global dans l’expression des gènes. Ce

changement serait similaire à celui causé par l’extinction de de la sous-unité

Rpbll de l’ARNP II (Jeronimo et al, 2004). L’identification d’une fonction

précise de ce sous-réseau comprennant au minimum les facteurs XAB1, l’ARNP
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II et RPAP1 nécessiterait une investigation plus poussée. La caractérisation de

RPAP1 est actuellement en cours dans le laboratoire de Benoit Coulombe.

Deux nottveaux partenaires d’interactio,t de XAB1: C19orJ2 (RMP), VDRIP

La protéine Cl9orf2, aussi appelée RMP (Rpb5 ,nediated protein), agit de

manière antagoniste à l’activité co-activatrice de HBx en compétitionnant pour la

liaison à Rpb5 (Dorjsuren et al., 1998). HBx est une protéine du virus de

l’hépatite B nécéssaire à sa pathogénécité et capable de transactiver certains gènes

cellulaires et viraux (Antunovic et al., 1993; Aufiero et Schneider, 1990; Benn et

Scimeider, 1994; Haviv et al., 1996). Cl9orf2 module négativement les fonctions

de l’ARNP II en se liant à la sous-unité Rpb5, ce qui bloque les sites de liaison de

Tf113 et de la protéine HBx (Doijsuren et al., 1998). Cette même interaction de

Cl9orf2 avec Rpb5 a été identifié par Gstaiger et al (Gstaiger et al., 2003).

L’étude démontrait que URTIRMP est un régulateur négatif de la transcription,

controlé par la kinase TOR. URIIRMP est présent dans un complexe avec STAP 1

($KP2-associated alpha PFD]), deux autres membres des protéines PFDs

(prefoldins) de classe f3 et Rpb5. Nos résultats de TAP, en utilisant XAB1 pour

appât, montrent aussi cette interaction entre Rpb5 et Cl9orf2. Puisque C19or12

module négativement la transcription via des interactions avec Rpb5 (Dorjsuren et

al., 1998) (Delgermaa et al., 2004), sa présence dans l’éluat de XAB1-TAP

comprenant trois sous-unités de l’ARNP II (Rpbl, Rpb2 et Rpb5) est cohérente.

D’autre part, le domaine CC de Cl9orf2 lie la protéine DMAP1 (DNA

methyÏtransféranse ]-associated protein), un co-répresseur transcriptionnel.

DMAP1 facilite la localisation nucléaire et l’activité co-répresseur de Cl9orf2 de

manière dose-dépendante (Delgermaa et al., 2004). La protéine DMAP1 est reliée

au complexe d’acétylation et de méthylation de l’ADN par ses interactions avec

DNMT1 (DNA nzethyltransferase J) et HDAC2. L’interaction de DMAP1 et de

Cl9orf2 facilite le recrutement de DNMT1 au niveau des régions promotrices, ce

qui serait important pour la régulation négative de la transcription, par la

modification de la structure de la chromatine (Delgermaa et al., 2004). Ces études
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suggèrent donc un deuxième mécanisme de répression transcriptioimelle par

Cl9orf2. Il a été montré que XAB1 peut inhiber MBD2, une composante du

complexe MeCP1 qui inclut HDAC1/2, MBD2/3 et RbAp46/48, impliqué dans le

silencing des gènes (Lembo et ai, 2003). L’interaction que nous avons

nouvellement identifiée entre XAB1 et Cl9orf2 pourraient suggérer un

mécanisme de dé-répression transcriptionnel semblable dans lequel XAB 1, par sa

liaison à Cl9orf2, l’empêcherait d’exercer ses fonctions de répresseur

transcriptionnel.

La protéine VDRIP (vitamin D receptor interacting protein) a été identifiée dans

les éluats de XAB1-TAP. VDRLP est une protéine du médiateur correspondant à

MED4 (Sato et al., 2004). Le médiateur est un complexe multiprotéique qui est

exprimé de manière ubiquitaire chez les eucaryotes et ce dernier est requis pour

l’activation de la transcription par l’ARNP II (voir section 1.3.2.3).

La purification de sous-unités du médiateur en association avec XAB1 n’est pas

surprenante étant donnée l’interaction de XAB1 avec certaines sous-unités de

l’ARNP II. Toutefois, une seule protéine du médiateur a été retrouvée, mais nos

analyses ne sont pas finalisées. La liaison entre le médiateur et XAB1 est

probablement indirecte, via l’ARNP II, expliquant le faible nombre de sous-unité

du médiateur identifiées. De plus, le médiateur est un grand complexe qui peut

être facilement perdu lors des étapes de purification.

Toutefois, les protéines Cl9orf2 et VDRIP ont obtenu un faible pointage et n’ont

pas encore été validé par une deuxième identification en spectrométrie de masse,

ni par d’autres méthodes. Leur association à XAB1 demeure donc à être

confirmée.
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Identiflcatioit des partenaires protéiques de DDXS-TAP

Un seul polypeptide interagissant avec DDX5 a été purifié en utilisant la méthode

TAP (figure 30). Il s’agit de POli, une importine impliquée dans l’importation

nucléaire des protéines. Les importines possèdent un domaine de liaison aux

nucléoporines des protéines formant les pores nucléaires. L’importation se fait par

la liaison du complexe importine-cargo à une nucléoporine. Suite à cette liaison,

le complexe est transloqué à travers le pore nucléaire (Wozniak et al., 1998). Une

fois du côté nucléoplasmique, la protéine Ran se lie à l’importine, permettant au

complexe importine-cargo de se dissocier. L’importine pourra ensuite être

retournée vers le cytoplasme avec l’hydrolyse du GTP et le relâchement de la

protéine Ran. L’importine 11 est responsable de l’importation de UbcM2 (E2-type

ubiquitin-conjugating enzyme,), une protéine impliquée dans l’ubiquitination et de

RPL12 (ribosomal protein L]2), une protéine ribosomale (Pla&er et Macara,

2002; Plafker et Macara, 2000). Dans des essais in vivo et in vitro, RPL12 et

UbcM2 entrent en compétition pour lier l’importine li.

L’interaction de P011 avec DDX5 suggère que DDX5 peut être un nouveau

substrat de l’importine 11. Pour réaliser leurs fonctions nucléaires, certaines

protéines, traduites dans le cytoplasme, doivent être rapatriées au noyau. Les

nombreux rôles de DDX5 dans la régulation de l’épissage et sa localisation

nucléaire (PSORT — prediction ofprotein sorting signais and iocalization sites -

52% nucléaire) corrèlent avec la liaison de DDX5 à une importine pour permettre

son transport au noyau.

Les études de spectrométrie de masse n’ont pas révélé la présence de TFIIS dans

les éluats purifiés de DDX5-TAP. Pour confirmer son absence, des analyses

d’immunobuvardage ont été réalisées. La figure 31 montre que

l’immunobuvardage n’a pas révélé la présence de TFIIS dans l’éluat de DDX5-

TAP. Toutefois, la quantité de DDX5 dans les éluats de TFIIS est relativement

faible, suggérant une interaction indirecte ou faible entre ces deux protéines. De

plus, l’ajout de l’étiquette TAP-Tag, du côté C-terminal de la protéine, peut
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interférer avec l’interaction de TFIIS ou, encore, modifier le repliement de DDX5.

Conséquemment, il peut-être utile d’avoir recours à une étiquette située du coté

N-terminale pour identifier les partenaires agissant du côté C-terminal de la

protéine. Par contre, le très faible nombre de protéines identifiées en complexe

avec DDX5 ne prête pas beaucoup d’intérêt à une analyse plus poussée.
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5- CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Les travaux de photopontage réalisés dans le laboratoire de Benoit Coulombe ont

permis de déterminer la topologie PIC (Forget et al., 1997; Robert et al., 1996;

Douziech et al., 2000). Toutefois, la méthode de photopontage classique permet la

formation de sous-complexes pouvant interférer avec les résultats. Dans le but

d’étudier un complexe TBP-TFIIB-TFIIE-TfIIF-ARNP II-promoteur purifié,

nous avons mis en place une méthode qui permet d’isoler les complexes en

conditions natives avant de procéder au pontage. Pour la première partie de mon

projet de maîtrise, des analyses de photopontage en gel ont été réalisé et ont

permis de révéler avec précision la du PIC et la trajectoire de l’ADN dans le

complexe.

Les résultats de photopontage en gel avec 1’ARNP II et les facteurs TBP, TFIJB,

TFIIE et TFIIF montrent relativement peu de différences avec les études

précédentes utilisant le photopontage classique. Toutefois, les facteurs de

transcription TFIIF et TfIIE montrent des pontages beaucoup moins nombreux le

long du promoteur et se localisent à des régions beaucoup plus définies. Le

phénomène d’enroulement de l’ADN autour de l’ARNP II peut être mis en

évidence. Le modèle élaboré permet de montrer un enroulement de l’ADN vers la

gauche autour du cÏamp de l’ARNP II. Cet enroulement permettrait d’ouvrir

partiellement l’ADN pour donner accès aux hélicases de TFIIH. finalement, le

pontage de TFIIE56, identifiée directement en amont de la bulle

transcriptionnelle, a permis de suggérer un rôle de ce facteur dans l’ouverture du

promoteur et l’initiation de la transcription. Des essais de transcription, utilisant

un promoteur artificiellement ouvert, ont révélé que le contact de l’ADN à la

position -10 par TF11E56, stabilise l’ouverture du promoteur, ce qui pourrait

stimuler la transcription. Toutes ces données ont permis de mieux comprendre le

phénomène d’initiation de la transcription pour établir une structure détaillée des

interactions nucléoprotéiques du PIC.
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Les étapes futures, envisagées pour la continuité de ce projet, impliquent des

analyses de photopontage avec le facteur TFIIH, en présence et en absence

d’ATP, dans le but d’obtenir un modèle de la localisation du promoteur d’ADN

dans le PIC ouvert. Ces données permettront de réaliser un schéma dynamique du

mécanisme d’ouverture de la bulle transcriptioimelle.

Pour la seconde partie de mon projet de maîtrise, la méthode TAP a été utilisée

afin de déterminer les partenaires protéiques de XAB1 et DDX5. Ces

polypeptides ont été identifiés antérieurement dans le laboratoire en complexe

avec des protéines de la machinerie transcriptionnelle basale. La méthode TAP est

très puissante pour étudier le réseau d’interaction des protéines à grande échelle.

Cette méthode nous a permis de confirmer l’interaction de XAB 1 avec l’ARNP II

et RPAP1, ainsi que d’identifier deux nouveaux partenaires d’interactions de

XAB1; Cl9orf2 et VDRIP.

L’investigation de XAB 1 se poursuit dans le laboratoire de Benoit Coulombe, en

utilisant, entre autre, une étiquette d’affinité du coté N-terminal pour tenter

d’identifier d’autres partenaires d’interaction. De plus, ces études additionnelles

permettront de valider la présence des protéines Cl9orf2 et VDRLP dans l’éluat

XAB1-TAP. La caractérisation de RPAP1 est en cours pour tenter d’élucider les

rôles de cette protéine dans la transcription. D’autre part, puisque aucune protéine

reliée à la régulation transcriptionnelle n’a été identifiée dans le complexe

DDX5-TAP, l’investigation sur cette protéine ne sera pas poursuivie.
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