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HPRT Hypoxanthine-guanine PhosphoRibosyl Transferase



HsRBP Homo Sapiens RNA Polymerase B

HSP Heat-Shock Protein

Inr Initiator element

IPTG IsoPropyl B-D-1-ThioGalactopyranoside
kDa kiloDalton

LEU Leucine

MAD Multiwavelength Anomalous Diffraction
MBP Maltose-Binding-Protein

miARN Micro Acide Ribonucléique

MIR Remplacement Isomorphe Multiple

MPD Methyl PropaneDiol

NAT Negative regulator of Activated Transcription
Ndrl Non-race-specific Disease Resistance

NEB Nuclear Encoded RNA Polymerase

NELF Negativ Elongation Factor

NES Nuclear Export Signal

Ni-NTA Nickel-NitriloTriacetic Acid

NLS Nuclear Localization Signal

NTD N-Terminal Domain

NTP Nucléosides Tri-Phosphates

OB Oligonucleotide/Oligosaccharide Binding

Pb Paire de Base

PC2 Positive Cofactor 2

PEG Poly Ethyléne Glycol

PEP Plastid Encoded RNA Polymerase

P. falciparum Plasmodium falciparum

PfRPB Plasmodium falciparum RNA Polymerase B
PIC Pre-Initiation Complex

POLR2J Polymerase (RNA) Il (DNA directed) polypeptide J
RPA RNA Polymerase A sous-unité

RPB RNA Polymerase B sous-unité

RPC RNA Polymerase C sous-unité

RT-PCR Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction
ScRPB Saccharomyces Cerevisiae RNA Polymerase B
S. cerevisiae Saccharomyces Cerevisiae

SDS-PAGE Sodium Dodecyl Sulfate PolyAcrylamide Gel Electrophoresis
Ser Serine

SiRNA Short Interfering RNA

SMCC SRB/MED-containing Cofactor Complex
SNRNA Small Nuclear Acide Ribonucléique
SNoRNA Small Nucleolar Acide Ribonucléique

S. pombe Saccharomyces pombe

SRB Suppressors of RNA polymerase B
S.solfataricus Sulfolobus Solfataricus

Spl Specificity Protein 1

TAF TBP Associated Factors

TAP Tandem Affinity Purification

TBP TATA Binding Protein

TCR Transcription Coupled Repair

TEV Tobacco Etch Virus

TFI Transcription Factor of RNA polymerase ||



TMR

Th. aquaticus
TRAP

TRP

Tris

TSS

UAS
URS

VIH-1

TetraMethylRhodamine

Thermus aquaticus

Thyroid hormone Receptor Associated Proteins
Tryptophan

Tris hydroxyméthyl-aminométhane
Transcription Start Site

Upstream Activating Sequence
Upstream Repressing Sequence

Virus d’Immunodéficience Humain de type |
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Introduction générale

La premiere étape de I'expression des génes est la transcription qui permet
I'expression de I'information génétique contenue dans '’ADN. Chez les eucaryotes et
les procaryotes, la transcription est un mécanisme déterminant a tous les stades de
la croissance cellulaire : de la division a la mort. Elle est essentielle a I'expression
des genes et sa régulation permet le contréle et la modulation de la concentration
intracellulaire des ARN et des différentes protéines nécessaires a la survie cellulaire.
Sa régulation s’effectue par le biais de nombreux facteurs agissant au travers
d’interactions protéine-protéine et protéine-ADN. La transcription dépend d’une
activité enzymatiqgue médiée par une ARN polymérase ADN dépendante (ARNP) qui
catalyse de maniere processive la polymérisation de ribonucléotides triphosphates
pour synthétiser une chaine d’ARN complémentaire a la matrice d’ADN.

Cette activité enzymatique a été mise en évidence pour la premiere fois en
1959 dans un extrait de foie de rat (Weiss and Gladstone, 1959). Cette nouvelle
activité est alors recherchée et détectée dans divers organismes vivants (Huang et
al., 1960; Hurwitz, 1959). La démonstration que chez les bactéries une enzyme
unigue composeée de trois polypeptides (o, B, B) est responsable de la transcription
de tous les génes en ARN date de 1962 (Chamberlin and Berg, 1962). Il a fallu
attendre les années 1970 pour que Roeder et Rutter soient capables de séparer trois
activités de transcription nucléaires du foie de Rat en fonction de leur comportement
chromatographique (Roeder and Rutter, 1970). Dans le méme temps, C. Kedinger et
ses collaborateurs distinguaient ces trois enzymes a partir de thymus de veau sur la
base de leur sensibilité a I'a-amanitine (Kedinger et al., 1970). Depuis, ces trois
formes d’ARNP (ARNP I, ARNP Il et ARNP lll) nucléaires ont été bien caractérisées
chez la levure Saccharomyces cerevisiae, et identifiées dans les cellules animales et
végétales (Sentenac, 1985). Ces enzymes se distinguent par leur composition sous-
unitaire, leur localisation cellulaire, leur sensibilité a une toxine, 'a-amanitine, ainsi
que par les classes de génes qu’elles transcrivent et les facteurs de transcription qui

leur sont associés.
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l. Les différentes ARN polymérases

I.1. Les ARN polymérases monomeérique

Chez les virus, la transcription est souvent accomplie par une chaine
polypeptidique unique d’un poids moléculaire de I'ordre de 100 kDa illustrée par la
polymérase du bactériophage T7. L’étude structurale des polymérases
monomeériques comme la polymérase du bactériophage T7, la transcriptase reverse
du virus VIH-1 (figure 1), TADN polymérase de Th. aquaticus et '’ADN polymérase |
d’E. coli a permis de remarquer une forte homologie structurale en dépit d’'une faible
homologie de séquence et d’'une différence de substrat (Hsiou et al., 1996; Kim et al.,
1995; Ollis et al., 1985; Sousa et al., 1993).

Les différentes structures obtenues pour 'ARNP du bactériophage T7 ont
montré une forte similitude avec le fragment de Klenow de '’ADN polymérase | d’E.
coli. Trois domaines topologiques ont pu étre distingués dans les deux cas : les
doigts, la paume et le pouce qui s’organisent autour d’un sillon central en une
structure décrite comme « main droite incurvée » (figure 1) (Cheetham and Steitz,
2000b; Sousa, 1996).

Site actif

Figure 1: Modéle de la structure modulaire de la polymérase monomérique.

(A) : Structure de la T7 RNA polymérase. (B) Structure de la transcriptase reverse du virus VIH-1. Les
trois domaines (les doigts, la paume et le pouce) sont représentés (Cheetham and Steitz, 2000a;
Singh and Modak, 1998).
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Les doigts, constitués majoritairement d’hélices a, sont essentiellement
impliqués dans la stabilisation de I'interaction avec la matrice. Par ailleurs, un motif
présent au niveau du domaine des doigts, appelé boucle de spécificité, est impliqué
dans la reconnaissance du promoteur (Raskin et al., 1992; Rong et al., 1998). Le
sillon, destiné a recevoir la matrice, contient le cceur catalytique de I'enzyme. Le site
est constitué de résidus acides fortement conserves et rapprochés par le repliement
3D de la chaine polypeptidique. La comparaison des structures d’'une ARNP virale,
du fragment de Klenow et de la transcriptase reverse fait apparaitre une
ressemblance sans doute imputable a la similitude de leur activités catalytiques
(Moras, 1993). Finalement, le pouce confere la processivité a 'enzyme (Bonner et
al., 1994).

I.2. Les ARN polymérases des cellules procaryotes

1.2.1. L’ARN polymérase bactérienne

Tous les ARNs d’une cellule procaryotique sont synthétisés par une méme
ARNP. L’ARNP d’E.coli est une enzyme hétéro-multimérique de 450 kDa. Elle existe
sous deux formes : 'enzyme « core » et '« holo-enzyme ». L’enzyme « core » est
constituée de cing sous-unités : B’ et B, deux sous-unité o identiques et une petite
sous-unité o (figure 2). Elle présente une conformation tridimensionnelle dite en «
pince de crabe » née de I'assemblage des deux grandes sous unités p’ et B qui
portent les résidus catalytiques (Borukhov and Nudler, 2008). La sous-unité a est
impliquée dans I'assemblage de I'enzyme par sa partie N-terminale. En effet, son
homodimérisation est réalisé grace a cette partie N-terminale qui permet d’assembler
les deux sous-unités B’ et B (Zhang and Darst, 1998). La partie C-terminale de la
sous-unité a est un domaine de fixation a 'ADN, qui joue un réle dans l'interaction
avec certains promoteurs (Gourse et al., 2000). La petite sous-unité o n’a pas de réle
direct dans la transcription, mais semble fonctionner comme une chaperonne dans le
repliement de la sous unité B’ et son association avec le complexe intermédiaire de

'assemblage Ba'a (Minakhin et al., 2001).
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Figure 2 : Structure cristallographique de I’enzyme « core » de ’ARNP de Thermus aquaticus.
Les sous-unités (B',, o', a", ®) sont colorées différemment (Minakhin et al., 2001).

Ce complexe enzymatique n’est pas fonctionnel pour initier la transcription ; en
effet, s'il présente une certaine affinité pour les molécules d’ADN, il n’y distingue pas
les séquences spécifiques de la plupart des promoteurs. L’association réversible
d’'une sixieme sous-unité ¢ ou facteur ¢ de 70 kDa sur 'enzyme « core » constitue
une « holo-enzyme » dont l'affinité générale pour 'ADN est réduite au profit d’'une
forte spécificité pour les promoteurs (Burgess et al., 1969; Gruber and Gross, 2003).
Le premier facteur o bactérien a été découvert en 1969 comme la sous-unité de
'’ARNP d’E.coli essentielle pour la sélection du promoteur (Burgess et al., 1969). La
plupart des bactéries possedent plusieurs facteurs o permettent de reconnaitre
différents promoteurs (Ades, 2008; Campbell et al., 2008a; Chilcott and Hughes,
2000; Klauck et al., 2007). La figure 3 montre une comparaison des structures de 2
types de complexes : 'enzyme « core » et I'« holo-enzyme ». De plus, il est établi
que la séquence d’assemblage de la polymérase bactérienne suit le schéma
(Ishihama, 1981; Zillig et al., 1976):

200 = o >0~ a2B

Cependant, une différence majeure se situe au sommet de la zone du pouce.
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Ce domaine flexible intervient dans la processivité de 'enzyme, car 'enzyme « core
» n‘exhibe pas de sillon ouvert accessible a ’ADN (Figure 3). Ce domaine se referme
sur le sillon et le transforme en une volte fermée ou une fente a travers laquelle
passerait 'ADN ; ce changement de conformation permet a I'enzyme de ceinturer
I’ADN et de stabiliser sa forme « core » lors de la phase d’élongation (Polyakov et al.,
1995). Comme chez les polymérases monomériques, ce domaine est essentiel pour

la processivité de 'enzyme.

Figure 3 : Comparaison des deux formes de la polymérase bactérienne.
La polymérase d’E. coli est en configuration «core-enzyme » en (a) et « holo-enzyme » en (b). T :
domaine du pouce; C : sillon et D : densité additionnelle (Polyakov et al., 1995).

1.2.2. L’ARN polymérase des archébactéries

Les archébactéries n’utilisent qu'une ARNP qui comporte entre 10 et 14 sous-
unités selon l'espéce (Langer et al.,, 1995). L’ARNP archébactérienne est un
complexe multiprotéique d’environ 370 kDa. Contrairement aux bactéries pour
lesquelles ’ARNP s’associe a différents facteurs o, l'initiation de la transcription chez
les eucaryotes et les archébactéries nécessite plusieurs facteurs généraux de la
transcription qui ne sont pas associés de fagcon permanente a I'ARNP
archébactérienne (Murakami et al., 2002a; Murakami et al., 2002b; Soppa, 1999a;
Soppa, 1999b; Soppa, 1999c). L’initiation requiert deux facteurs généraux de la
transcription : TBP (TATA-box Binding Protein) et TFB (Transcription Factor B)
(Hausner et al., 1996). TFB se lie a TBP et a 'ADN au niveau d’'un élément appelé
BRE (TFB Responsive Element). Il joue un rdle important dans le recrutement de
'’ARNP (Littlefield et al., 1999; Qureshi et al., 1995).
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Les sous-unités de 'enzyme archébactérienne sont désignées par des lettres et
peuvent étre classées en 3 groupes fonctionnels: (1) celles impliquées dans la
catalyse (A'/A”", B'/B"" ou B); (2) celles impliquées dans I'assemblage du complexe
(L, N, D et P) et enfin (3) celles impliquées dans des fonctions auxiliaires (F, E, H et
K) (figure 4). Les polypeptides de type A et B sont homologues des sous-unités

eubactériennes pB’'CJet B tandis que 'homodimére o, est homologue de L, N, D et P et

enfin la sous-unité o est homologue de K (Werner, 2007).

Figure 4 : Structure de surface de ’ARNP de Sulfolobus solfataricus.
Chaque sous-unité est notée par une couleur unique et étiquetée (Hirata et al., 2008).

La structure de 'ARNP de l'archébactérie thermophile Pyrococcus furiosus a
été déterminée par cryomicroscopie électronique a une résolution de 13 A (Kusser et
al., 2008). Ces résultats ont été confirmés et affinés par la publication de la structure
cristallographique de '’ARNP de Sulfolobus solfataricus & 3,4 A et celle de son sous-
complexe D/L & une résolution de 1,76 A (Hirata et al., 2008) (figure 5). Dans cette
structure, les trois grandes sous-unités A’, A" et B forment un large corps ellipsoide
en forme de pince de crabe. Elles constituent la partie essentielle de 'enzyme et
portent tous les domaines et motifs structuraux nécessaires a la polymeérisation de
I’ARN. Elles portent notamment le domaine responsable de recrutement de I'enzyme
sur 'ADN et constituent la pince flexible qui enserre 'ADN ainsi que le site actif.

L’efficacité de lI'assemblage des grandes sous-unités requiert les quatre petits
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polypeptides D-L-N-P qui forment un sous-complexe (Werner et al., 2000).

Les sous-unités E et F constituent un sous-ensemble stable qui forme une
queue qui dépasse du corps de I'enzyme (figure 5). Ce complexe E-F interagit
probablement avec le transcrit naissant, car il émerge du canal de sortie de 'ARN qui
contient des motifs de fixation de 'ARN, et est impliqué dans la séparation des brins
d’ADN au cours de l'initiation de la transcription (Grohmann and Werner, 2011; Meka
et al., 2005; Naji et al., 2007).

OQFe @S
@« Cluster Fe-S

Figure 5 : Structure cristallographique de ’ARNP de Sulfolobus solfataricus.

La sous-unité A’ est en gris, B en beige, P en vert, D en rouge, N en bleu foncé, L en jaune, K en vert-
clair, E’ en bleu-clair et F en marron. Le domaine non structuré de la téte de la pince est indiqué en
pointillés (Hirata et al., 2008).

La particularité nouvelle de la structure de 'ARNP de S. solfataricus est la
présence d’un cluster fer-soufre (Fe-S) dans la sous-unité D. Ce cluster n’est pas
directement impliqué dans la formation de I'hétérodimére D/L mais I'absence de ce
cluster entraine la formation des agrégats de la sous-unité D qui empéche la
formation d’'un complexe fonctionnel (D/L). Ce complexe joue un role structural
important pour 'assemblage de I'enzyme (Hirata et al., 2008). Dans la structure de
'’ARNP de S. solfataricus, le cluster Fe-S est situé a 45 A de site catalytique et par
conséquent, il est peu probable qu’il soit impliqué dans la synthese d’ARN (Hirata et
al., 2008; Hirata and Murakami, 2009) (Figure 5).
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En théorie, le cluster Fe-S pourrait permettre une régulation rédox de la
transcription générale de S. solfataricus. Cependant, le cluster est étroitement lié a
'enzyme, il n'est pas sensible a 'oxygéne. Le motif de fixation du cluster Fe-S n’a
pas été retrouvé chez Pyrococcus furiosus. Mais de tels motifs étaient prédits dans
les séquences des sous-unités D de 16 archébactéries et AC40 (homologue de la
sous-unité D) de 'ARNP | et lll de plusieurs eucaryotes (plantes : Arabidopsis
thaliana et protozoaires : Tetrahymena thermophila) (Hirata et al., 2008; Hirata and
Murakami, 2009).

[.3. Les ARN polymérases des cellules eucaryotes

Chez les eucaryotes, la réaction de transcription est plus complexe a cause de
I'environnement plus structuré du noyau. L’ADN présent dans le noyau d’une cellule
eucaryote est condensé au sein de complexes nucléoprotéiques appelés
nucléosomes. Ces complexes sont constitués d’histones et d’ADN et ils forment la
chromatine. Le niveau de compaction de la chromatine constitue le premier niveau
de régulation des geénes. Pour activer la transcription d’'un gene dans une cellule, la
chromatine située dans la région de contrble du géne doit étre dans une
conformation qui la rend accessible aux différentes protéines régulant la
transcription. De la méme facon, le gene dans sa totalité doit étre accessible a la
polymérase pour étre transcrit et donc localisé dans une zone décondensée de la
chromatine. La transcription est assurée par les ARNP nucléaires I, Il et lll. Chacune
de ces enzymes est un hétéromultimére dont la masse est comprise entre 500 et 700
kDa.

On leur attribue la lettre A, B ou C en fonction de leur sensibilité a I’ a-amanitine
(Les ARNP Il et Ill sont sensibles a 'a-amanitine, ce qui n’est pas le cas de ’ARNP 1)
(Kedinger et al., 1970) ; ou les numéros |, Il, 1ll selon leur ordre d’élution lors d’'une
séparation par chromatographie sur DEAE-séphadex (Roeder and Rutter, 1969).
Nous utilisons classiquement la deuxiéme nomenclature pour décrire le complexe
enzymatique (ARNP 1, I, et Ill), cependant, nous utilisons pour nommer les sous-
unités qui composent chaque ARNP la premiére nomenclature. Ainsi nous parlerons
des sous-unités RPA, RPB et RPC pour ARNP I, Il et lll ou RPAC quand nous
parlons de sous-unités communes aux ARNP | et Ill. Pour définir une sous-unité

spécifique des ARNP | et/ou lll, on leur affecte un nombre représentant leur masse
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molaire en kDa. Les sous-unités de 'ARNP Il ont été numérotées de RPB1 a 12,
dans 'ordre décroissant de leur mobilité électrophorétique.

L’organisme dont est issue une sous-unité particuliere sera précisé devant cette
nomenclature : HsRPx pour les sous-unités humaines, ScRPx et PfRPx pour les

sous-unités de S. cerevisiae et Plasmodium falciparum respectivement.

[.3.1. Les trois ARN polymeérases (I, Il, Ill) nucléaires

Les études biochimigues, génétiques et structurales des trois ARNP (1,11, 111) de
levures S. cerevisiae en font les ARNP eucaryotiques mieux caractérisées. Les
compositions des ARNP 1, Il et Ill de la levure S. cerevisiae ont été établies. Des
homologues humains des sous-unités de levure ont été identifiés, indiquant une
méme organisation polypeptidique des ARNP humaine et de levure S. cerevisiae.
Les caractéristiques des trois enzymes seront présentées pour les polymérases de la
levure de S. cerevisiae.

L’ARN polymérase | est responsable de la transcription de 'ARN ribosomal
35S, précurseur des ARN ribosomaux (ARNr) 28S, 18S et 5,8S. Elle est nucléolaire
et constituée de 14 sous-unités. Les ARN ribosomaux sont les plus abondants
(environ 90% des ARN totaux). La régulation de 'ARNP | est donc nécessairement
un aspect trés important du contréle global de la croissance cellulaire (Stefanovsky
et al., 2001). Il existe un lien étroit entre la croissance cellulaire et la quantité d’ARNr
dans une cellule (Moss, 2004).

L’ARN polymérase Il synthétise les précurseurs des ARN messagers (ARNm)
codant les protéines et la trés grande majorité des petits ARN non codant impliqués
dans la régulation de I'expression des génes (miARN, micro-ARN) et des ARN
nucléaires (ARNsn) et nucléolaires (ARNsno). Elle est nucléoplasmique et constituée
de 12 sous-unités. Depuis peu, on sait aussi qu'elle assure la synthése d’ARN
cryptigues, codés par les régions intergéniques (Wyers et al., 2005). La transcription
d’'un géne en ARNm est sans doute le mécanisme transcriptionnel le plus complexe
et finement régulé. En effet, alors que les ARNr et les ARNt sont transcrits dans
toutes les cellules sans distinction, chaque ARNm n’est transcrit que dans un certain
nombre de cellules, & un moment donné et pendant un temps donné. C’est ce qui fait

la spécificité de chacune de nos cellules.
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L’ARN polymérase lll est un complexe multiprotéiques de 17 sous-unités,
responsable de la transcription des ARN de transfert (ARNt), de 'ARN ribosomal 5S
(ARNr 5S), de petits ARN nucléaires (U6 snARN, U6 Small nuclear ARN) ainsi que
de certains miRNA (Haeusler and Engelke, 2006). L’ensemble des génes transcrits
par ’ARNP Il a été identifié par la technique de « ChIP on chip » (Harismendy et al.,
2003; White, 2011). Sa localisation nucléoplasmique ou nucléolaire, est encore
controversée : elle pourrait étre en partie nucléolaire a cause de 'ARN ribosomal 5S
qui est a proximité de I'ADNr transcrit par TARNP | (Thompson et al., 2003).
Cependant ce point n'a pas été clairement établi. Il est possible que la transcription
des autres transcrits de 'ARNP Ill, comme les ARNt, soit également nucléolaire
(Thompson et al., 2003).

1.3.2. L’ARN polymérase mitochondriale

Les cellules eucaryotiques contiennent une activité polymérasique distincte de
celle des ARNP nucléaires. Cette activité est responsable de la transcription de
'’ADN mitochondrial (ADNmt). Peu de données structurales sont connues sur les
ARNP mitochondriales (mtARNP), mais des études biochimiques et phylogénétiques
ont pu mettre en évidence des homologies avec les ARNP monomériques.

La levure S. cerevisiae possede un ADNmt circulaire de 80 kb. Son mtARNP,
codée par le gene nucléaire Rpo41, est un polypeptide de 145 kDa. La délétion ou la
mutation du gene RPO41 entraine un phénotype dit de levures « petites » (Greenleaf
et al., 1986). Un facteur de spécificité est nécessaire a la reconnaissance du
promoteur : Mtf1 (Mitochondrial Transcriptional Factor 1). Ce facteur présente des
homologies avec les facteurs ¢ de la bactérie (Mangus et al., 1994). Mtfl est une
protéine de 43 kDa qui interagit directement avec le polypeptide de 145 kDa, pour
former une « holoenzyme » fonctionnelle dont I'activité est promoteur-spécifique
(Jang and Jaehning, 1991).

Le domaine C-terminal (CTD) (~ 80 kDa) du cceur catalytique de I'enzyme
mitochondriale est bien conservé chez les levures, les plantes et les animaux et
présente une forte homologie avec la polymérase de type phagique T3 et T7
(Cermakian et al., 1996). Cependant, le domaine N-terminal est moins conservé et il
n'est pas présent dans les ARNP des bactériophages T3 et T7. Le domaine N-
terminal de Rpo41 de levure interagit avec des protéines (Namlp et Sls1p) qui sont
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impliquées dans la maturation de '’ARNm et la traduction (Rodeheffer and Shadel,
2003). Ce domaine interagit directement avec Mtfl et cette interaction est modifiée
lors du passage de linitiation a élongation (Paratkar et al., 2011).

A ce jour, aucune donnée structurale n’est disponible sur Rpo41, mais la
structure cristallographique du facteur de transcription mitochondrial (Mtf1) de S.

cerevisiae a été résolue & 2,6 A (Schubot et al., 2000).

1.3.3. L’ARN polymérase chloroplastique

Dans le chloroplaste des plantes supérieures, la transcription est effectuée par
deux types d’ARNP ADN-dépendantes :

(1) la PEP (Plastid Encoded RNA Polymerase) est une ARNP de type
procaryotique, présente chez la totalité des végétaux. Il s’agit d’'une enzyme
multimériqgue, dont le noyau « core » est composé de sous-unités o, B, B,
B"codées respectivement par les génes plastidiaux rpoA, rpoB, rpoC1 et rpoC2
(Hu and Bogorad, 1990; Hu et al., 1991). Tout comme chez la bactérie, le noyau de
'enzyme oPBp'B"” doit étre associé au préalable avec un facteur de spécificite,
capable de reconnaitre les promoteurs consensus —10 et —35 : un facteur de type o
ou SLF (Sigma Like Factors) (Schweer et al., 2010; Suzuki et al., 2004).

(2) La NEP (Nuclear Encoded RNA Polymerase) est une ARNP codée par le
noyau, importée dans le plaste. Elle ne répond pas a des critéres biochimiques
caractéristiques des ARNP bactériennes ou eucaryotique.

Lerbs-Mache a réussi a séparer deux activités transcriptionnelles dans les
chloroplastes de trés jeunes feuilles d’épinard (Lerbs-Mache, 1993): la premiere
présentant le profil polypeptidique et propriété de la PEP, déja connue ; et la
seconde (NEP) est associée a un polypeptide unigue de 110 kDa codé par le géne
nucléaire RpoT, qui est capable d’initier la transcription a partir d’un promoteur
généralement reconnu par ’ARNP du bactériophage T7 (Liere et al., 2004; Liere et
al., 2011).
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[.3.4. Les ARN polymérases IV et V

Récemment, de nouvelles ARNP nucléaires ont été identifiées chez les plantes
(Arabidopsis thaliana) et nommées ARNP IV et V. L’ARNP IV synthétise les
précurseurs de petits ARN de 24 nucléotides (siRNA). Ces petits ARN vont induire la
méthylation de 'ADN et des modifications des histones au niveau de séquences
cibles. Ces modifications entraineront la transformation de la chromatine en
hétérochromatine, il s’agit d’'une répression au niveau transcriptionnel (Matzke et al.,
2006; Ream et al., 2009).

L’ARNP V synthétise les précurseurs des siRNA qui induisent la dégradation
spécifiqgue des ARNm des génes de rétrotransposon comme AtSN1 (Wierzbicki et
al., 2008; Wierzbicki et al., 2009).

Elles sont composées de 12 sous-unités. Une étude récente a montré que
certaines sous-unités sont partagées entre les trois ARNP 1I, IV, et V (Tableau 1).
Néanmoins, 4 sous-unités de 'ARNP IV (RPD1, 2, 4 et 7) et 6 sous-unités de ’ARNP
V (RPE1, 2, 3b, 4, 5 et 7) sont distinctes de leurs paralogues dans 'ARNP Il. Les
ARNP |V et V sont différentes en 4 sous-unités (1, 3, 5, et 7) (Ream et al., 2008).

Sous-unités | ARNP Il | ARNP IV
1 RPB1
2 RPB2
3 RPB3
4 RPB4
5 RPB5
6 RPB6
7 RPB7
8 RPB8 RPDS8 RPE8
9 RPB9 RPD9 RPE9
10 RPB10 RPD10 RPE10
11 RPB11 RPD11 RPE11
12 RPB12 RPD12 RPE12

Tableau 1 : Comparaison des sous-unités de ’ARNP II, IV et V.

Les sous-unités communes de 'ARNP I, IV et V sont colorées en bleu. Les sous-unités spécifiques
de 'ARNP 1V sont colorées en verte. Les sous-unités spécifiques de 'ARNP V sont colorées en
rouge. Les sous-unités communes de '’ARNP |V et V sont colorées en jaune (Ream et al., 2008).
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II. Comparaison des ARN polymérases

La structure des ARNP cellulaires est hautement conservée a travers
I'évolution, comme le montre le niveau des similitudes entre les séquences primaires

des différentes sous-unités des ARNP de la bactérie a 'lhomme.

[I.1. Conservation et spécificité des sous-unités des ARN polymérases

Les 12 polypeptides (RPB1 a RPB12) de I'ARNP Il sont paralogues (ou
identiques dans le cas de RPB5, RPB6, RPB8, RPB10 et RPB12) a 12 des sous
unités des ARNP | et Il et ont tous un équivalent chez les archébactéries (Tableau
2). Le tableau 2 présente leur conservation avec celles des bactéries et les archées
(Langer et al., 1995; Werner and Weinzierl, 2002). La comparaison des séquences
des protéines eubactériennes, archébactériennes, et eucaryotiques a permis de
définir une série de régions conservées au cours de I'évolution. Cing des sous-unités
sont présentes dans tous les organismes cellulaires, y compris chez les bactéries qui

forment 'enzyme « core » (Murakami et al., 2003).

Procaryotes Eucaryotes (S. cer)
Eubactéries Archées ARNP Il ARNP 1 ARNP Il
Sous-unités (5) (12) (12) (14) (17)
B’ A A RPB1 RPA190 RPC160
Coeur B B'/B"’ RPB2 RPA35 RPC128
.. a D RPB3 RPC40 RPC40
eubacterien a L RPB11 RPC19 RPC19
w K RPB6 RPB6 RPB6

Archées

F
H
E
et M/TFIIS RPB9 RPA12 RPC11
Eucaryotes N RPB10 RPB10 RPB10
P
G

spécifiques RPC37

Tableau 2 : Classification des sous-unités des ARNP.
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L’ARNP | et lll possédent en outre un jeu de sous-unités spécifiques. La grande
sous-unité de 'ARNP Il posséde en plus a son extrémité carboxy-terminale une
extension particuliére, constituée de répétitions de la séquence "Tyr-Ser-Pro-Thr-
Ser-Pro-Ser". Le nombre de répétitions varie d’'un organisme a l'autre. Ce domaine
est essentiel et contient des sites de modifications post-traductionnelles importantes
pour la régulation de l'activité de I'enzyme qui sera détaillé plus tard (Corden and
Patturajan, 1997; Oelgeschlager, 2002; Proudfoot et al., 2002; Steinmetz, 1997).

L’ARNP | se distingue par ses sous-unités spécifiques RPA49 et RPA34 (Gadal
et al., 1997; Huet et al., 1975; Liljelund et al., 1992). L’absence de RPA49 (ou plus
précisément son extrémité C-terminale) conduit en effet a un défaut de recrutement
du complexe ARNP I/Rrn3 (Rrn3 : facteur d’initiation de la transcription) (d’ou une
croissance ralentie a 30 et 25°C), et aussi conduit a une forte sensibilité au
mycophénolate (un inhibiteur de I'élongation) (Desmoucelles, 2002; Gadal et al.,
2002; Gadal et al., 1997; Liljelund et al., 1992). Le role de RPA34 est moins critique,
mais les données suggéerent fortement qu’elle stabilise RPA49 sur TARNP | et qu’elle
assure donc une conformation optimale de RPA49 (Beckouet et al., 2008).

L’ARNP 1l posséde cing sous-unités spécifiques réparties en deux groupes. Le
premier groupe est celui des sous-unités RPC82, RPC34 et RPC31 qui forment un
trimére dans lI'enzyme. Ces sous-unités sont importantes pour linitiation de la
transcription (Lefevre et al., 2011; Mosrin et al., 1990; Thuillier et al., 1995). Le
deuxiéme groupe est I'hétérodimére formé par les sous-unitées RPC53 et RPC37
(Landrieux et al., 2006). Ces sous-unités interagissent avec RPC11 et seraient
impliquées dans le processus de recyclage de 'ARNP IlI afin de faciliter la réinitiation
de la transcription (Landrieux et al., 2006). Ces sous-unités spécifiques sont
également importantes dans la reconnaissance correcte du signal de terminaison
(Landrieux et al., 2006).

Récemment, deux isoforme de 'ARNP Il (a et ) humaine ont été identifiées.
Les deux isoformes se distinguent par la présence, soit de la sous-unité HSRPC32a,
soit de HsRPC32B. (équivalent de RPC31 chez S. cerevisiae). L’analyse
de plusieurs tissus humains et des lignées cellulaires a montrée que 'ARNP llIf est
largement exprimée et est indispensable pour la survie de la cellule, alors que

'’ARNP llla est seulement détectée dans plusieurs lignées cellulaires de lymphomes
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et leucémies et n’est pas indispensable pour la survie de la cellule. Elle est impliquée
dans la différenciation cellulaire (Haurie et al., 2010; Teichmann et al., 2010).

[I.2. Complémentation entre les sous-unités de ’ARNP Il humaine et S.

cerevisiae

Les structures des ARNP bactériennes et de la levure étant trés proches, on
peut imaginer que cette conservation s’étende aux ARNP de mammiféres et
humaines. Les études de remplacement des sous-unités ont montré que seulement
4 des 12 sous-unités ne sont pas fonctionnelles dans la levure : HsSRBP2, 3, 5 et 11
(Tableau 3) (Khazak et al., 1998; Khazak et al., 1995; McKune et al., 1995; Schaller
et al., 1999; Shpakovski et al., 1995).

Il existe une grande conservation fonctionnelle entre 'homme et la levure
concernant 'ARNP [l. On peut remarquer que la capacité a complémenter ne suit
pas le pourcentage d’homologie entre les sous-unités (Tableau 3). Cette grande
conservation nous permet de considérer la structure décrite pour 'enzyme de levure

S. cerevisiae, comme une référence fiable pour nos travaux chez ’lhomme.

H. sapiens
Sous-unités | Complémentation| (%) Homologie
RPB1 + 55
RPB2 - 61
RPB3 - 45
RPB4 + 31
RPB5 - 45
RPB6 + 60
RPB7 + 43
RPB8 + 33
RPB9 + 39
RPB10 + 73
RPB11 - 47
RPB12 + 38

Tableau 3 : Comparaison des résultats de complémentation Homme-levure.
Les sous-unités qui complémentent sont indiquées par un (+) et celles ne complémentant pas par un
(). Les pourcentages d’homologie des protéines sont indiqués entre 'lhomme et la levure.
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lll. La transcription par ’ARN polymérase Il

La synthése des ARN par 'ARNP Il est 'une des principales étapes de la
régulation de I'expression génétique. La transcription des génes de classe Il, les
genes codant les protéines et les petits ARN non codants est catalysée par TARNP I
et nécessite toute une série de facteurs protéiques spécialisés appelés facteurs
généraux de la transcription (GTF, General Transcription Factors). La transcription
peut étre séparée en trois grandes étapes : l'initiation, I'élongation, et la terminaison.
C’est un mécanisme extrémement complexe et finement régulé qui nécessite, a
chacune de ses étapes, la reconnaissance par de multiples facteurs protéiques de
nombreuses séquences régulatrices située dans I’ADN et en particulier au niveau du

promoteur des genes.

[ll.1. La transcription des génes de classe Il

Les promoteurs des genes transcrits par '’ARNP |1l comportent un promoteur
minimal et des éléments régulateurs, proximaux ou distaux, spécifique de chaque

gene.
[11.1.1. Le promoteur minimal

Le promoteur minimal est défini comme la séquence nécessaire et suffisante
pour une linitiation spécifique in vitro par 'ARNP Il en présence des facteurs
généraux de la transcription.

L’élément principal du promoteur est la boite TATA (Gannon et al., 1979; Tora
and Timmers, 2010). La boite TATA, dont la séquence consensus est
TATA(AIT)A(AIT), est localisée a une trentaine de bases environ en amont du site
d’initiation de la transcription (TSS, Transcription Start Site) (Gross and
Oelgeschlager, 2006). Cette séquence est reconnue par la machinerie de base de la
transcription, via la protéine TBP (TATA Binding Protein) du facteur de transcription
TFIID (Buratowski et al., 1988; Nakajima et al., 1988).

Il a longtemps été cru qu'une majorité de génes eucaryotes contenaient cet
élément et qu’il pouvait a lui seul étre responsable de la spécificité de I'initiation de la

transcription. Or, depuis quelques années il apparait tres clairement que la grande
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majorité de ces génes ne contient pas de « boite TATA » facilement identifiable
(Bajic et al., 2006; Cooper et al., 2006; Gershenzon and loshikhes, 2005).

L’élément initiateur (Inr) est situé autour du site d’initiation TSS. Il est constitué
d’'une séquence riche en pyrimidines moins conservées que la boite TATA (figure 6)
(Tableau 4). Il permet aussi de spécifier l'initiation de la transcription des génes qui
ne contiennent pas de boite TATA. Un autre type d’élément, de séquence faiblement
conservée, le DPE (Downstream Promoter Element), est localisé environ 30 pb en
aval du site de démarrage de la transcription chez certains promoteurs ne possédant
pas de boite TATA. Le DPE fonctionne de maniere synergique avec l'initiateur et est
reconnu par le facteur général TFIID (Burke and Kadonaga, 1997).

La séquence BRE (TFIIB Responsive Element) riche en guanine et située en
amont de la boite TATA, est reconnue spécifiquement par le facteur général de
transcription TFIIB et elle est présente dans environ 12% des promoteurs et permet
de faciliter le recrutement et de stabiliser la machinerie transcriptionnelle au niveau
du promoteur (Lagrange et al., 1998). Plusieurs équipes ont démontré la présence
d’'un second BRE localisé cette fois-ci en aval de la « boite TATA » (figure 6) (Chen
and Hahn, 2003; Fairley et al., 2002; Tsai and Sigler, 2000).

Il existe un élément DCE (Downstream Core Element), également localisé en
aval de site de démarrage de la transcription (Lee et al., 2005a; Lewis et al., 2000).
Ce DCE, contrairement aux autres motifs présents dans le coeur des promoteurs, ne
se compose pas d’'un seul et méme élément, mais de trois sous-séquences: Sl, Sll et
Sl avec les motifs CTTC, CTGT et AGC respectivement (Tableau 4). Ces motifs
peuvent lier une sous-unité du facteur TFIID, TAF1 (Butler, 2002; Lee et al., 20053a;
Lewis et al., 2000; Thomas and Chiang, 2006).

Les éléments MTE (Motif Ten Element) sont un autre élément localisé de 18 a
29 pb en aval du site d'initiation de la transcription. lls contiennent le motif consensus
C(G/C)A(A/G)C(G/C)(G/C)AACG(G/C). Il fonctionne en coopération avec I'Inr pour
activer la transcription (figure 6) (Lim, 2004; Ohler et al.,, 2002). La présence
combinée de ces différentes séquences au niveau du promoteur détermine la

spécificité de l'initiation de la transcription (Gershenzon, 2004).
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Y|[MTE| DPE
DCE

—{ BRE"H TATA H BREY | Inr

Figure 6 : Reconnaissance des éléments de promoteur par les facteurs TFIID et TFIIB.
(Thomas and Chiang, 2006)

Elément de Position Séquence consensus (5’ a 3') Protéine
promoteur fixée
BREY -38 a-32 (GIC)(GIC)(G/A)CGCC TFIIB
TATA -31a-24 TATA(ATAAIT)(AIG) TBP
BRE* -23a-17 (GIAT(TIGIA)TIG)GIT)(TIG)(TIG) TFIIB
Inr -2a+5 PyPyAN(T/A)PyPy TAF1/TAF2
MTE +18 a +39 C(G/C)A(A/G)C(G/C)(GIC)AACG(GIC) (nd)
DPE +28 a +34 (A/G)G(AT)CGTG TAF6/TAF9
+6a+11 CTTC
DCE +16 a +21 CTGT TAF1
+30 a +34 AGC

Tableau 4 : Liste des séquences consensus et positions des éléments de promoteur.
(Thomas and Chiang, 2006)

[11.1.2. Les éléments de régulation

Le niveau d’expression de chaque gene est différent. Les génes possédent
ainsi dans leur promoteur des séquences régulatrices qui leur sont propres et qui
autorisent le contrdle de leur expression par des protéines régulatrices. Ces

séquences permettent d’adapter le niveau d’activité d’'un géne aux besoins
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physiologiques et a I'état de différenciation des cellules. Les éléments de régulation

ont été classés en deux types, selon leur distance par rapport au TSS.

[11.1.2.1. Les séquences régulatrices proximales

Les séquences régulatrices proximales sont généralement situées entre 40 et
110 paires de bases en amont du TSS, et sont parfois présentes en plusieurs
exemplaires. Les séquences proximales peuvent avoir un effet activateur (UAS,
Upstream Activating Sequence) ou répresseur (URS, Upstream Repressing
Sequence) selon les protéines qui les reconnaissent (Figure 7). Les protéines se liant
a ces éléments régulateurs proximaux régulent la transcription par contacts directs
avec la machinerie de transcription de base ('TARNP Il et GTF).

Parmi les séquences les mieux caractérisées, on trouve les boites CAAT et les
motifs riches en GC. Les activateurs transcriptionnels de la famille de CTF (CAAT
box Transcription Factor) reconnaissent la séquence CAAT (Belikov et al., 2004;
Gronostajski, 2000), et les motifs riches en GC sont reconnus par les facteurs
transcriptionnels de la famille Spl via leurs motifs en doigt a zinc C- terminaux (Gill
et al., 1994, Lee et al., 2005b; Marco et al., 2003).

Séquences Séquences
régulatrices régulatrices
distales distales

\Y_URS 1 UAS Py

Séquen‘;fgc.l'hfrices D D DCE D
J

proximales

Promoteur minimal

Figure 7 : Représentation schématique des éléments régulateurs de I’expression des génes.

Le promoteur du géne a été détaillé. 1l contient le promoteur minimal et des séquences régulatrices
proximales répressives URS (Upstream Repressing Sequence) et/ou activatrices UAS (Upstream
Activating Sequence). Tous les éléments représentés au niveau du promoteur minimal n’apparaissent
pas dans tous les promoteurs. Les séquences régulatrices distales sont également représentées au
niveau de la chromatine.
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[11.1.2.2. Les séquences régulatrices distales

Les séquences régulatrices distales peuvent étre situées jusqu’a plusieurs
milliers de paires de bases en amont ou en aval du TSS (Ptashne, 1988). Elles sont
appelées « enhancer » lorsqu’elles sont des sites de liaison d’activateurs
transcriptionnels ou « silencer » lorsqu’elles sont des sites de liaison de répresseurs

(Levine and Tjian, 2003). La proximité de multiples « enhancers » permet le

recrutement d’'un complexe transcriptionnellement actif, nommé « enhanceosome »,

jouant un réle important dans la régulation spatiale et temporelle de I'expression des
genes (Gill et al., 1994; Hertel et al., 1997; Levine and Davidson, 2005; Levine and
Tjian, 2003).

Les études des neurones corticaux chez la souris ont montré que 'ARNP |l se
lie a des milliers d’enhancers et transcrit une nouvelle classe d’ARN régulateur non
codant (eARN, enhancer ARN). Le niveau d’expression de eARN est positivement
corrélé avec le niveau de ’ARNm synthétisé a partir du géne a proximité. Ce qui
suggere que les eARN synthétisés a partir d’enhancer sont activement engagés pour
promouvoir de synthése de ’ARNm (figure 8) (Kim et al., 2010; Ren, 2010).

Modification de la chromatine

Facteurs de
b transcription (@

Figure 8 : Production de eARN a partir d’enhancer.

a, avant I'activation du géne, I'enhancers des neurones et les promoteurs sont dans une configuration
ouverte, mais ne produisent pas de transcrits ou seulement de faibles niveaux. b, aprés une activation
par la dépolarisation de la membrane suite & un traitement de KCI, les facteurs de transcription et
I'ARNP Il se lient a des enhancers et produisent eARN. Simultanément, ARNP Il et machinerie de
transcription se lient aussi aux promoteurs pour initier la transcription de '’ARNm. ¢, si le promoteur
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est tronqué, I'enhancer reste lier aux facteurs de transcription et de 'ARNP II, mais sans produire de
eARN (Ren, 2010).

Les enhancers se distinguent par des modifications post-traductionnelles des
histones spécifiques. La définition d’'une signature sur la chromatine au niveau
d’enhancers telle que : la mono- et di-méthylation de la lysine 4 des histones 3,
'acétylation de la lysine 27 des histones 3 et la présence de la protéine p300 (qui a
une activité acétyltransferase) a permis de prédire des enhancers putatifs dans le

génome (Ong and Corces, 2011).

[11.1.3. Les facteurs généraux de la transcription

L’ARNP Il n’est pas capable de reconnaitre, seule, le promoteur pour démarrer
la syntheése d’ARN. Plusieurs protéines ou complexes protéiques sont indispensables
a la fixation spécifique de 'ARNP Il sur le promoteur et sont désignés comme les
facteurs généraux de la transcription (GTF), tels TFIIA, TFIIB, TFIID, TFIE, TFIIF et
TFIIH (TFII, Transcription Factor of RNA polymerase 1) (Orphanides et al., 1996).

lIs ont été purifiés a partir de plusieurs organismes (Homme, drosophile et
levure) (Conaway and Conaway, 1993; Zawel and Reinberg, 1995). Le tableau 5

présente la composition et les propriétés de chacun de ces facteurs.

Facteur général de s s
transcription Sous-unites Proprietes
a 35kDa | _pissocie les dimeres de TBP
TFIA 19 kDa | - Requis pour I'activation de la transcription
Y 12KkDa | - Stabilise le complexe TBP-boite TATA
- Lie les BREu et BREd
TFIB 35 kDa - Stabilise le complexe TBP-boite TATA
- Recrutement et positionnement du complexe pol Il / TFIIF
TBP 38 kDa | - Lie la TATA Box
TAF1 250 kDa | - IT|e I'lnr et_Ie _DCE,_ activité h_|stone acétyl transférase,
histone ubiquitine ligase et kinase
TAF2 150 kDa | - Lie I'lnr en coopération avec TAF1
- Impliqué dans la fixation du promoteur.
TAF3 140 kDa | - Reconnait spécifiquement la lysine 4 de I'histone H3
TEIID triméthylée.
- Interaction avec le domaine d’activation riche en glutamine
de facteur de transcription Spl
TAF4  130/135kDa | _ Similitude de séquence avec I'histone H2A
- Interaction avec TAF12
TAF4b 105 kDa | - Similitude de séquence avec I'histone H2A
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- Interaction avec TAF12
- Interaction avec le facteur de transcription AP-1

- Similitude de séquence avec 'histone H4

TAF5 100 kDa | - Joue un role essentiel dans I'assemblage du complexe
TFIID
TAFG sokDa | - I,_|§ le DPE avec TAF9, similitude de séquence avec
I'histone H4
- Inhibe I'activité histone acétyl transférase de TAF1
TAF7 55kDa | - Interaction avec TFIIH et P-TEFb (Positive Transcription

Elongation Factor b)

- Interaction avec TBP et TAF10

TAF8 43kDa | _gimilitude de séquence avec I'histone H3

TAF9 32/31 kDa | - Lie le DPE avec TAF6, similitude de séquence avec

I'histone H3
TEIID TAF10 30kDa | Interactlon avec TAF8, posséde une structure de type
histone
TAF11 28 kDa |~ Posséde une structure de type histone

- Interaction avec TAF13 et TFIIA

TAF12 20 kDa | - Similitude de séquence avec I'histone H2B

- Possede une structure de type histone H4

TAF13 18kDa | _ Interaction avec TAF11 et TBP

- Interaction avec TFIIF, le médiateur, histone acétyl
TAF14 27 kDa | transférase NUA3 et le complexe de remodelage de la
chromatine SWI/SNF chez S. cerevisiae

- Impliqué dans I'épissage de TARNm et son transport vers

TAF15 68 kDa le cytoplasme, domaine de liaison a 'ADN, Interaction
avec 'ARNP I
a 56 kDa | . Recrutement de TFIIH avec TFIIE
TFIE -
B 34 kDa | - Lie TADN
RAP74 58 kDa | - Recrutent TARNP I
TFIIF - Stimulent I'élongation de la transcription in vitro
RAP30 26 kDa | _ |mpliqué dans le recrutement de TFIIB
XPB 89 kDa
XPD 80 kDa | - Activité ATPase pour l'initiation de la transcription et
XPG 133 kDa | le dégagement du promoteur
p62 62kDa | _ oyverture de la double hélice (activité hélicase)
p52 54 kDa
TEIH 044 24 kDa | - Réparation de 'ADN
p34 34 kDa | - Phosphorylation de la CTD de la polymérase Il par cdk7
cdk? 40 kDa o
Cycline H s Kkoa |- Activité ubiquitine ligase E3
MAT1 32 kDa | - Activité endonucléase
TTDA 8kDa

Tableau 5 : Composition et propriétés des facteurs généraux de transcription.

(Bhattacharya et al., 2007; Egly and Coin, 2011; Gazit et al., 2009; Gegonne et al., 2008;
Kalogeropoulou et al., 2010; Law et al., 2006; Robinson et al., 2005; Schatz et al., 2010; Schulze et
al., 2010; Thomas and Chiang, 2006; Ujvari et al.,, 2011; van Ingen et al., 2008; Woychik and
Hampsey, 2002).

37




[11.1.4. Le complexe médiateur

L’ARNP 1l et les GTF sont suffisants pour la transcription de base dans un
systéme reconstitué in vitro, cependant ce systeme est incapable de répondre aux
signaux de régulation. Ceci a servi de base a la recherche de facteurs qui stimulent
la transcription en présence d’activateurs a partir d’extraits protéiques de S.
cerevisiae (Kornberg, 2005).

Un groupe de génes identifiés comme des suppresseurs extragéniques d’une
troncature du CTD de 'ARNP Il appelé SRB (Suppressor of RNA polymerase B), a
pu étre isolé : MED20 (SRB2), MED17 (SRB4), MED18 (SRB5), MED22 (SRB6),
MED21 (SRB7), MED12 (SRB8), MED13 (SRB9), CDK8 (SRB10) et CYCC (SRB11).
Les protéines codées par ces génes ont ensuite été purifiées au sein d’'un complexe
qui lie le CTD et qui favorise l'initiation de la transcription in vitro (Hengartner et al.,
1995; Nonet and Young, 1989; Thompson et al., 1993).

Indépendamment, le complexe médiateur a été purifié et caractérisé in vitro par
'immunoprécipitation de « I'holoenzyme » (Kim et al., 1994). Les grandes activités
du médiateur ont pu étre déterminées : il permet l'activation de la transcription par
'ARNP Il en réponse aux activateurs, il stimule la transcription basale dont le niveau
augmente en sa présence (Blazek et al., 2005; Taatjes, 2010).

La morphologie de ces complexes varie toutefois en fonction de leurs
partenaires d’interactions, activateurs ou ARNP Il (Davis et al., 2002; Taatjes, 2002).

Les études biochimiques (la purification de médiateur et [Iinteraction
protéine/protéine) et structurales par microscopie électronique ont montré que le
médiateur est présent dans les cellules au moins sous 3 formes : « core » qui est
composé de 26 sous-unités chez 'homme disposées en trois modules (la téte, le
corps et la queue), « holoenzyme » est une conformation plus ouverte de médiateur
qui encercle et se lie étroitement a 'ARNP Il et la troisieme forme, dans laquelle une
kinase (Cdk8), lie au « core » d'une maniere qui empéche le médiateur de se lier a
I’ARNP II (figure 9) (Conaway and Conaway, 2011; Taatjes, 2010).

Une étude récente a montré que la sous-unité MED26 peut fonctionner comme
une switch moléculaire qui interagit d’abord avec TFIID dans le complexe d'’initiation
de la transcription. Ensuite, elle change le TFIID contre les facteurs d’élongation pour
faciliter la transition de 'ARNP Il vers I'étape de I'’élongation (Takahashi et al., 2011).
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Figure 9 : Différentes formes de médiateur.

Les trois formes de médiateur : « core », « holoenzyme » et « core+kinase » sont présentées. Le
médiateur avec 3 domaines : la téte, le corps et la queue. L' ARNP Il est en bleu et la kinase est en
violette (Conaway and Conaway, 2011).

La figure 10 indigue que le site de liaison a TADN de 'ARNP Il reste tout a fait

accessible dans le complexe « holoenzyme » (Davis et al., 2002).

Figure 10 : Structure du complexe Pol ll/médiateur.

Le médiateur en bleu avec 3 domaines : la téte, le corps et la queue. L’ ARNP Il est blanche avec une
molécule d’ADN en amont et en aval. Le point rouge représente le début probable du CTD de la
grande sous-unité de la Pol Il (Davis et al., 2002).

39



[l1.2. Initiation de la transcription

La transcription d’'un géne en ARNm par 'ARNP |l nécessite tout d’abord la
formation du complexe de pré-initiation (PIC) au niveau du promoteur. Ce complexe
est constitué de 'ARNP I, de GTF et d’'un complexe médiateur. Des études in vitro
ont proposé deux modéles d’assemblage du PIC : un modeéle séquentiel et un
modele de complexe pré-assemblé dit « holoenzyme » (figure 11).

Le modéle séquentiel se base sur I'observation que I'addition des GTF doit se
faire dans un ordre spécifique pour initier la transcription in vitro a partir d’'une
matrice d’ADN nu. La premiére étape de la formation du PIC correspond a la
reconnaissance du promoteur par TFIID au niveau de la « boite TATA » (Davison et
al., 1983; Fire et al., 1984). Ce facteur est un composé de la TBP (Nakajima et al.,
1988) et des TAFs (TBP Associated Factors) (Tableau 4) (Pugh and Tjian, 1991;
Tanese et al.,, 1991). En I'absence de boite TATA, d’autres sous-unités de TFIID
permettent la reconnaissance du promoteur, notamment TAF2 qui fixe I'élément Inr
ou encore TAF6 et TAF9 qui fixent I'élément DPE (figure 6) et (Tableau 4) (Chalkley
and Verrijzer, 1999).

La fixation de TFIID sur le promoteur engendre une courbure importante de la
molécule d’ADN (Nikolov et al., 1995). Cette courbure permettra la fixation ultérieure
des autres GTF dont TFIIA et TFIIB (Fan et al., 2004; Kim et al., 1993). TFIIA et
TFIIB viennent stabiliser TFIID et recruter un complexe formé par TFIIF et TARNP II.
Enfin, TFIIE puis TFIIH viennent s'associer a la structure préexistante, et l'activité
hélicase de TFIIH catalyse l'ouverture de la bulle de transcription et conduisant a la
synthése du premier dinucléotide. Par la suite, l'allongement de la bulle de
transcription permet la stabilisation du PIC et I'allongement de 'ARN naissant. Enfin,
le déplacement de la bulle de transcription plus en aval entraine I'échappée du
promoteur de la Pol Il ce qui correspond au passage de I'étape d'initiation a celle
d’élongation (Holstege et al., 1997).

Le modele d’assemblage de « I'holoenzyme » a été proposé suite a la
purification in vivo d’'un énorme complexe protéique, non lié au promoteur. Ce
complexe contenant 'ARNP II, TFIIB, TFIIF, TFIIH ainsi que certaines protéines SRB
et protéines impliquées dans le remodelage de la chromatine (SWI/SNF, mating type
SWitching/Sucrose Non Fermenting) (Kim et al.,, 1994; Koleske and Young, 1994;
Wu and Chiang, 1998; Wu et al.,, 1999). Malgré la grande hétérogénéité des
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préparations d’holoenzymes décrites dans plusieurs études, une propriété constante
etait 'absence de TFIID. Ceci suggére le recrutement de TFIID au niveau du

promoteur, puis celui de I'holoenzyme (figure 11).
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Figure 11 : Les modéles d’assemblage du PIC.

La formation du PIC peut se faire par recrutement par étape des GTF (modéle séquentiel) ou par
recrutement d’'un complexe contenant '’ARNP Il pré assemblé (modéle de I'holoenzyme). Le facteur
TFIID est au préalable lié a la boite TATA dans les deux modéles.

[11.3. Elongation de la transcription

Lors de la transition entre I'étape d’initiation et d’élongation de la transcription,
les deux brins de la molécule d’ADN sont séparés par la sous-unité XPB/RAD25
(chez 'homme/chez la levure) de TFIIH de fagcon ATP dépendante (Guzder et al.,
1994; Holstege et al., 1996; Yan and Gralla, 1997). La phosphorylation du domaine
C-terminal (CTD) de la grande sous-unité de 'ARNP Il semble étre 'événement clé
de la transition entre [linitiation et [I'élongation de Ila transcription. Cette
phosphorylation pourrait déstabiliser les interactions entre 'ARNP Il et les facteurs
d’initiation. Ensuite, 'ARNP Il se dissocie des facteurs généraux au niveau du

promoteur.
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L’ARNP Il peut étre en situation de pause a proximité du promoteur (Uptain et
al., 1997). Cette pause est un phénomene trés important, car il régule la transcription
de nombreux géenes chez les eucaryotes (Levine, 2011). Il a été particulierement bien
étudié chez Drosophila melanogaster dans le cas des génes dont I'expression est
induite par un choc thermique (Gilmour, 2009; Saunders et al., 2006). L'état de
pause de 'ARNP Il peut étre causé par des répresseurs de I'élongation, DSIF (DRB
Sensitivity Inducing Factor) et NELF (Negative Elongation Factor) (Saunders et al.,
2006; Sims, 2004) alors que des régulateurs positifs comme P-TEFb peuvent
stimuler la reprise de I'élongation en induisant la dissociation de DSIF et NELF de
'ARNP Il (figure 12) (Barboric et al., 2001; Core and Lis, 2008; Rahl et al., 2010).

La vitesse de progression de 'ARNP Il peut étre augmentée en réduisant le
nombre des arréts ou en limitant leur durée. Les facteurs TFIIF, ELL (Elevennineteen
Lysine-rich in Leukemia) et les elongines stimulent I'élongation de la transcription de
'ARNP Il en réduisant ces pauses (Lei et al., 1999; Lin et al., 2010; Shilatifard et al.,
1996).
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Figure 12 : Pause de I’ARNP Il et sa libération de promoteur proximal.

Le panneau supérieur montre un promoteur avec 'ARNP Il en situation de pause. La région
promotrice contenant des éléments, y compris GAGA, TATA, Initiateur, et les motifs DPE/PB est
présentée. L'ARNP Il est généralement en pause juste en aval de la région DPE. DSIF et NELF sont
liés a 'ARNP Il et aussi au transcrit naissant. Le recrutement de P-TEFb provoque la libération de
NELF, la phosphorylation de domaine carboxy-terminal de la grande sous-unité et la procession de
'ARNP II (Levine, 2011).
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[ll.4. Terminaison de la transcription

La terminaison de la transcription par 'ARNP Il est une étape essentielle
permettant d’éviter une interférence dans la transcription des génes situés en aval du
transcrit. La terminaison dépend du signal de polyadénylation et au cours de cette
étape, 'ARNP Il pourrait subir des changements de conformation qui réduirait sa
processivité (Birse, 1998; Osheim et al., 1999).

Deux modeles ont été proposés en ce qui concerne le déroulement des
évenements. Le premier modéle « anti-terminateur » propose que I'émergence de la
séquence de polyadénylation sur '’ARN induise un échange des facteurs associés a
'ARNP Il. Ainsi, la fixation de facteurs reconnaissant la séquence de polyadénylation
sur '’ARN entrainerait le départ de facteurs positifs de I'’élongation et le recrutement
de facteurs négatifs de I'élongation. Par conséquence I'ARNP Il devient moins
processive, et finirait par s’arréter (Buratowski, 2005).

Un second modeéle appelé « torpedo » propose que le clivage de I'ARN par la
machinerie de poly-adénylation génére une nouvelle extrémité 5 qui serait le
substrat d'une nucléase dont l'activité entraine la dissociation de I'ARNP I
(Buratowski, 2005).

Il est intéressant de noter que ce dernier modele ressemble beaucoup au
mécanisme de terminaison bactérien dépendant du facteur Rho (Richardson, 2003).
Il semble qu’il existe plusieurs mécanismes de terminaison de la transcription en
fonction du type cellulaire et méme du gene concerné. Dans tous les cas, la
terminaison de la transcription reste étroitement liée a la polyadénylation du pré-
ARNm (Buratowski, 2005). Par ailleurs, un mode de terminaison alternatif a
récemment été mis en évidence dans le cas de la transcription des sn/sno ARN.
Celui-ci fait intervenir le complexe Ndrlp, qui reconnait des sites spécifiques a
'extrémité 3' de 'ARN (Lykke-Andersen and Jensen, 2007).
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IV. ARN polymérase Il

IV.1. Organisation de I’ARN polymérase Il

L’ARNP Il est une protéine multimérique de 0,6 MDa composée de 12 sous-
unités, nommées RPB1 a RPB12. L’ARNP Il de S. cerevisiae peut étre dissociée en
un coeur catalytique de dix sous-unités et un hétérodimére composé des sous-unités
Rpb4 et Rpb7 (Edwards et al., 1991; Orlicky, 2001). Cing sous-unités (RPB5, RPB6,
RPB8, RPB10, RPB12) sont communes aux trois ARNP, et sept sous-unités (RPB1,
RPB2, RPB3, RPB4, RPB7, RPB9, RPB11) ont des paralogues chez les ARNP | et
.

Les génes codant chacune des douze sous-unités de 'ARNP Il sont conservés
au cours de I'évolution. Dix des douze génes codant les sous-unités de 'ARNP I
sont essentiels. Chez la levure seuls RPB4 et RPB9 peuvent étre délétés, bien que
ces délétions provoquent des phénotypes de croissance cellulaire ralentie
(Hampsey, 1998b). De nombreuses études génétiques et biochimiques ont permis

de mieux définir les fonctions des différentes sous-unités de 'ARNP.

IV.2. Les sous-unités de ’ARN polymérase Il

IV.2.1. Les sous-unités RPB1 (220 kDa) et RPB2 (140 kDa)

Les deux grandes sous-unités présentent des homologies avec les sous-unités
B’ et B des eubactéries respectivement. Elles sont responsables de [lactivité
catalytique de 'ARNP et essentielles pour la formation de la liaison phosphodiester
(Hampsey, 1998b; Lee and Young, 2000).

De plus, RPBL1 et B’ sont impliqguées dans la fixation de 'ADN alors que RPB2
et B fixent les nucléotides (Hampsey, 1998a). En effet, durant la transcription par
'ARNP II, les nucléotides entrent dans le site catalytique en association avec un ion
Mg?*. La structure cristallographique de la ARNP Il de la levure a révélé la position
de deux ions Mg?* dans le site catalytique de 'enzyme (Cramer et al., 2001; Gnatt et
al., 2001; Westover et al., 2004).

Le premier Mg** (A) est coordonné par trois résidus aspartate de RPB1 (D481,
D483 et D485) contenus dans le motif strictement conservé NADFDGD (Figurel3).

Le deuxiéme Mg** (B) a récemment été localisé prés de résidus D481 et D483 de
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RPB1 ainsi que le résidu hautement conservé D837 de RPB2 (Westover et al.,
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Figure 13 : Structure cristallographique de la sous-unité RPB1.

La position de la grande sous-unité RPB1 est présentée au sein du complexe de 'ARNP II. La sous-
unité RPB1 isolée est colorée en fonction de ses différents domaines. Les ions Mg®* (A) et Zn®* sont
représentés dans la structure par une sphére violet et bleu respectivement (Cramer et al., 2001).

Par ailleurs, des études antérieures ont suggéré que le résidu E836, tres
conservé, est également impliqué dans la coordination de I'ion Mg®* (B) dans le site
actif. L’activité de transcription du mutant E791 homologue de E836 dans la protéine
humaine de RPB2 est altérée, in vitro et in vivo a faible concentration de nucléotides.
De plus, la polymérisation des nucléotides et les activités de clivage du transcrit sont
diminuées aux faibles concentrations en magnésium. En définitive, la proximité du
complexe nucléotide/Mg?* avec le résidu E791 de RPB2 permettrait un contact direct

de ce résidu avec les sites d’entrée et d’ajout des nucléotides lors de la transcription

(Langelier, 2005).
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Des expériences de délétions des résidus (A458-459) de la boucle 1 de la
sous-unité RPB2 montrent que cette boucle est essentielle pour [initiation et
I'élongation de la transcription, mais n’est pas impliquée dans la formation du
complexe de préinitiation (figure 14). Des mutations, dans une autre boucle de RPB2
localisée prés de I'hybride ADN-ARN, démontrent que celle-ci est requise pour une
formation efficace du PIC (Jeronimo et al., 2004). Il a été découvert une interaction
entre RPB2 et TFIIB, qui est importante pour le recrutement de 'ARNP Il au
promoteur (Chen and Hampsey, 2004).
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Figure 14 : Structure cristallographique de la sous-unité RPB2.

La position de la grande sous-unité RPB2 est présentée au sein du complexe de 'ARNP II. La sous-
unité RPB2 isolée est colorée en fonction de ses différents domaines. Les ions Mg®* (A) et Zn®* sont
représentés dans la structure par une sphére violet et bleu respectivement (Cramer et al., 2001).

L’analyse bio-informatique des interactions entre RPB1 et d’autres protéines
dans la levure, a suggéré que RPB1 interagit avec un grand nombre de protéines
impliquées dans différentes étapes de la transcription, modification et remodelage de
la chromatine, réparation de ’ADN, et d’autres processus biologiques (Shukla et al.,
2009).
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Le domaine Carboxy-terminal de RPB1 (CTD)

Une des particularités de 'ARNP Il par rapport aux autres ARNP, est la
présence du domaine carboxy terminal de RPB1 (CTD) qui se caractérise par la
répétition de I'’heptapeptide Tyr-Ser-Pro-Thr-Ser-Pro-Ser (Y1S2P3T4S5PgS7). Ce
motif est trés conservé au cours de I'évolution. Cependant le nombre de répétitions
varie en fonction des organismes de 26 chez S. cerevisiae, 42 chez la drosophile et
52 chez 'lhomme (Hampsey, 1998b; Lee and Young, 2000).

Le domaine CTD propre a 'ARNP Il n’est pas toujours indispensable pour la
transcription in vitro (Akoulitchev et al., 1995) mais il est essentiel pour I'activité de
'ARNP 1l in vivo (West and Corden, 1995). Sa délétion est létale chez la souris
(Bartolomei et al., 1988), la drosophile (Zehring et al., 1988) et la levure (Allison et
al., 1988). Chez la levure, le CTD représente une extension mobile et non structurée
du «coeur» catalytique de 'ARNP IlI. Il est lié de maniére flexible a la région
adjacente au canal de sortie de 'ARN via un linker de 80 acides aminés et constitue
une plate-forme pour linteraction avec plusieurs protéines impliquées dans la
formation de la coiffe en 5’ de TARNm, I'épissage de 'ARNm, et la terminaison de la
transcription (Ghosh et al., 2011; McCracken et al., 1997; Morris, 2000).

Les modifications post-traductionnelles du CTD dépendent de l'état de la
polymérase et de I'étape de la transcription (figure 15) (Egloff and Murphy, 2008).
Dans cette séquence peptidique, cing résidus sur sept sont phosphorylables, mais la
phosphorylation des sérines aux positions 2 et 5 joue un rdle particulierement
important pour la transcription (Hampsey, 1998b; Hirose and Ohkuma, 2007).

Une étude récente dans la levure Schizosaccharomyces pombe a montré que
les acides aminés Tyrl, Pro3, Ser5 et Pro6 du CTD sont essentiels pour la survie,
tandis que Ser2, Thr4, et Ser7 ne le sont pas. La sérine 2 est cependant essentielle
pour la transcription pendant la différenciation sexuelle et la Ser5 est essentielle pour
la croissance végétative et sa phosphorylation est nécessaire pour le recrutement

des enzymes qui ajoutent la coiffe en 5 des ARNm (Schwer and Shuman, 2011).
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Figure 15 : Schématisation des modifications post-traductionnelles du CTD au cours de la
transcription.

(a) La Pol Il ayant le CTD non-phosphorylé est recrutée par le complexe de pré-initiation au niveau du
promoteur. (b) Au cours de linitiation, la phosphorylation de la Ser5 du CTD par CDK?7 facilite le
recrutement des enzymes qui ajoutent la coiffe (représentée par un rond noir) a I'extrémité 5’ du
transcrit émergent. (c) La phosphorylation progressive de la Ser2 par la sous-unité CDK9 du facteur
P-TEFb stimule I'élongation et la maturation. La phosphorylation de la Ser7 croit au cours de
I'élongation tandis que la Ser5 est progressivement déphosphorylée. (d) Aprés le clivage et la
polyadénylation de I'extrémité 3’ du pré-ARNm, le CTD est déphosphorylé. La Pol Il peut alors se
dégager pour un autre cycle de transcription (Egloff and Murphy, 2008).

L’ARNP Il libre, avant d’étre recrutée sur les promoteurs, posséde un CTD qui
est hypophosphorylé mais qui peut étre glycosylé (Kelly et al., 1993; Phatnani and
Greenleaf, 2006) dans le complexe de préeinitiation. La phosphorylation des Ser5, qui
atteint son maximum pendant l'initiation, alors que la Ser2 est phosphorylée au cours
I'élongation (Phatnani and Greenleaf, 2006).

Plusieurs protéines kinases sont impliquées dans la phosphorylation de ces
résidus. Les Ser5 ainsi que la Ser7 sont phosphorylées par la sous-unit¢é CDK7
(Cycline-Dependent Kinase 7) du facteur TFIIH (Akhtar et al.,, 2009; Boeing et al.,
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2010; Glover-Cutter et al.,, 2009; Kim et al., 2009; Komarnitsky, 2000). La
phosphorylation de la Ser7 est indispensable pour I'association de 'ARNP Il avec la
machinerie de maturation des snRNA (Akhtar et al., 2009; Chapman et al., 2007;
Egloff et al., 2010). La kinase CDK9, associée au facteur d’élongation de la
transcription P-TEFb, phosphoryle la Ser2 (An et al., 2011; Peterlin and Price, 2006;
Prelich, 2002), alors que la sous-unit¢é CDK8 du complexe Médiateur mene a la
formation d’'une polymérase hyperphosphorylée qui serait inactive en transcription
(Palancade and Bensaude, 2003). L’hélicase RECQ5 se lie spécifiquement aux Ser2
et 5 phosphorylées et joue un rble dans la stabilité du génome lors de la transcription
(Kanagaraj et al., 2010).

La polymérase est recyclée par déphosphorylation, différentes phosphatases
ciblant des résidus spécifiques. La phosphatase Fcpl (TFlIF-associated CTD
Phosphatase) permettrait de déphosphoryler les Ser2 (Meinhart, 2005; Tombacz et
al., 2009). La Ser5 est déphosphorylée par les phosphatases Ssu72 de CPF
(Cleavage/Polyadenylation Factor) (Krishnamurthy et al., 2004), Scpl (Yeo, 2003) et
Rtrl (Mosley et al., 2009). Aucune phosphatase n’est encore connue pour la Ser-7
phosphorylée.

Une étude récente a montré que la forme non phosphorylée du CTD lie 'ADN
et que le complexe CTD/ADN est reconnu et phosphorylé par CDK7, mais pas par
CDKaO. Lorsqu’il est phosphorylé par CDK7, le CTD se dissocie de 'ADN et permet
ainsi linitiation de la transcription. Le CTD alors devient accessible pour la
phosphorylation par CDK9 qui entraine le passage vers I'élongation (Lolli, 2009).

Le CTD de 'ARNP Il de S. cerevisiae est impliqué dans le recrutement de deux
facteurs HATs (Histone AcetylTransferase) et HDAC (Histone DeACetylase). Ceci
entraine le relachement de la chromatine, la faisant passer a I'état euchromatinien, et
permet ainsi une accessibilité de 'ADN au complexe de transcription (Spain and
Govind, 2011).

Une étude récente a montré que le CTD de la polymérase humaine est méthylé
a une arginine unique (R1810) par CARM1 (Coactivator-Associated aRginine
Methyltransferase 1) in vivo et in vitro. Cette méthylation de R1810 est présente sur
la polymérase hyperphosphorylée, en revanche la phosphorylation de Ser2 ou Ser5
inhibe I'activité de CARM1 (in vitro) vers ce site. Cette observation suggere que la
méthylation se produit avant l'initiation de la transcription. Cette modification joue un

réle dans la régulation de I'expression des snRNA et snoRNA (Sims et al., 2011).
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Le CTD peut étre glycosylé par fixation d’'un groupement monosaccharidique N-
acétylglucosamine sur le groupe hydroxyle d’'une sérine ou d’'une thréonine (Kelly et
al., 1993). Seule la forme hypophosphorylée de 'ARNP |l peut étre glycosylée. Cette
glycosylation serait mutuellement exclusive avec la phosphorylation du CTD (Comer
and Hart, 2001; lyer et al., 2003). La glycosylation des résidus Thréonine/Sérine
bloquerait stériquement I'accessibilité des kinases au CTD et régulerait ainsi 'activité
de 'ARNP au cours du premier stade de l'initiation de la transcription. A 'opposé,
une glycosylation étendue altérerait la conformation du CTD et modulerait ainsi la
dynamique d’interaction des protéines avec le CTD (Thomas and Chiang, 2006).

Contrairement a la glycosylation qui est inhibée par la phosphorylation du CTD,
la polyubiquitination de I'ARNP |l est corrélée a une augmentation de la
phosphorylation du CTD (Bregman et al., 1996). L’'exposition des cellules a des
agents qui induisent des dommages dans ['ADN entrainant une
hyperphosphorylation du CTD. Dans ces conditions, 'ARNP Il bloquée, est
polyubiquitinée et entraine le recrutement des protéines impliquées dans la voie de
réparation (Harreman et al., 2009; Jeong et al., 2005; Ratner et al., 1998; Wu et al.,
2001).

IV.2.2. Les sous-unités RPB3 (33 kDa) et RPB11 (13,3 kDa)

Les sous-unités RPB3 et RPB11 présentent des homologies avec la sous-unité
o de 'ARNP d’E. coli. Deux homologues a o sont retrouvés dans les trois
polymérases eucaryotiques, RPB3 et RPB11 pour ’ARNP II et AC40/AC19 pour les
polymérases | et Ill. Les hétérodiméres formés de RPB3/RPB11 ou AC40/AC19
seraient les homologues de 'homodimére o, présent dans 'ARNP eubactérienne.
Comme la sous-unité o, la sous-unité RPB3 de S. cerevisiae est impliquée dans
'assemblage de I'enzyme.

En effet, une analyse génétique de I'assemblage a permis d’obtenir des
mutations affectant les trois grandes sous-unités RPB1, 2 et 3. Il a été montré que la
sous-unité RPB3 permet l'assemblage des deux grandes sous-unités via un
complexe intermédiaire formé de RPB3 et RPB2 (Kolodziej and Young, 1991). Ce

sous complexe stable pourrait ensuite recruter la sous-unité RPB1 et ainsi constituer,
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comme pour I'enzyme eubactérienne, le premier intermédiaire d’assemblage d’un
complexe stable (Boulon et al., 2010).

La protéine RPB3 est codée par un géne unique chez S. cerevisiae, la souris et
'homme. La sous-unité RPB11 est également codée par un gene unique chez la
levure et la souris, mais au contraire par une famille multigénique chez ’homme
(Grandemange et al., 2001).

Il est intéressant de noter que I'hétérodimere RPB3/11 joue un réle important
dans linteraction de 'ARNP Il avec le complexe protéiqgue médiateur (Davis et al.,
2002). Chez S. cerevisiae, des expériences de mutagénese de RPB3/RPB11
suggérent que le signal de terminaison serait transduit par [I'hétérodimeére
RPB3/RPB11 (Steinmetz et al., 2006). La sous-unité RPB3 joue aussi un rble dans
I'activation de la transcription inductible toujours chez la levure (Tan et al., 2000). Il a
été montré par des expériences en double hybride que HsRPB3 interagit avec les
facteurs de transcription ATF4 (De Angelis et al., 2003) et myogénine, spécifique de
cellules musculaires (Corbi et al., 2002).

HsRPB3 augmente la transactivation d’ATF4 et son niveau d’expression
augmente durant la différenciation musculaire dans des lignées cellulaires C2C7 (De
Angelis et al., 2003). L’expression de RPB3 est régulée lors de la différenciation
musculaire (Corbi et al., 2002). Cette sous-unité a une localisation subcellulaire
particuliere qui est régulée au cours de la différenciation musculaire. En plus de sa
présence dans le complexe ARNP Il, RPB3 s’accumule comme une sous-unité libre
dans le cytoplasme des cellules C2C7, ainsi que dans le cytoplasme de plusieurs
autres lignées cellulaires, y compris les cellules HelLa (lignée cellulaire provenant
d’'un cancer du col de 'utérus) (Corbi et al., 2005).

La protéine (IGFBP)-3 (Insulin-like Growth Factor-Binding Protein 3) est
impliquée dans la prolifération et/ou la différenciation des myoblastes. Elle interagit
avec RPB3 ce qui faciliterait le recrutement de I'ARNP Il et de facteurs de
transcription spécifigues et serait nécessaire a la transactivation des genes.
(Oufattole et al., 2006).

Une corrélation a été mise en évidence, chez I'homme, entre le taux
d’expression de la sous-unité HsRPB1l1l et la sensibilité a une drogue
anticancéreuse, la doxorubicine (Bruno et al., 1998; Fanciulli et al., 1996). En effet, la
surexpression de la sous-unité HsRPB11l dans des cellules résistantes a la

doxorubicine et qui présentent un faible taux de 'ARNm codant cette sous-unité
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entraine une augmentation de sensibilité a la drogue sans changer la sensibilité a
d’autres drogues telles que I'étoposide ou le cisplatine. De plus, cette étude montre
gue la surexpression entraine une diminution de la prolifération cellulaire.

Cette sous-unité pourrait avoir un role dans la régulation de la transcription de
génes spécifigues codant, par exemple, des marqueurs de différenciation. La méme
équipe, par des techniques de double hybride, a caractérisé une interaction entre
HsRPB11 et HSRPB3, mais aussi avec la kératine 19 et la protéine Che-1 (Bruno et
al., 1999; Fanciulli et al., 2000; Fanciulli et al., 1998). Takramah et ses collaborateurs
ont montré une interaction entre HsSRPB11a et P35 une protéine anti apoptotique de
baculovirus. Dans des cellules humaines de carcinome du colon, P35 est capable,
aprés transfection, de doubler I'activité des promoteurs E-cadhérine et B-actine. En
présence de HsRPB11a, cette activité est augmentée d’un facteur 3 a 4 (Takramah
et al., 2003).

IV.2.3. Les sous-unités RPB4 (16 kDa) et RPB7 (19 kDa)

Les sous-unités RPB4 et RPB7 de S. cerevisiae forment un sous-complexe
dissociable de I'enzyme. La structure tridimensionnelle du complexe RPB4/RPB7 de
levure a été déterminée a 2,3 A (Armache et al, 2005). La structure
cristallographique du dimére RPB4/7 humain a été résolue a 2,7 A (Meka et al.,
2005). Elle est similaire a I'hétérodimére de levure et I'homologue E/F de
'archébactérie Methanocaldococcus jannaschii (Figure 16). La présence de
domaines putatifs de liaison a 'ARN sur la sous-unité RPB7 et la position de
'hétérodimeére a la sortie de 'ARN dans le complexe polymérase Il de levure
suggerent fortement un réle dans la liaison et la stabilisation de 'ARN naissant
(Meka et al., 2005; Ujvari and Luse, 2006).
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M. jannaschii S. cerevisiae H. Sapiens

Figure 16 : Structures de complexes RPB4/7.

Structure du complexe E/F de Methanocaldococcus jannaschii, celle du complexe RPB4/7 de levure
et de 'Homme. Les domaines structuralement conservés de RPB4 et RPB7 sont colorés en rose et
violet respectivement. Les régions des structures de levure et d’archébactérie qui different de la
protéine humaine sont en gris (Meka et al., 2005).

Une ARN polymérase ARPB4/7 présente une activité indistinguable de 'ARNP
sauvage dans un test de transcription non spécifique in vitro (Ruet et al., 1980). Par
contre, cette méme polymérase est inactive dans un test de transcription spécifique
(Edwards et al., 1991). Les études récentes ont montré que les profils d’occupation
de I'ensemble du génome par RPB7 et RPB3 sont essentiellement identiques (Jasiak
et al., 2008). Cependant, on observe pour le mutant ARPB4 de S. cerevisiae, une
réduction du niveau d’ARNP Il prés de I'extrémité 3’ de messagers de plusieurs
genes, de méme qu’un faible recrutement des facteurs protéiques de terminaison de
la transcription. De plus, la perte de RPB4 induit une altération de l'usage du site de
polyadénylation du gene RAN14 (Runner et al., 2008) et un défaut de transcription
des séquences de grande taille riches en paires de bases GC (Verma-Gaur et al.,
2008).

Ces résultats indiguent le role de RPB4 dans le processus de maturation des
ARNmM (I'extrémité 3’) et aussi dans I'élongation de la transcription.

RPB4 et RPB7 de S. cerevisiae sont également impliquées dans la dégradation
de 'ARNm dans le cytoplasme (Lotan et al., 2007; Selitrennik et al., 2006).

Le complexe E/F de l'archébactérie (homologue RPB4/7 des eucaryotes)

stimule la processivité de 'ARNP en diminuant la fréquence de pause. Il a aussi un
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réle dans la terminaison de la transcription (Grohmann and Werner, 2011; Hirtreiter
et al., 2010).

IV.2.4. La sous-unité RPB5 (25 kDa)

La sous-unité RPB5 est partagée par les trois ARNP eucaryotiques (Woychik et
al., 1990). La structure de la sous-unité de S. cerevisiae a été résolue a 1,9 A (figure
17) (Todone et al., 2000). Elle a été comparée aux structures homologues de sous-
unités H, de 'ARNP d’archébactéries (Thiru et al., 1999; Yee et al., 2000). La
similitude de séquences de RPB5 a travers I'évolution des eucaryotes et méme chez

les archébactéries, indique que sa fonction a bien été conservée.

Figure 17 : Structure cristallographique de la sous-unité RPB5 de S.cerevisiae.
Le domaine d’interaction avec TFIIB est représenté en bleu. Le domaine cible de HBx est représenté
en rouge (Todone et al., 2000).

Le domaine C-terminal de cette protéine est fixé sur RPB1 (Zaros et al., 2007).
Ce domaine interagit avec 'ADN (Cramer, 2000). La sous-unité humaine (HsRPB5)
est spécifiguement associée in vitro et in vivo par son domaine N-terminal avec la
protéine X du virus humain de I'hépatite B (HBx). Cette interaction semble stabilisée
grace a des contacts supplémentaires avec le facteur de transcription TFIIB (Cheong
et al., 1995; Todone et al., 2000). HsRPB5 interagit également avec la sous-unité

RAP30 du complexe TFIIF et cette interaction contribue a I'association entre TFIIF et
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ARNP Il (Le, 2005; Wei, 2001). Il a été prouvé que la proteine RMP (RPB5
Mediation Protein) qui joue un rdle dans la prolifération des cellules de carcinome
hépatocellulaire humain est associée a la sous-unité RBB5 (Dorjsuren et al., 1998;
Yang et al., 2011).

IV.2.5. La sous-unité RPB6 (14,4 kDa)

RPB6 est une sous-unité essentielle et commune entre les trois polymérases
nucléaires. Cette sous-unité est tres conservée a travers les espeéeces. Ceci est
confirmé par la complémentation sans phénotype d’'une souche ARPBG6, aussi bien
par la sous-unité RPB6 de S. pombe (Shpakovski, 1994) que par celle de 'lhomme
(Shpakovski et al., 1995) et du hamster (McKune and Woychik, 1994). Cette sous-
unité est phosphorylée dans les trois polymérases (Bell et al.,, 1976, 1977). La
caséine kinase Il (CKIl) pourrait étre responsable de cette phosphorylation in vivo
(Kayukawa et al., 1999).

La structure de HsRPB6 a été établie par résonance magnétique nucléaire
(figure 18). Elle comprend un domaine central trés conserve formant deux hélices a
antiparalleles. Ce domaine est flanqué par des régions N et C-terminales qui forment

une structure de 5 feuillets B en sandwich (del Rio-Portilla et al., 1999).

Figure 18 : Structure de la sous-unité HsRPB®6 établie par résonance magnétique nucléaire.

Sur ce modéle en rubans, les hélices a (H1 et H2) sont colorées en bleu et les feuillets  en rouge.
Les deux hélices sont connectées par une boucle (boucle w), qui n’a pas de structure secondaire
définie (del Rio-Portilla et al., 1999).
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En accord avec les données génétiques, une homologie de structure
tridimensionnelle entre la sous-unité RPB6 et la sous-unité w de 'ARNP de I'E. coli a
été constatée (Minakhin et al., 2001). Il est proposé que cette sous-unité permettrait
et/ou stimulerait l'assemblage des trois polymérases eucaryotiques par
I'intermédiaire de son interaction avec les trois grandes sous-unités (A190, RPB1 et
C160). En dehors de son rble dans I'assemblage des polymérases, cette sous-unité
joue un réle dans linteraction entre 'ARNP Il et le facteur d’élongation de la
transcription TFIIS (Ishiguro et al., 2000). L’examen de la structure tridimensionnelle
de I'ARNP Il (Cramer, 2000) a montré que RPB6 interagit directement avec RPB4 et
constitue I'un des points de contact entre le sous-complexe RPB4/RPB7 et le coeur
de 'ARNP Il (Tan et al., 2003).

IV.2.6. La sous-unité RPB8 (17,1 kDa)

La sous-unité RPB8 est essentielle et modérément conservée au cours de
I'évolution. Cette sous-unité est présente dans les trois types d’ARNP. Elle a la
particularitt de n’avoir pas d’homologue évident dans les polymérases des
archébactéries. Cependant deux études récentes montrent que RPB8 est un
orthologue d’'une protéine appelé G, spécifiquement présente chez les Crénarchées,
une sous-groupe des archébactéries (Koonin et al., 2007; Kwapisz et al., 2008). La
structure tridimensionnelle de la sous-unité RPB8 de S. cerevisiae et RPB8 humaine
(figure 19) a été résolue par résonance magnétique nucléaire (Kang et al., 2006;
Krapp et al.,, 1998). Les auteurs proposent I'existence d’une surface potentielle
d’interaction avec des oligonucléotides ou le domaine OB (Oligonucleotide/
Oligosaccha Binding). La structure montre une interaction non spécifique entre ’ADN
simple brin et HsSRPB8 qui peut par ailleurs adopter des changements

conformationnels significatifs (Kang et al., 2006).
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Figure 19 : Structure tridimensionnelle de HsRPB8.
Elle se compose de 8 feuillets § antiparalléles colorés en bleu. Les 6 courtes hélices sont colorées en
rouge et jaune. La grande boucle Q est non structurée (Kang et al., 2006)

L’expérience de suppression génétique de RPB8 de S. pombe et S. cerevisiae
a permis de démontrer que cette sous-unité est impliquée dans I'assemblage de
'ARNP [Il (Voutsina et al., 1999). Il a été montré que le phénotype thermosensible
d’'une souche complémentée avec la sous-unité RPB8 humaine peut-étre diminué
par la surexpression de RPB6 (Briand et al., 2001). Cette suppression rend compte
d’'une interaction fonctionnelle entre ces deux protéines. La sous-unité RPB6 est
comme la sous unité RPB8 impliquée dans l'assemblage des complexes
enzymatiques. Ainsi, le défaut d’assemblage de la polymérase Il lié a la sous-unité
RPB8 peut étre compensé par la grande sous-unité C160 elle-méme, mais aussi par
une protéine RPB6 qui viendrait stabiliser C160 au sein du complexe (Voutsina et al.,
1999).

Dans des cellules HelLa, en réponse a un dommage de I'ADN, le complexe
BRCA1-BARD1 ((BRCA1, Breast Canser 1) (BARD1, BRCA1-Associated RING
Domain protein 1)) interagit et induit la polyubiquitination de RPB8 in vivo et in vitro.

BRCAL est une protéine suppresseur de tumeur (Wu et al., 2007).

IV.2.7. La sous-unité RPB9 (14,5 kDa)

Cette sous-unité, bien que spécifique de 'ARNP I, posséde une homologie
avec les sous-unités Al12.2 et C11 des ARNP | et lll respectivement. RPB9 est
composée de trois domaines distincts: deux domaines de liaison au zinc (N et C-

terminal), et le bras central. La structure de la sous-unité homologue a RPB9 chez
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les archébactéries a été déterminée (figure 20) (Wang et al., 1998). Elle ne posséde
que la partie contenant le motif de liaison au zinc de la partie C-terminale. Les
auteurs constatent une remarquable ressemblance entre cette structure et celles de
TFIIS et TFIIB. La sous-unité RPB9 n’est pas essentielle chez la levure, mais sa
délétion entraine un phénotype thermo- et cryo-sensible ainsi qu’une croissance

fortement ralentie (Hazoume et al., 2011; Woychik et al., 1991).

Homme Archébactéries

Sous-unité M (RPB9) TFIIB

Figure 20 : Comparaison des structures des parties C-terminales de la sous-unité M (RPB9) et
TFIIB d’archébactérie et TFIIS humain.

Les feuillets B homologues sont représentés en bleu. Un quatrieme feuillet est représenté en vert dans
RPB9. L’ion zinc est représenté dans chaque structure par un point rouge (Tableau 2) (Wang et al.,
1998).

L’étude de la sous-unité RPB9 montre son implication dans diverses étapes de
la transcription. L’implication de RPB9 dans [linitiation de la transcription et
particulierement dans la reconnaissance du site d’initiation, a été observée (Furter-
Graves et al., 1994; Hull et al., 1995; Sun et al., 1996) comme par exemple celui du
gene IMD2 de levure codant I'lMP déhydrogénase (Jenks et al., 2008). Le motif de
liaison du zinc en position N-terminale est impliqué dans l'initiation de la transcription.
Le deuxieme motif de liaison du zinc en position C-terminale de la protéine,
homologue a celui de TFIIS (Hemming and Edwards, 2000; Kaine et al., 1994), est
impliqué dans I'étape d’élongation.

TFIIS stimule I'activité intrinséque de clivage d’un transcrit naissant par ’ARNP
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Il. Cette stimulation est augmentée par RPB9. Des travaux récents démontrent que
cette activité de clivage contribue au maintien de la fidélité de la transcription (Nesser
et al., 2006). En effet, chez la levure, la disruption du gene DST1 codant TFIIS et
celle de RPB9 diminuent la fidélité de la transcription. Par ailleurs, I'expression de
protéines mutantes de RPB9 incapables d’augmenter I'activité de TFIIS, ne restaure
pas le phénotype alors que celle de RPB9 sauvage le peut. Ce phénotype est plus
sévere dans le cas d’'un double mutant. Ceci suggére que RPB9 maintient la fidélité
de la transcription via deux mécanismes: 'augmentation de la stimulation de I'activité
de clivage TFIIS-dépendant et un autre mécanisme indépendant de la fonction de
TFIIS (Koyama et al., 2007; Nesser et al., 2006).

La sous-unité RPB9 et la protéine de levure RAD26 (facteur stimulant de la
réparation de 'ADN) sont impliquées de maniére indépendante dans le phénomene
de réparation couplée a la transcription (TCR, Transcription Coupled Repair) (Li et
al., 2006a; Li and Smerdon, 2004). Le motif de liaison au zinc en position N-terminale
et le domaine central de RPB9 sont essentiels pour la TCR (Li et al., 2006b).

Walmacq et ses collaborateurs ont démontré que le mutant ARPB9 favorise la
séquestration du NTP (Nucleoside Tri Phosphate) dans le centre actif de la
polymérase juste avant la formation d’une liaison phosphodiester. Ils ont proposé un
modele dans lequel la sous-unité RPB9 contrble la fidélité de la transcription en
retardant la fermeture de la « trigger loop » a I'entrée de NTP via une interaction
entre le domaine C-terminal de RPB9 et la « trigger loop » (Walmacq et al., 2009).

Une étude récente a montré que l'activité de clivage de 'ARNP Il augmente
lorsque le domaine de liaison au zinc dans la partie C-terminale de RPB9 est
remplacée par son homologue de la sous-unité de 'ARNP Il (C11). Les ARNP | et
ARNP Il contiennent un domaine catalytique de liaison au zinc dans la partie C-
terminale qui compléetent le site actif de 'ARNP, tandis que 'ARNP Il contient un
domaine non-catalytique de liaison au zinc qui est immobilisé sur la surface de

'enzyme (Ruan et al., 2011).

IV.2.8. La sous-unité RPB10 (7,6 kDa)

Cette sous-unité commune aux trois classes de polymérase est la plus
conservée. Elle posséde une partie C-terminale basique et un motif de liaison du zinc

conserveé, chez les eucaryotes et les archébactéries (Mackereth et al., 2000).
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La structure tridimensionnelle de RPB10 de I'archébactérie Methanobacterium
thermoautotrophicum a été résolue par résonance magnétique nucléaire (figure 21)
(Mackereth et al., 2000). La sous-unité a une structure dite en «boule a zinc» qui
consiste en 3 hélices allstabilisées par un ion zinc. L’ion zinc se fixe par un motif
atypigue (CX:CXnCC) et sert de pont entre la boucle N-terminale et I'hélice 3
(Mackereth et al., 2000).

Figure 21: Structure de la sous-unité RPB10 de [P’archébactérie Methanobacterium
thermoautotrophicum.

Les 3 hélices o sont colorées en rouge, vert et bleu. L’'atome de zinc est représenté par la petite
sphére rose (Mackereth et al., 2000).

La complémentation de RPB10 de S. cerevisiae par les sous-unités
homologues de 'homme et de S. pombe, indique que la conservation de séquences
entre ces sous-unités s’étend a une conservation de fonction (Shpakovski et al.,
2000; Shpakovski et al., 1995).

IV.2.9. La sous-unité RPB12 (7 kDa)

Cette sous-unité est commune aux trois classes d’ARNP. Les sous-unités
HsRPB12 et SCRPB12 présentent 34% d’identité et la sous-unité humaine comme la
sous-unité de la levure S. pombe peuvent remplacer la sous-unité ScRPB12
(Shpakovski et al., 2000; Shpakovski et al., 1995). D’autres études dans la levure S.
cerevisiae (Lalo et al., 1993) ou dans les archébactéries (Eloranta et al., 1998) ont
montré que cette sous-unité est souvent associée aux sous-unités RPB3/RPB11 et
AC40/AC19.
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Le motif de liaison du zinc de sous-unité RPB12 conservé chez toutes les
espéces est essentiel a la survie de S. cerevisiae (Das et al., 2006; Gadal et al.,
1999). Alors que la partie C-terminale basique est essentielle, seule la premiere
cystéine est essentielle pour la croissance de S. cerevisiae (Rubbi et al., 1999). Une
analyse de l'interaction protéine-protéine a montré que la sous-unité RPB12 interagit
avec TFIIE B chez S. pombe (Hayashi et al., 2005).

La sous-unité RPB12 peut interagir avec les sous-unités A135, RPB2 et C128
des trois ARNP eucaryotiques. Des mutants dans la partie C-terminale de RPB12,
comprenant le motif de liaison du zinc, présentent une incapacité de liaison a la
sous-unité C128 et un défaut d’assemblage de ’ARNP Il (Rubbi et al., 1999).

En plus de son réle dans I'assemblage, l'implication de la sous-unité RPB12
humaine dans I'activation transcriptionnelle a été suggérée (Schlegel et al., 2000).
En effet, une interaction directe a été montrée entre le coactivateur BRCAL et les
sous-unités HsRPB2 et HsSRPB12. Ces sous-unités pourraient donc avoir un réle
dans l'activation transcriptionnelle spécifiquement lié¢e a BRCA1 (voir aussi I1V.2.6.)

Une récente étude montre que la protéine NS5A du virus de I'hépatite C
réprime I'expression du géne HsRPB12 et que la modulation de la transcription de la
cellule héte par NS5A serait induite par cette répression (Jung et al., 2007).

La sous-unité P de 'ARNP de I'archébactérie sous le contréle d’'un promoteur
fort de levure supprime le phénotype létal d’'un mutant ARPB12. La sous-unité
RPB12 de la levure peut remplacer fonctionnellement la sous-unité P lors de la
reconstitution de 'ARNP de l'archébactérie (Pyrococcus furiosus) (Reich et al.,
2009).

IV.3. Structure tridimensionnelle de ’ARN Polymérase I

Les premiéres études cristallographiques de 'ARNP Il ont été effectuées chez
la levure en utilisant 'enzyme formée de dix sous-unités (c’est-a-dire toutes sauf
RPB4 ET RPB7) (Cramer, 2000; Cramer et al., 2001; Fu et al., 1999). La structure
cristallographique de la polymérase complete, avec ses 12 sous-unités, a été
obtenue avec des complexes purifies a partir de cellules en phase stationnaire
(figure 22) (Armache et al., 2003; Armache et al., 2005; Bushnell and Kornberg,
2003; Jensen et al., 1998; Kettenberger et al., 2004).
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Figure 22 : Structure de ’ARNP Il compléte.

Le code couleur des 12 sous-unités est donné dans le schéma central. Les lignes en pointillés
représentent des boucles non structurées. Les ions zinc sont montrés par des spheres bleues et I'ion
magnésium du site actif par une sphére rose (Armache et al., 2005).

Deux autres approches ont été utilisées afin d’obtenir des cristaux de 'ARN Pol
Il & 12 sous-unités : la premiere a utilisé un complexe portant une étiquette TAP
(Tandem Affinity Purification) de Rpb4 (Bushnell and Kornberg, 2003), alors que la
deuxiéme a utilisé des complexes purifiés d’une lignée Arpb4 qui ont été incubés par
la suite avec les sous-unités RPB4 et RPB7 recombinantes (Armache et al., 2003;
Armache et al., 2005).

Les deux plus grandes sous-unités RPB1 et RPB2 constituent I'essentiel de
masse de lI'enzyme et forment un sillon (cleft) chargé positivement par lequel
s’introduit '’ADN matrice (figure 23). Les autres sous-unités, plus petites, sont
arrangées a l'extérieur de I'enzyme. L’entrée du sillon est bordée par des machoires
formées en partie de RPB1, RPB9 et RPB5. L’'un des cbtés du sillon forme une pince
mobile (clamp) qui pourrait adopter une conformation ouverte ou fermée selon qu’elle
interagit ou non avec ’ADN.

Le domaine C-terminal de la sous-unité RPB1 de I'ARNP Il (CTD) n’est pas
structuré, mais se situe probablement au niveau de la face amont, sous la pince

mobile. Le site actif est localisé au niveau du mur (wall) définissant le fond du sillon
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dans lequel se trouvent deux ions Mg?*. Une hélice de RPB1 appelée I'hélice de
pontage (bridging helix) traverse le sillon et rejoint RPB2. Des acides aminés de
cette hélice se retrouvent en contact direct avec la base codante du brin transcrit de
’ADN formant une structure de type « fermeture-éclair ». La flexibilité de cette hélice
est importante pour maintenir l'interaction ADN-protéine pendant la translocation de
'ARNP Il (Cramer et al., 2001).

Machoire supérieure
Méachoire inférieure
lobe

sillon

Hélice de pontage
Site actif

Pore

Mur

Pince

lons Mg?*

Figure 23 : Structure cristallographique de I’ARNP Il de S. cerevisiae

L’enzyme présente un sillon (RPB1) bordé a son entrée par une paire de méachoires, supérieure
(partie de RPB1 et RPB9) et inférieure (RPB5), et au fond duquel se trouvent deux ions Mg2+ qui
matérialisent 'emplacement du site actif. Prés du site actif, 'hélice de pontage (RPB1) traverse le
sillon pour rejoindre RPB2. Le pore localisé a larriere de lI'enzyme permettrait I'entrée des
ribonucléotides et la sortie de I'extrémité 5’ libre de 'ARN (Cramer et al., 2001).

L’hétérodimére formé par RPB4 et RPB7 forme une structure qui ressort de la
surface de la polymérase et est située entre la pince mobile et le domaine C-terminal
(CTD) de la sous-unité RPB1. Cet hétérodimére s’attache au reste de I'enzyme par
principalement des contacts entre RPB7 et RPB6 et RPB1 (Armache et al., 2003;
Armache et al., 2005; Bushnell and Kornberg, 2003; Craighead et al., 2002).

Afin de décrire le mécanisme de sélection et d’'incorporation des nucléosides tri-
phosphates (NTP) dans le complexe, deux modeles principaux ont été proposes.
Dans le premier modele, le NTP atteint le site de pré-insertion, en conformation
ouverte du centre catalytique, ce qui induirait un changement de conformation de la

boucle « trigger loop » et la fermeture subséquente du centre actif (Kettenberger et
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al., 2004).

Dans un deuxiéme modéle, le NTP se lierait tout d’abord dans un site d’entrée
du pore situé au dessous du centre catalytique et dans une deuxiéme étape il serait
orienté par le Mg?* (B) directement dans le site d’insertion (Westover et al., 2004). Le
premier modéle a été confirmé par des études plus récentes de 'ARNP Il eucaryote
(Brueckner et al., 2009; Wang et al., 2006) ou bactérienne (Vassylyev et al., 2007).

L’alpha-amanitine est 'une des mycotoxines du champignon vénéneux Amanita
phalloides. A faible concentration, I'a-amanitine est un inhibiteur sélectif des ARNP I
eucaryotiques (Kedinger et al., 1970). La structure cristallographique de 'ARNP Il de
la levure S. cerevisiae complexée a I'a-amanitine a été résolue a 2,8 A (figure 24).
Les résidus de 'ARNP Il en contact avec I'a-amanitine sont situés dans I'hélice de
pontage « bridging helix » entre les deux grandes sous-unités RPB1 et RPB2
(Bushnell et al., 2002).

A B S ATEFRE Hélice de pontage
ADN transcrit en amont

RPB2

Exity

Wwall . ADN transcrit
J en aval
Bridge \

@ o Amanitin Machoire

\

NTPs

Transcription

— Vue du dessus

Figure 24 : Localisation de I'a-amanitine fixée sur ’ARNP I

A : Vue schématique en coupe du complexe de 'ARNP Il en cours de transcription et montrant la
fixation de l'a-amanitine (sphére rouge) ainsi que les acides nucléiques et certains éléments
structuraux du site actif de 'enzyme. L’ARN est figuré en rouge. B : Représentation en rubans de la
structure du complexe 'ARNP Il / a-amanitine. Les résidus en contact avec a-amanitine sont montrés.
Les atomes de zinc sont montrés par des sphéres bleu-clair et I'ion magnésium du site actif par une
sphéere rose.
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IV.4. L’assemblage de I’ARN polymérase I

Le mécanisme par lequel chacune de ces 12 sous-unités de la polymérase est
assemblée dans le complexe n’est pas encore clairement élucidé. Les études
récentes ont montré que les deux sous-unités RPB1 et RPB3 s’accumulent dans le
cytoplasme des cellules traitées a I'a-amanitine, ce qui provoque la dégradation de la
grande sous-unité RPB1 (Boulon et al., 2010; Bushnell et al., 2002; Nguyen et al.,
1996).

L’import nucléaire de RPB1 nécessite la présence de toutes les sous-unités. La
grande sous-unité RPB1 libre dans le cytoplasme serait prise en charge par la
protéine chaperon HSP90 et son co-facteur hSpagh. Ces protéines stabilisent RPB1
libre dans le cytoplasme. L’ARNP |l est alors assemblée dans le cytoplasme et puis
les enzymes entiéerement assemblées sont importées dans le noyau (Boulon et al.,
2010; Corden, 2011).

Chez la levure S. cerevisiae, I'import nucléaire de la Pol Il nécessite la protéine
Iwrl (Putative transcription factor lwrl). Iwr1 se lie @ 'ARNP Il dans le centre actif
entre les deux grandes sous-unités. Cette protéine posséde un signal de localisation
nucléaire (NLS, Nuclear Localization Signal) (Kosugi et al., 2009) qui est reconnu par
la karyophérine o, ce qui permet de diriger la polymérase vers le noyau. La présence
de I'ADN et des facteurs d’initiation de la transcription induit la dissociation du
complexe Iwr1/ARNP Il et libére I'enzyme. La protéine lwrl ainsi dissociée est
exportée vers le cytoplasme grace a sa séquence NES (Nuclear Export Signal)
(Czeko et al., 2011; Kosugi et al., 2009).

La protéine 4 associée a 'ARNP |l (RPAP4/GPN1), joue la navette entre le
noyau et le cytoplasme et régule I'importation nucléaire de deux grandes sous-unités
de la polymérase humaine. Cette protéine est le membre d'une famille GTPase
nouvellement découverte qui contient un motif GPN (GPN-loop GTPase 1) unique et
hautement conservé. Ce motif est essentiel pour la localisation nucléaire de HsSRPB1
dans un processus qui exige également I'assemblage des microtubules (Forget et
al., 2010).
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Les données disponibles a I'heure actuelle ne sont pas encore suffisantes pour
décrire un cheminement complet, mais sont compatibles avec I'existence de deux
intermédiaires assemblés dans le cytoplasme avant de produire 'enzyme compléete
(figure 25) (Corden, 2011).

Rpb1 B CYTOPLASM NUCLEUS
—
5 7 .
Y HSP90 \\

8 9 - hSpagh/RPAP3 Iwrl
__ R2TP/Prefoldin — - ‘ - t
GPN1/RPAP4
12 -
. 3 / /:, lGTFS
1M10 |— "

hGPN1/yNpa3
w _ hRPAP2/yRtr1 " -‘
Rpb2 __RNA—

Figure 25 : Assemblage et transport de I’ARNP II.

Les sous-unités individuelles de 'ARNP Il sont indiquées en formes colorées. Les intermédiaires
potentiels formés au cours de I'assemblage contiennent soit RPB1 soit RPB2 et un ensemble de
petites sous-unités. Ces complexes contiennent aussi les facteurs d’assemblage putatifs indiqués par
leur nom. Dans le noyau, soit 'enzyme se fixe sur un promoteur, soit elle se décompose en unités
libres. Ces sous-unités peuvent étre, soit transportées vers le cytoplasme pour un nouvel assemblage,
soit assemblées sur le promoteur comme cela a été montré pour la Pol | (Corden, 2011; Dundr et al.,
2002).

66



V. La sous-unité HsRPB11

V.1l. Organisation du géene et isoformes

La localisation chromosomique du géne codant pour cette sous-unité a été
identifiée au sein de notre laboratoire en utilisant une sonde génomique comprenant
la partie 5’ du géne. Ceci a permis d’identifier trois locus qui sont situés sur le
chromosome 7 (7pl2, 7922 et 7q11.23), indiquant la présence de plusieurs genes

indépendants (figure 26) (Grandemange et al., 2001).
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Figure 26 : Organisation génomique de HsRPB11.

Les lignes horizontales représentent les séquences génomiques de HsRPB11 humaines. Les exons
sont identifiés par des boites noires. Les homologies entre les types a et b sont indiqués. La
meétaphase présentée sur la droite a été hybridée avec une sonde génomique comprenant la partie 5’
du gene de HsRPBlla. Les tétes de fleches blanches indiquent la position des locus liés
spécifiqguement. Le chromosome 7 est représenté avec la localisation des trois locus (Grandemange
et al., 2001).

Il existe dans le génome humain une famille de 4 génes (POLR2J1 a 4)
susceptible de coder plusieurs isoformes de la sous-unité HsRPB11 de la Pol II.
Cette famille n’existe pas chez la souris dont le génome contient un géne RPB11
unique. Une étude récente a identifié le géne POLR2J (7g22) comme un nouvel
oncogéne potentiel dans le cancer du poumon. L’activation de ce gene a été
confirmée chez un panel de tissus pulmonaires tumoraux comparés a des tissus
pulmonaires normaux correspondants (Campbell et al., 2008b). La caractérisation de
la séquence génomique codant la sous-unité HsRPB11 a permis I'identification de

deux types de genes qui sont appelés : type « a » et type « b » (figure 26).
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Le type « a » ou HsRPB11a contient la séquence codante de I'ARNm
précédemment caractérisée (Acker et al., 1997; Fanciulli et al., 1996).

Le type de gene « b » appelé HsRBP11b. La transcription de ce géne donne
lieu a deux isoformes nommés HsRPB11lba et HsSRPB11bp (Grandemange et al.,
2001).

Le géne POLR2J1 code la sous-unité RPB1la dont la séquence peptidique est
identique a son orthologue de souris. Cette protéine est retrouvée dans la Pol Il
fonctionnelle. Les genes POLR2J2 et 3 codent les isoformes appelés HsSRPB11ba et
HsRPB11bp. Le gene POLR2J4 a perdu le codon ATG, et serait plutdt a considérer

comme un pseudogene.

V.2. L’épissage alternatif de messager HsRPB11 et I’expression tissu-
spécifique

Les genes POLR2J2, 3 et 4 sont transcrits et les niveaux de leurs messagers
varient d’un tissu a l'autre, mais les protéines correspondantes n’ont pas encore été
détectées. Ces transcrits sont soumis a des épissages alternatifs, ce qui n’est pas le
cas des transcrits de POLR2J1. La différence entre ces deux types de genes
HsRPB1l1la et HSRPB11b se situe dans la partie 3'. Le messager HsRPB11bp differe
de ba par I'excision de I'exon 3 suite @ un mécanisme d’épissage alternatif. Ceci
change la phase de lecture, I'exon 4 devenant entierement codant. Le codon stop se
retrouve alors dans le cinquieme exon (figure 27 A) (Grandemange et al., 2001).

Il est intéressant de remarquer que l'analyse des séquences montre que les
polypeptides HsRPB11la, HsRPB11lba et bp ont des tailles similaires : 117, 115 et
116 résidus avec un poids moléculaire denviron 13,3, 13, et 12,7 kDa
respectivement. La partie N-terminale de la sous-unité HsRPB1la differe du
polypeptide HsRPB11b par la présence d’'une lysine supplémentaire a la jonction
entre les exons 1 et 2.

En revanche, les parties C-terminale de ces polypeptides sont tres differentes
(figure 27). Des mutations ponctuelles du domaine C-terminal de la sous-unité
RPB11 de levure se traduisent par un phénotype mutateur (résultats non publiés).

L’exon 4 de HsRPB11a code un peptide de 11 résidus hydrophiles, par contre
dans le cas de HsRPB1llba, il génére un peptide hydrophobe de 10 résidus.
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Concernant HsRPB11bp, en raison de I'absence de I'exon 3, un peptide totalement
différent riche en Proline (16%), Alanine (14,5%), Acide glutamique (9%), Histidine
(9%) et Cystéine (7%) est produit (figure 27 B) (Grandemange et al., 2001).
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Figure 27 : Structure de ’ARN messager et la séquence peptidique de HsRPB11.

A) Structure de 'ARN messager de HsRPB11a, ba et bp. Les exons sont indiqués par des boites. Les
tailles des introns sont indiquées en paire de base (pb). La partie 5' et 3' des régions non codantes
sont indiqués par des boites vides. La taille (pb) de la séquence codante (CDS) dans chaque exon est
indiqguée. B) Séquences d’acides aminés des polypeptides HsRPB11a, ba et bp. Les séquences
codantes des ARNm identifiées pour les deux génes (a et b) sont alignées avec leur nom et leur taille
(acides aminés), indiquée sur la gauche et a droite, respectivement. Les bords des exons pour
chaque partie de la séquence et leurs numéros correspondants sont indiqués. La séquence de
HsRPB11la a été utilisée comme référence et la lysine supplémentaire a la jonction entre les exons 1
et 2 est montrée en rouge. Seulement les résidus qui sont differents sont indiqués. La séquence de
RPB11 de S. cerevisiae (ScCRPB11) est montrée ci-dessous (Grandemange et al., 2001).

Les différents transcrits des génes POLR2J ont été détectés par I'analyse de
Northern-blot et RT-PCR dans la plupart des tissus humains. L’expression de ces
ADNCc a été testée dans 16 tissus humains. Une bande majeure a été détectée avec
chaque sonde dans tous les tissus. Les niveaux relatifs d’expression de HsRPB11a
ainsi que HsRPB11b varient selon les tissus. La transcription de HsRPBlla est
majeure dans plupart des tissus avec des niveaux plus élevés dans le cceur et le
muscle squelettigue. Son expression par contre est plus réduite dans le colon, le
poumon, intestin gréle et l'utérus. En revanche, TARNm de HsRPB11ba est le plus

abondant dans le cerveau. La transcription de HSRPB11bf est faible dans tous les
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tissus, mais plus importante dans le cceur, les muscles squelettiques et de 'ovaire
(Grandemange et al., 2001).

Fanciulli et ses collaborateurs ont montré la surexpression des messagers de
HsRPB3 et 11 dans certains tissus particulierement dans le cceur, les muscles
squelettiques aprés l'addition de doxorubicine. La doxorubicine est une drogue
souvent utilisée dans les traitements anticancéreux. Néanmoins son utilisation
clinique est limitée par l'apparition, entre autres, d’'une toxicité cardiaque et de
tumeurs résistantes a cette drogue. Cette drogue peut exercer un effet inhibiteur in
vivo spécifiquement sur les composants majeurs de la machinerie transcriptionelle
(Fanciulli et al., 1998).
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V.3. Propriétés des trois protéines HsRPB11

Les interactions entre I'isoforme HsRPB11b et les sous unités de 'ARNP Il ont
été étudiées et comparées a celles observées entre HsRPB11la et les autres sous-
unités de I'enzyme. La partie N-terminale codée par les exons 1 et 2, contient d’'un
motif conservé appelé le « motif o » responsable de l'interaction RPB3/RPB11 (figure
28). Les différentes isoformes sont tous les trois capables d’interagir avec RPB3, ce
qui nest pas totalement inattendu puisque le motif o est présent pour toutes.
L’isoforme HsRPB11ba, comme HsRPB11a, n’interagit qu’avec HsRPB3. Par contre,
HsRPB11bp interagit également avec d’autres sous-unités : HsRPB4, 5, 6, 7 et 12
(Grandemange et al., 2001).
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Figure 28 : Structure de la sous-unité RPB3 et RPB11 de la levure et ’lhomme.

(A) Alignement des séquences peptidiques de ScCRPB11 (Scll), HsRPB1la (Hslla) et HSRPB1l1lba
(Hs1lba). Les homologies des séquences entre la levure et ’homme sont présentées. Les barres
verticales et des points indiquent les résidus identiques et similaires, respectivement. L’élément
conservé (motif o) est encadré. Les résidus surlignés en jaune ont été soumis a la mutagénése
dirigée. Les hélices alpha et les feuillets § sont présentés par des boites jaunes et les fleches bleues,
respectivement. (B) Alignement des séquences peptidiques de Sc3 et Hs3. La position d’'un domaine
de liaison au zinc (Zn BD) est montrée. (C) La structure tridimensionnelle de 'hétérodimére Sc3/Sc11.
Les rubans rouge et jaunes représentent les polypeptides Sc3 et Scl1, respectivement. Le zinc (en
bleu), coordonné par quatre résidus cystéine de domaine de liaison au zinc de Sc3 est indiqué (Benga
et al., 2005).
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Des expériences de complémentation dans la levure S. cerevisiae ARPB11 ont
montré que le variant HSRPB11ba est capable de s’intégrer a ’TARNP pour former un
complexe actif in vivo. Par contre, ni HsRPB11bp, ni HsRPBlla, qui est le
polypeptide détecté dans I'enzyme humaine, ne sont capables de complémenter
dans la levure (Grandemange et al., 2001).

Les isoformes HsRPBllboa et HsRPB11bp présentent des domaines
(correspondant a I'exon 4) fortement homologues a des domaines présents dans des
protéines HsPMS2L (Humain Post-Meiotic Segragation 2 Like) (Kondo et al., 1999).
Ces protéines présentent elle-méme une forte homologie avec des séquences
peptidiques de la protéine HsPMS2, impliquée dans les mécanismes de réparation
de '’ADN par « Mismatch Repair » (Kolodner and Marsischky, 1999). Les protéines
HsPMS2L appartiennent également a une famille de génes localisés dans les
mémes régions que les genes HsRPB11 sur le chromosome 7. Il est fortement
probable que la famille de génes HsRPB11 provienne dévénements de
recombinaison entre les genes HsRPB11la, les genes HSPMS2L et un autre gene
(uroplakin) correspondant a I'exon 5 de HsRPB11b.

L’analyse comparative des hétérodimérisations des sous-unités RPB3 et
RPB11 de 'homme et la levure a été effectuée par la méthode des double-hybrides.
L’hétérodimérisation des sous-unités HsSRPB3/HsRPB11la, HsRPB3/HsRPB11lba et
ScRPB3/ScRPB11 était facilement détectable, tandis que dans les mémes
conditions I'hétérodimére HsRPB3/ScRPB11 ne pouvait pas étre détecté. Cette
absence d’interaction explique l'incapacité de HSRPB3 pour a remplacer ScCRPB3
dans la levure. Par contre la sous-unité SCRPB3 peut interagir avec HsRPB11a et
HsRPB1llba et les résidus qui sont importants pour ces interactions ont été
identifiés. Des résidus de ScCRPB3 qui sont importants dans I'hétérodimérisation de
ScRPB3/HsRPBlla et ScCRPB3/HsRPB1llba ont été identifiés. Ces résidus n’ont
aucun effet sur l'interaction SCRPB3/ScRPB11 (Benga et al., 2005).

La capacité de HsRPB11lba, a la fois de remplacer la sous-unit¢é ScRPB11
dans la levure et a interagir avec SCRPB3 avec une efficacité similaire a celle de
ScRPB11 indique que HsRPB1l1lba a le potentiel pour s’'intégrer dans le complexe
d’ARNP Il dans les cellules humaines et aussi chez la levure.

Les mutations dans le motif a ont un effet négatif sur toutes les combinaisons

testées avec HsRPB11la et HsSRPB11ba tandis qu’aucun effet sur les sous-unités de
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la levure n'a pas été détecté. L’hétérodimére ScCRPB3/ScRPB11 dépend fortement
des résidus spécifiques dans la partie C-terminale contrairement aux hétérodiméres
HsRPB3/HsRPB1la ou ba qui ne semblent pas s’appuyer autant sur ce contact

(figure 29) (Benga et al., 2005).
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Figure 29 : Résumé des contacts identifiés entre les sous-unités RPB3 et RPB11 chez ’lhomme
et chez lalevure et leurs contributions a la stabilité des hétérodimeéres.

Les contributions des domaines homologues de Scl1, Hslla, Hsllboa dans hétérodimérisation avec
des sous-unités Sc3 et Hs3 sont représentées par des fleches a double téte avec des épaisseurs en
fonction de I'importance des contacts (Benga et al., 2005).

Ces données indiquent que les interfaces de I'hétérodimérisation ont été
modifiées au cours de I'évolution d’'une maniere qui rend possible une diversification
de la sous-unité HsRPB11 qui reste compatible, avec, l'interaction avec la sous-unité

HsRPB3 (Benga et al., 2005).
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VI. Objectif du travail de these

Cette introduction illustre l'importance de la sous-unit¢é HsRPB11l dans le
complexe de 'ARNP Il. Cette sous-unité est une cible d’interaction pour certaines
protéines notamment Chel, kératine 19 et P35 de baculovirus (Bruno et al., 1999;
Fanciulli et al., 2000; Takramah et al., 2003). Le géne qui code cette protéine peut
étre surexprimé dans le cancer du poumon (Campbell et al., 2008b).

L’hétérodimérisation de HsRPB11 avec HsRPB3 joue un rdle structural
fondamental dans I'assemblage de I'enzyme (Fanciulli et al., 1998; Kimura et al.,
1997). La structure 3D de [IARNP Il humaine a été établie par
cryomicroscopie électronique a 22 A (Kostek et al., 2006). Cependant, trés peu
d’études détaillées sur la structure et 'assemblage du complexe de I'ARNP Il sont
disponibles a ce jour.

L’objectif de cette thése était de participer a la détermination de la structure
tridimensionnelle de '’ARNP Il humaine en collaboration avec le Dr. Averell Gnatt
(University of Maryland School of Medicine). Dans le but de démarrer cette étude,
nous avons décidé de résoudre la structure tridimensionnelle de la sous-unité isolée
HsRPB11 par une approche cristallographique.

Au cours de la purification de cette protéine, nous avons constaté qu’elle forme
d’'un dimére trés stable. Nous avons tenté d’analyser cette homodimérisation dans la
levure S. cerevisiae et aussi dans les cellules humaines.

Enfin, nous avons entrepris dans une derniére partie de notre projet de thése

un essai de détection de l'isoforme HsRPB11ba en utilisant une approche de siRNA.
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Résultats et Discussion
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Chapitre 1 : Etude structurale de la sous-unite
HsRPB1la par cristallographie
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I. Clonage, expression, purification et cristallisation de HsRPB11la

Le succés de I'étape de cristallisation est déterminé par la qualité du matériel
produit et purifié. La démarche qui a été utilisée est celle d’'un processus itératif, dans
lequel les étapes d’expression et de purification sont modifiées en fonction des

résultats obtenus aprés les essais de cristallisation.

I.1. Clonage

A mon arrivée au laboratoire, la séquence codante de la sous-unité HsRPB11a
était cloné dans le vecteur d’expression pNIR sous le contréle d’un promoteur
inductible de l'opéron nir, qui est impliqué dans l'assimilation du nitrate dans les
cyanobactéries. Cet opéron est induit en présence de nitrate et efficacement réprimé
par 'ammonium (Frias et al., 1997).

Ce géne a également été cloné dans un vecteur d’expression pET sous le
contrble d’'un promoteur du phage T7 (Studier et al., 1990) pour produire les
protéines chez E.coli BL21 (DE3). La souche BL21 (DE3) porte le géne codant
'’ARNP de T7 en aval du promoteur lac de telle sorte que la polymérase du phage ne
soit synthétisée qu’aprés induction par I'lPTG. Les protéines qui ont été produites
dans les bactéries ou les cyanobactéries sont toutes munies d’une étiquette 6xHis en
N-terminal qui rend possible leur purification par chromatographie d’affinité sur résine
Ni-NTA.

I.2. Expression chez la cyanobactérie Anabaena et chez E.coli BL21 (DE3)

A mon arrivée, le systeme d’expression inductible de protéines recombinantes
dans les cyanobactéries genre Anabaena avait été mis en place (Desplancq et al.,
2001). Ce systéme a permis d’obtenir sous forme soluble des protéines qui formaient
des agrégats insolubles chez E.coli (Desplancq et al., 2005).

Le principal inconvénient de ce systeme d'expression est le temps de division
des cellules qui est relativement long (24h). Nous avons purifié la protéine
HsRPB11a a partir d’'un extrait de cyanobactéries. Cette protéine a été cristallisée.

Les cristaux obtenus ont été testés par diffraction des rayons X. Les clichés de
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diffraction obtenus n’ont pas donné de résultats exploitables, car un empilement
irregulier des molécules dans le cristal a été observé.

Pour avoir plus de matériel et dans un temps plus court, nhous avons testé la
production et la solubilité de cette protéine chez E.coli. Différentes conditions de
culture (température : 20, 30, 37°C) ont été testées sur la souche bactérienne E.coli
BL21 (DE3). Aprés induction, les bactéries ont été lysées par sonication. L’extrait
total a été clarifié par centrifugation (5000 g). Le surnageant contenant la fraction
soluble a été analysé par électrophorése sur gel de polyacrylamide, en conditions
dénaturantes (figure 30). Dans chacun des cas, la protéine HsRPB11a était présente
dans la fraction soluble. La présence des protéines a été aussi vérifiée par Western-

Blot en utilisant des anticorps spécifiques dirigés contre HsRPB11a (non montré).
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Figure 30 : Analyse SDS-PAGE de I’expression des protéines chez E.coli BL21(DE3).

Les échantillons correspondant aux surnageants de sonication ont été déposés sur un gel en gradient
d’acrylamide (10-20%) dans des conditions dénaturantes. Le gel est coloré au bleu de coomassie. Les
pistes 1, 2 et 3 correspondent aux prélévements des échantillons incubés a 20°, 30° et 37°C pendant
une nuit respectivement. M : marqueur de poids moléculaires en kDa. Les bandes (14,6 kDa)
correspondant aux protéines surproduites sont indiquées par une fléche.
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I.3. Purification des protéines

Les bactéries provenant d’un litre de culture incubé a 37° C et induites a 'lPTG
(400 uM) ont été mises en suspension dans un tampon de lyse (20mM Tris pH 8,
500mM NacCl, 0,5mM B-mercaptoéthanol) contenant 20mM d’imidazole et lysées par
sonication en présence d’inhibiteurs de protéases (Complete, Roche). Aprés une
étape de clarification par ultracentrifugation (30 min & 31000 g), le lysat est incubé en
«batch» avec la résine Ni-NTA-agarose (QIAGEN) a 4° C. Apres un lavage en
présence d’'imidazole (20mM), les protéines fixées a la résine sont €luées par des
concentrations croissantes d’imidazole ajustée a pH 8 dans le tampon Tris-HCI
(100mM). Les protéines sont ensuite analysées par SDS-PAGE et les fractions

d’intérét (5 a 9) sont réunies pour une étape de gel-filtration (figure 31).
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Figure 31 : Etape de chromatographie d’affinité sur Ni-NTA suivie par SDS-PAGE.

Les échantillons correspondant a des fractions éluées ont été déposés sur un gel en gradient
d’acrylamide (10- 20%) en conditions dénaturantes. Le gel est coloré au bleu de coomassie. Les
pistes 1, 2 et 3 correspondent a I'extrait, effluent de colonne et la fraction apres lavage de résine Ni-
NTA a 20 mM d’imidazole respectivement. Les pistes 4 a 9 correspondent aux concentrations
croissantes en imidazole 50, 100, 150, 200, 250 et 300 mM respectivement. M : marqueur de poids
moléculaires en kDa.
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L’étape de gel-filtration nécessite au préalable la concentration des échantillons
jusqu’a obtenir un volume final de 1-2 ml, ce qui est réalisé par ultrafiltration sur une
membrane 10k (Centricon, Millipore). La concentration en protéines totales obtenue
a été determinée selon la méthode de Bradford a l'aide du réactif « Bio-Rad Protein
Assay ».

La protéine concentrée (10 mg/ml) est injectée sur une colonne de gel filtration
Superdex 75 16/60 (GE Healthcare), réalisée sur un systeme AKTA FPLC (Fast
Protein Liquid Chromatography). Le tampon utilisé (20mM Tris-HCI pH 8, 50mM
NaCl, 0,5mM B-mercaptoéthanol) dans ce systeme était 10 fois moins concentré en
sel par rapport au tampon de lyse. L’élution du matériel a été suivie par une mesure
de la DO aux longueurs d’onde de 280 nm et 215 nm en raison de faible teneur en
aromatique dans de cette protéine. Un chromatogramme est présenté en figure 32.
Un pic majeur est observé. D’aprés la courbe de calibration de la colonne, cela

correspond a une protéine d’'une masse moléculaire d’environ de 30 kDa.

Do (215nm) l
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‘\
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Figure 32 : Chromatogramme de gel-filtration.
Le pic majeur est montré par une fleche qui correspond a une protéine d’'une masse moléculaire

d’environ de 30 kDa.
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L’analyse de la pureté des protéines est réalisée par électrophorése en gel de
polyacrylamide en conditions dénaturantes (SDS-PAGE 10-20%) sur toutes les
fractions correspondant au pic majeur. La figure 33 montre le profil électrophorétique
des 3 fractions correspondant au sommet du pic en chromatographie de gel filtration.
L’électrophorése a montré la présence d’une bande a 14,4 kDa correspondant a la

protéine HsRPB11a soluble et homogéne.

M 1 2 3
(kDa)
34 —
26 —
17 — RP .
== HsRPB1la
10 —

Figure 33 : L’analyse de la pureté des échantillons obtenus aprés gel-filtration.
La purification est suivie par électrophorése en gels de polyacrylamide en conditions dénaturantes
(SDS-PAGE, 10-20%). Le gel est coloré au bleu de Coomassie. Les pistes 1, 2 et 3 correspondent
aux fractions de sommet du pic majeur (figure 28). Les bandes correspondent a la protéine
HsRPB11a sont montrées par une fleche rouge. M : marqueur de poids moléculaires.

Les fractions correspondant au pic majeur sont rassemblées et la solution
protéigue est concentrée par ultrafiltration sur une membrane 3k (Microcon, Millipore)

afin d’obtenir une concentration finale de 10 mg/ml pour les essais de cristallisation.
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I.4. Criblage des conditions de cristallisation

La cristallisation est une transition de phase : la protéine passe d'un état de
soluté (protéine soluble) & une phase solide (le cristal). La méthode la plus utilisée
est la diffusion de vapeur en goutte suspendue ou assise, sa simplicité et son

adaptation aux volumes réduits de solutions expliquent sa popularité (figure 34).

diffusion de vapeur

goutte suspendue goutte assise

[M]

zone sous-saturée

[AC]

Figure 34 : Le méthode de la diffusion de vapeur en goutte suspendue et assise.

La solution de macromolécule est mise au contact (indirect) d’un réservoir contenant un agent
cristallisant, dont I'augmentation de concentration va provoquer la cristallisation. Le principe
d’équilibration des solutions de cristallisation entre état initial (i) et état final (f) est indiqué dans le
diagramme de phase en fonction de la méthode choisie. [M] et [AC], les concentrations de
macromolécule et d’agent cristallisant.

Dans un premier temps, nous avons réalisé une recherche de conditions de
cristallisation a I'aide des kits « Classics suite » et « Classics lite suite » de QIAGEN
(chacune contient 96 conditions de cristallisations différentes) en utilisant un robot
(Cartesian Honeybee 8+1) de la plate-forme de biologie et de génomique structurale
de I'IGBMC (llikirch). Cet appareil permet d’utiliser des microplaques de cristallisation
96 puits pour tester un grand nombre de conditions avec une faible quantité de
protéine.

Les gouttes de cristallisation sont composées de 100 nl de solution de protéine
a deux concentrations différentes (6 et 10 mg/ml) et 100 nl de la solution de
cristallisation. Les essais ont été effectués a 25°C par la technique des gouttes
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suspendues. Apres 24 h d’incubation, des microcristaux ont été observés dans les
conditions 46, 65 et 85a du kit « Classics suite », 83 et 85b du kit « Classics lite suite
» (figure 35). Aucune différence n’a été observée entre les deux concentrations
utilisées. Les compositions des solutions sont données dans le tableau 6. Les

microcristaux obtenus dans toutes les conditions sont de forme hexagonale allongée.

Classics suite

Classics lite suite

Figure 35 : Microcristaux obtenus a I'aide de kits de QIAGEN.
Les micro-cristaux sont montrés avec des fleches blanches.

Les conditions Composition des solutions
46 100 mM HEPES pH 7,5 ; 800 mM Na;HPO,4 ; 800mM KH2PO.,.
65 500 mM Li,SOq; 15 % PEG 8000.
85a 200 mM (NH4),S04; 100 mM NaAc pH 4,6; 25% PEG 4000.
83 200 mM (NH4),S04. 100 mM NaAc pH 4,6; 15% PEG 2000.
85b 200 mM (NH4),S04. 100 mM NaAc pH 4,6; 12,5 % PEG 4000.

Tableau 6 : Présentation des conditions obtenues lors de premier essai de cristallisation.
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I.5. Optimisation des conditions de cristallisation

Les premiers cristaux obtenus ne sont pas toujours exploitables (trop petits,
fragiles, agglomérats ou poly-cristallins) et il est nécessaire d’optimiser
manuellement les conditions de cristallisation. Les microcristaux décrits au
paragraphe précédent sont majoritairement obtenus a pH 4,6 en présence de PEG
(PolyEthylene Glycol) qui joue le réle d’agent cristallisant. Sur la base de ces
résultats, plusieurs matrices de cristallisation ont été congues.

Nous y avons fait varier la concentration de protéine, le volume des gouttes, la
nature et la concentration en agent précipitant, la température et la concentration et
la nature du sel. Nous ne décrirons pas tous les résultats obtenus, mais présentons
un exemple représentatif. La figure 36 montre les cristaux obtenus en faisant varier
la concentration de l'agent précipitant (PEG) pour la condition (n° 83). Les

concentrations de PEG optimales sont de 13 % et 14 %.

PEG 2000
14 %

16 % 17 %

Figure 36 : Optimisation de condition de cristallisation par variation de la concentration du
PEG.

La composition de la solution mére (n° 83) est décrite dans le tableau 1. Une variation de pourcentage
de PEG a été effectuée sans modifier les autres parametres. Les gouttes sont composées de 1ul de
protéine & 6 mg/ml et 1ul de la solution de cristallisation. Les cristaux sont observés aprés 24h
d’incubation a 22° C. Le volume du réservoir est 500 pl.
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Nous avons continué a optimiser cette condition en faisant varier la
concentration de sulfate d’ammonium en conservant la concentration en PEG
optimale de 13 %. La figure 37 montre I'effet de cette variation sur I'apparition des
cristaux. Plus on augmente la concentration de sulfate d’'ammonium, plus les cristaux
sont petits et nombreux. La meilleure condition est difficile a identifier parce qu’a une
concentration de sulfate d'ammonium 100 mM les cristaux, sont grands, mais pas
complétement formés méme aprés quelques jours, alors qu’a 200 mM ils sont plus
petits et nombreux. Une concentration de 150 mM de sulfate d’ammonium a été
testée et les cristaux obtenus étaient plus grands et bien formés (non montré). Nous

avons considéré cette concentration comme étant I'optimum.

NH,SO,

50 mM 100 mM 200 mM

Figure 37 : Optimisation de condition de cristallisation par variation de la concentration du sel.
Différentes concentrations de sulfate d’ammonium ont été utilisées. Les gouttes sont composées de
1ul de protéine a 6 mg/ml et 1pl de la solution de cristallisation. Les cristaux sont observés aprés 24h
d’incubation a 22° C. Le volume du réservoir est 500 pl.
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L’analyse de 'effet de changement de pH dans cette condition montre que cette
protéine cristallise & pH 3,6 et 4,6 (figure 38). Une gamme plus fine a été testée et le

pH optimum était toujours de 4,6.

Figure 38 : Optimisation de condition de cristallisation par variation de pH.

La composition de la solution meére est la suivante : 150 mM NH,SO,; 100 mM NaAc pH [3,6, 4,6,
5,6] et 6,6 ; 13 % PEG 2000. Les gouttes sont composées de 1ul de protéine a 6 mg/ml et 1pl de la
solution de cristallisation. Les cristaux sont observés apres 24h d’incubation a 22° C. Le volume du

réservoir est 500 pl.
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Les essais d’optimisation ont été effectués avec des concentrations de protéine
qui varient de 5 a 16 mg/ml. Nous avons observé un rapport direct entre la taille des
cristaux et la concentration en protéines (figure 39). La détermination de la

concentration optimale nécessite une analyse par diffraction de rayon X.

Concentration de protéine (mg/ml)

Figure 39 : Optimisation de condition de cristallisation en fonction de la concentration de
protéines.

La composition de la solution mére est la suivante : 150 mM NH;SO,4; 100 mM NaAc pH 4,6 ; 13 %
PEG 2000. Les gouttes sont composées de 2 ul de protéine et 2 pl de la solution de cristallisation. Les
cristaux sont observés aprés 24h d’incubation a 22° C. Le volume du réservoir est 500 pl.

Les cristaux obtenus dans différentes conditions ont été congelés directement

dans 'azote liquide aprés une étape de cryoprotection.
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I.6. Cryoprotection des cristaux et diffraction par les rayons X

Les cryoprotectants fournissent un moyen de protéger les cristaux
macromoléculaires contre les effets dommageables de la formation de glace
cristalline au cours du processus congélation (Garman and Schneider, 1997). Le
cristal a été péché avec une boucle de taille adaptée et on I'a transféré dans la
solution cryoprotectante. Les cryoprotectants utilisés étaient le glucose, le glycérol,
I'éthyléne glycol, et le MPD (Methyl Propane Diol) a 20 %. Les cristaux congelés
dans l'azote liquide ont été testés par diffraction des rayons X a 'lESRF (European
Synchrotron Radiation Facility, Grenoble) en collaboration avec Dr. David COBESSI
de l'institut de Biologie Structurale de Grenoble.

Les données de diffraction des rayons X ont été enregistrées jusqu'a 2,9 A de
résolution. Les taches obtenues montrent une mosaicité importante. Plus la protéine
est concentrée plus la mosaicité est grande et la divergence des faisceaux diffractés
est importante. Cependant une forte mosaicité risque d’entrainer des problemes de
superposition de réflexions, ou de causer des difficultés pour mesurer les réflexions
de faibles intensités. Les données ont été traitées avec le logiciel CCP4.

La détermination des phases a été effectuée par une méthode de
remplacement moléculaire (Rossmann, 1990) qui consiste a utiliser la structure de
ScRPB11 comme modele pour déterminer I'orientation et la position de la molécule
recherchée. A cause de la mosaicité observée, le phasage par la méthode de
remplacement moléculaire ne nous a pas permis de valider la structure de maniére

définitive, mais il s’agit d’'un modeéle approximatif.
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[.7. Construction du premier modele

Nous disposons d’un modéle approximatif de la structure de HsRPB11a (figure
40). Les données de diffraction disponibles sont compatibles avec un dimére. Cette
structure n’est pas publiable, car le modéle obtenu ne reflete pas I'ensemble des
données expérimentales. Il est donc nécessaire d’utiliser une autre méthode de

phasage.

Figure 40 : Modele approximatif de la structure de HsRPB11a.

Les données de diffraction des rayons X ont été enregistrées jusqu’a 3,4 A de résolution a partir d’'un
cristal d’environ 500 microns. La composition de la solution de cristallisation est la suivante : 400 mM
LiSO4; 100 mM NaAc pH 4,6 ; 11 % PEG 8000. Le phasage des données a été effectué par
remplacement moléculaire.

Il. Résolution du probléme de la phase

[I.1. Remplacement isomorphe multiple

by

La méthode MIR (Remplacement Isomorphe Multiple) consiste a introduire
dans le cristal de macromolécule native, par diffusion ou par co-cristallisation, des
atomes lourds possédant un grand nombre d’électrons et capable de diffracter
fortement les rayons X (Green et al.,, 1954). Si ces atomes lourds se fixent
spécifiguement en des sites précis de la molécule, sans en modifier 'empilement
cristallin, il est possible de déterminer la position des atomes lourds dans la maille et

d’extrapoler l'information de phase. Différents atomes lourds ont été testés : le
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mercure (Hg), I'europium (Eu) et le plomb (Pb). Ces atomes lourds présentent une
forte affinité pour certains résidus de la protéine, tels les cystéines et les
méthionines.

Différentes concentrations comprises entre 0.05 et 1mM ont été testées par
diffusion et par co-cristallisation. Nous avons réussi a obtenir des cristaux en
présence des metaux lourds. Cette expérience de co-cristallisation montre I'effet de
différentes concentrations des métaux lourds sur la formation et la croissance des

cristaux (figure 41).

Figure 41 : 'essai de co-cristallisation des protéines avec des métaux lourds.

La composition de la solution mére est la suivante : 400 mM LiSO,4; 100 mM NaAc pH 4,6 ; 11 % PEG
8000. Les gouttes sont composées de 1 pl de protéine et 1 pl de la solution de cristallisation
contenant 0,05 a 0,3 mM de Hg, Eu et le Pb. Les cristaux sont observés aprés 24h d’'incubation a 22°
C. Le volume du réservoir est 500 pl.

Les cristaux obtenus ont été examinés au synchrotron a 'ESRF et aucune
information de phase n’a pu étre extraite de la mise a I'échelle des données des
cristaux natifs et des cristaux ayant subi ces traitements (il n’y avait pas de différence
d’intensité entre la native et les dérivés), indiquant que la substitution n’avait pas eu

lieu.
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[I.2. Analyse par spectrométrie de masse

La protéine purifiece a été incubée pendant 24 h avec le mercure (0,2mM) et
puis soumise a une électrophorése sur gel de polyacrylamide en conditions
dénaturantes (SDS-PAGE, 8%) (figure 42). Les bandes correspondant a la protéine
native (A) et la protéine traitée au mercure (B) ont été découpées et analysées par
spectrométrie de masse en collaboration avec la plate-forme de biologie et
geénomique structurale de 'lGBMC. Le résultat a confirmé que le mercure n’a pas été

fixé de fagon covalente sur la protéine.

M
(kDa)
—35
—25
A B —15
L]
—10

Figure 42 : Les échantillons préparés pour étre analysés en spectrométrie de masse.

La bande correspondant a la protéine native (A) et la protéine traitée au mercure (B) est montrée par
le rectangle rouge. Ces bandes ont été découpées et analysées par la spectrométrie de masse. M :
marqueur de poids moléculaires en kDa.

[1l. Amélioration des conditions de cristallisation

Le but de cette nouvelle étape est d’ajuster encore plus finement les conditions
afin d’améliorer encore l'aspect des cristaux, d’éliminer les probléemes de macle et
surtout d’augmenter l'ordre cristallin. Nous avons essayé de réduire la vitesse de
croissance des cristaux par la cristallisation a 4° C, la cristallisation en présence de
20 % de glycérol et aussi la modification du rapport volumique entre la solution de

protéine et le réservoir qui permet de modifier la vitesse de concentration et
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d’atteindre un niveau de sursaturation différent.

Plusieurs additifs chimiques de divers types comme les agents de solubilisation
(les détergents non ioniques,...), des sels métalliques (Zn**, Mg?*,...), des composés
agissant sur les potentiels d’oxydoréduction (DTT,...) ont été utilisés afin d’améliorer
la qualité des cristaux.

La cristallisation a été effectuée en capillaire dans un gel d’agarose (0,2-0,3 %).
Il s’agit d’'une expérience de la cristallisation par contre-diffusion en microgravité. Les
solutions de protéines sont mélangées avec le gel d’agarose et puis placées dans
des capillaires et la cristallisation se produit grace a une solution de cristallisation qui
y diffuse progressivement. Cette méthode semble efficace pour réduire le défaut
d'empilement et augmenter la qualité de diffraction des cristaux par une croissance
plus réguliere (Cudney et al., 1994). Les cristaux obtenus ont été examinés au
synchrotron a 'ESRF. Aucune amélioration de la qualité de diffraction n’a été
observée.

Beaucoup de protéines purifiées résistent a la cristallisation en raison de la
nature intrinsequement flexible de certains résidus de surface. En particulier, les
résidus lysine et acide glutamique a la surface des protéines ont des chaines
latérales longues qui sont trés mobiles. Ces chaines latérales doivent étre localisées
dans l'espace afin de promouvoir des interactions homogénes intermoléculaires
nécessaires a la formation d'un réseau cristallin. L’addition de groupements méthyle
sur 'amine de la chaine latérale de lysines a été utilisée pour favoriser la
cristallisation par « immobilisation » de ces chaines latérales (Fogg et al., 2006; Kim
et al., 2008; Walter et al., 2006).

La protéine purifiée sans étiquette 6xHis a été méthylée (JBS Methylation Kit de
Jena Bioscience contenant du formaldéhyde et de diméthylamine-borane complexe).
La présence de groupements méthyle sur la protéine est vérifiée par spectrométrie
de masse en collaboration avec Dr. VAN DORSSELAER (laboratoire de
spectrométrie de masse bio-organique de Cronenbourg).

L’analyse par MALDI-TOF de la protéine non modifiée (figure 43A) fait
apparaitre un pic majeur d’'une masse moléculaire de 13 468 Da. Dans le spectre
obtenu pour la protéine méthylée (figure 43B) deux populations sont présentes avec
des masses moléculaires de 13 777 et 13 804 Da. La population majoritaire (13 804
Da) présente, par rapport a la protéine non méthylée (13 468) un supplément de

masse qui correspond a 24 groupements meéthyle (24 fois 14 Da par méthyl). Ceci
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est conforme a une réaction compléte des 11 résidus lysine et de l'extrémité N-
terminale. L’autre population (13 777 Da) correspond aux produits de méthylation
partielle. Nous avons tenté de cristalliser les protéines méthylées, mais cela s’est

soldé par un échec.
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Figure 43 : Analyse de produit de méthylation de HsRPB11a par MALDI-TOF.
A) La masse moléculaire de la protéine non méthylée. B) Les masses moléculaires obtenues a partir
des protéines méthylées. Les masses moléculaires sont présentées en Da.

Plusieurs autres kits de cristallisation (Additive Screen, Salt Rx, PEG lon pH
Screen de Hampton Research, The JCSG + Suite, The Nucleix suite de QIAGEN, et
The Sparse Matrix 1 (SM1) de Nextal) ont été utilisés afin de trouver une autre forme
cristalline. Plusieurs conditions ont été obtenues (Tableau 7). Aprés une étape
d’optimisation, les cristaux hexagonaux de forme semblables obtenus ont été testés

au synchrotron. Aucune amélioration de la qualité de diffraction n’a été observée.
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Conditions | Kits Composition des solutions

19 0,7M tri-Sodium Citrate dihydrate ; 0.1 M Bis-Tris Propane pH 7.0
33 Salt Rx | 1.2 M DL-Malic Acid pH 7.0 ; 0.1 M Bis-Tris Propane pH 7.0
91 0.5 M Potassium Thiocyanate : 0.1 M Tris pH 8.5

(0,2 M Ammonium sulfate ; 0,1 M Sodiume acetate pH 4,6 ; PEG 2000 13%)

1 +
2 Additive | 1) : 0.1 M Barium chloride dihydrate
3 Screen | 2) : 0.1 M Cadmium chloride hydrate
6 3) : 0.1 M Calcium chloride dihydrate
6) : 0.1 M Magnesium chloride hexahydrate
86 SM1 | 86): 2.5 M Sodium chloride ; 0.1 M Imidazole pH=8

Tableau 7 : Présentation des nouvelles conditions de cristallisation

Aucune de ces démarches n'a donné de résultat satisfaisant, car nous avons
toujours observé la méme forme de cristal hexagonal avec le méme probleme de
macle et une forte mosaicité. La persistance du probléme nous a amené a tenter de

modifier le polypeptide lui-méme.
I\VV. Autres approches / nouvelles construction

IV.1. cristallisation de la protéine sans étiquette 6His

La séquence correspondant au site de clivage (ENLYFQ(G/S)) reconnu par la
protéase TEV (Tobacco Etch Virus) (Dougherty et al., 1989) est inséré derriére de
I'étiquette 6xHis. Ceci nous a permis, apres le clivage par la protéase TEV (qui porte
une étiquette 6xHis), d’obtenir les protéines (13,4 kDa) sans étiquette 6xHis (figure
44). Cette protéine a été purifiée par trois étapes de chromatographie. Aprés une
étape de purification sur les résines Ni-NTA, I'échantillon a été dessalé sur une
colonne (PD-10 de Amersham Biosciences) et incubé avec la protéase 6xHis+TEV a
8°C pendant 12 heures.

Une deuxiéme chromatographie d’affinité sur résine Ni-NTA agarose a été
effectuée pour piéger la protéase TEV et éventuellement les protéines non digérées.
Finalement la protéine est ensuite purifiee sur une colonne de gel filtration Superdex
75 16/60 (GE Healthcare).

Cette protéine a été testée dans toutes les conditions ou nous avons observé

des microcristaux avec la protéine étiquetée 6xHis. Nous avons aussi réalisé une
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recherche de conditions de cristallisation a lI'aide des kits « Classics suite » et «
Classics lite suite » de QIAGEN. Les conditions obtenues sont pratiquement
identiques a celles de la protéine étiquetée 6xHis. Les cristaux obtenus ont été testés

au synchrotron et aucune différence de la qualité de diffraction n'a été observée.

M 1 2
(KDa)
35 — .. Protéase TEV
rotease
25 — a B <
15 — e <— 6His-HsRPB11a
b <— HsRPBlla
10 —

Figure 44 : Analyse de la digestion des protéines par la protéase TEV.

La protéine purifiée sur Ni-NTA est incubée une nuit avec la protéase TEV a 8°C. Les pistes (1) et (2)
correspondent & des échantillons incubés avec et sans TEV protéase respectivement. Les
échantillons sont déposés sur un gel d’acrylamide de gradient (10 - 20 %) en conditions dénaturantes.
Le gel est coloré a 'argent. M : marqueur de poids moléculaires en kDa.

IV.2. Cristallisation de la protéine de fusion MBP-HsRPB11la

La MBP (Maltose-Binding-Protein) est une protéine extrémement soluble. Cette
étiquette est couramment utilisée afin d’augmenter la solubilit¢é de la protéine a
laguelle elle est fusionnée (Austin et al., 2009). Les structures de plusieurs protéines
ont été résolues en les fusionnant avec la MBP (Ke and Wolberger, 2003; Kobe et
al., 1999; Liu et al., 2001; Potter et al., 2008; Song et al., 2003; Ullah et al., 2008).

IV.2.1. Expression et purification de la protéine de fusion MBP-HsRPB11la

La protéine MBP a été fusionnée a la protéine HsRPBlla en position N-
terminale (afin de trouver une autre forme cristalline). L’expression du géne de fusion
a été induite en utilisant un milieu d’auto-induction (Studier, 2005) : un litre de culture

d’E. coli BL21(DE3) transformeées par le vecteur recombinant est incubé pendant 48h
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a température ambiante (25°C). Le milieu d’auto-induction contient a la fois du
glucose (280 mM) et du lactose (560 mM) comme source de carbone et d’énergie. Il
permet d’obtenir une densité importante de bactéries (DO des cultures de I'ordre de
11 a 13 contre 5 a 7 dans un milieu LB induit par 'lPTG). L’induction de la production
de la protéine de fusion a été vérifiée par analyse du contenu des bactéries sur gel
dénaturant SDS-PAGE (figure 45 pistel) et aussi par Western-Blot (hnon montré).

La protéine de fusion est ensuite purifiée, a partir de I'extrait brut contenant les
protéines bactériennes (20mM Tris-HCI pH 8, 500mM NaCl, ImM DTT, inhibiteurs de
protéases (complete, Roche)), par une incubation en «batch» avec les billes de
résine amylose (QIAGEN) a 4°C (figure 45 pistes 2 et 3). Aprés un lavage avec le
tampon de lyse, les protéines fixées a la résine sont éluées par une solution de
maltose (10 mM). La protéine est ensuite purifiée sur une colonne de gel filtration
Superdex 200 (GE Healthcare) (20mM Tris-HCI pH 8, 50mM NaCl, 1mM DTT). Les
fractions correspondant au pic sont rassemblées et la solution protéique est

concentrée pour les essais de cristallisation.
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Figure 45 : Purification de protéines de fusion MBP-HsRPB11a.

Analyse de la protéine de fusion MBP-HsRPB11a exprimée dans E.coli BL21(DE3). Aprés 48 heures
d’auto-induction, les cellules sont récoltées et lysées. Une partie du lysat cellulaire (piste 1) et les
protéines purifiées (piste 2 et 3) ont été analysés par électrophorése en gels de polyacrylamide en
conditions dénaturantes (SDS-PAGE, 10-20%). Le gel est coloré par le bleu de coomassie. Une
bande d’environ 55 kDa caractéristique de la fusion MBP-HsRPB11a est visible.
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IV.2.2. Criblage des conditions de cristallisation

Les essais de cristallogénese sur la protéine MBP-HsRPB11a ont été effectués
avec le crible des 864 conditions proposées par la plateforme a haut débit de
'IGBMC. Pour cela, un premier essai a été effectué avec une protéine concentrée a
10 mg/ml. Lors de la premiére inspection apres 48h, une séparation de phase est
observée dans environ 60 % des gouttes (méme aprés 1 mois) ce qui indique que la
concentration de protéine est trop faible. Un deuxieme essai a été réalisé avec une
concentration de protéine de 30 mg/mL. 35 % des gouttes sont claires, 35 % des
gouttes présentent une séparation de phase et 30 % des gouttes présentent une
précipitation.

La recherche des conditions de cristallisation a été poursuivie avec une solution
de MBP-HsRPB1la a une concertation de 70 mg/ml. Dans ces conditions, nous
avons observé des gouttes claires et beaucoup de précipitation. Les gouttes sont
observées pendant 2 mois et aucun cristal n'a pu se former dans toutes les

conditions testées, pour cette construction.

IV.2.3. Analyse par diffusion dynamique de la lumiére (DLS)

La protéine de fusion MBP-HsRPB1l1la a été analysée par la technique de la
diffusion de la lumiére (DLS : Diffusion Light Scattering). Cette technique permet de
déterminer la taille approximative des molécules en solution et la distribution des
différentes populations (agrégats, etc.).

Le résultat de DLS présenté dans la figure 46, montre un indice de
polydispersité relativement élevé de I'ordre de 35 %. Cette polydispersité traduit une
hétérogénéité qui explique peut-étre I'absence de la cristallisation de cette protéine

de fusion.
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R(nm) %pd MW(kDa) %Masse

3,64 35 69 100
30

20

10

Autocorrélation de l'intensité

0,10 1,00 10,00 100,00 1,0E+3 1,0E+4

Rayon hydrodynamique (nm)

Figure 46 : Analyse de ’lhomogénéité structurale de la protéine par DLS.
L’analyse de fonction d’autocorrélation est reportée dans le graphique et sous forme chiffrée dans le
tableau (R : rayon hydrodynamique, pd : polydispersité, MW : masse molaire approximative).

IV.3. Cristallisation de mutants de délétion de HsRPB11la

Le but de cette expérience est d’'améliorer ’lhomogénéité du réseau cristallin ou
d’obtenir de cristaux d'une nouvelle morphologie. Il s'agit de réduire la taille des
protéines par ingénierie moléculaire. Le principe consiste a déléter les parties
mobiles sans altérer la fonctionnalité des protéines, pour augmenter leur compaction
et favoriser leur aptitude a cristalliser. Cette stratégie peut permettre d’obtenir ensuite

des cristaux qui diffractent a plus haute résolution.

IV.3.1. Les différentes constructions

Le choix des résidus a déléter a été fait en analysant le modéle obtenu (figure
40) et aussi en fonction de la structure de la sous-unité RPB11 de la levure S.
cerevisiae. Le vecteur d’expression que nous avons utilisé dans cette expérience
comporte un site TEV entre I'étiquette 6xHis et la séquence codante. Les différentes
constructions sont présentées dans la figure 47.

Nous avons réalisé des délétions successives de 5 acides aminés dans la
partie N-terminale et 6 acides aminés dans la partie C-terminale (figure 47B). Ces
acides aminés correspondent a de petits peptides qui semblent mobiles dans la
structure.

Un double mutant auquel il manque 5 acides aminés du coté N-terminal et 6

acides aminés du c6té C-terminal a également été construit (figure 47C).
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A) Séquence peptidique de HsRPB11a

MNAPPAFESFLLFEGEKKITINKDTKVPNACLFTINKEDHTLGNIIKSQLLKDPQVLFAGYKVPHP
LEHKIIIRVQTTPDYSPQEAFTNAITDLISELSLLEERFRVAIKDKQEGIE*

B) Délétions du domaine N-terminal Délétions du domaine C-terminal

KDKQEGIE* WT
KDKOEGI* A 117

WT MNAPPAFE I ! I
A 1 NAPPAFE I ] [

A 1-2 APPAFE ! ! [ 1 KDKQEG* A 116-117
A 1-3 PPAFE ¢ ] 0 1 KDKQE* A 115-117
A 1-4 PAFE 1 0 1 KDKQ* A 114-117
A 1-5 AFE ¢ 1 . 1 KDK* A 114-117

. 1 KD* A 112-117

C) Délétion des domaines N et C-terminaux

' 1

A 1-5 AFE ¢ e/ 1 KD* A 112-117

Figure 47 : Présentation des mutants de délétion de HsRPB11la

A) La séquence peptidique de la protéine HsRPB11a. B) Présentation des délétions effectuées dans
les parties N et C-terminale par rapport a la protéine sauvage (WT). C) La délétion de 5 acides aminés
dans la partie N-terminale et 6 acides aminés dans la partie C-terminale.

IV.3.2. Expression et purification des protéines

Les protéines mutantes ont été exprimées dans les bactéries E.coli BL21
(DE3). Dans un premier temps, l'induction des protéines a été réalisée dans deux
litres du milieu LB a 37 °C par addition d’'IPTG (0,4 mM final). Afin d’optimiser la
production, différentes conditions d’expression ont été testées en jouant sur
différents paramétres au cours de I'induction : concentration en IPTG, température et
temps d’induction.

La solubilité des protéines est vérifiée par analyse des extraits bactériens par
Western-Blot. Le surnageant du lysat cellulaire est incubé avec des billes de Ni-NTA.
Apres une digestion par la protéase TEV et une chromatographie d’affinité sur résine
Ni-NTA agarose, la purification a été effectuée sur une colonne de gel filtration
Superdex 75.

De nombreux essais de purification du double mutant de délétion ((AN (1-5) et
AC (112-117)) ont échoué en raison d’une trés faible production de cette protéine.
Les profils chromatographiques des protéines AN (1-5) et AC (112-117) étaient

différents de ceux des autres mutants (figure 48).
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Outre un faible rendement pour ces mutants, on constate la présence d’'une
protéine de 80 kDa lors de la séparation sur une colonne Superdex 75 (figure 48 B).
Le profil d'élution des autres mutants est comparable a celui obtenu pour la protéine

sauvage (figure 48 A).
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Figure 48 : Chromatogramme de gel-filtration et analyse des fractions par électrophorése.
Courbes d’élution de la chromatographie des mutants de délétion. La séparation est effectuée par une
colonne de gel filtration Superdex 75. Les fractions correspondant au sommet des pics ont été
analysées sur gel en gradient de polyacrylamide (10-20 %), en présence de SDS. Le gel est coloré au
bleu de Coomassie. (A) le type de chromatogramme obtenu pour tous les mutants a I'exception des
mutants AN (1-5) et AC (112-117). Les pics 1, 2 et 3 correspondent & des masses moléculaires
d’environ 80, 40 et 26 kDa respectivement. L’analyse de fraction des pics 1 a 3 sur gel (piste 1 a 3)
montre une seule bande d’environ 13 kDa pour les pics 2 et 3 (pistes 2 et 3). Aucune bande
correspond au pic 1 n'a été observée (piste 1). (B) le profil chromatographique des mutants de
délétion AN (1-5) et AC (112-117) montre trois pics correspondants a des masses moléculaires
d’environ 80, 40 et 26 kDa respectivement. L’analyse de fraction des pics 1 a 3 sur gel (piste 1 a 3)
montre une bande d’environ 80 kDa correspond au pics 1 (piste 1) et deux bande d’environ 26 et 13
kDa correspond au pics 2 (piste 2) et une bande d’environ 13 kDa correspond au pics 3 (pistes 3). M :
marqueur de poids moléculaire

Les fractions obtenues ont été réunies et la pureté de chaque échantillon a été

vérifiée sur un gel de polyacrylamide en conditions dénaturantes (figure 49). La

100



solution protéigue est concentrée a 6 mg/ml pour les essais de cristallisation.
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Figure 49 : Analyse des protéines purifiée en gel SDS-PAGE
La pureté des préparations a été vérifieée sur un gel de polyacrylamide en conditions dénaturantes
(SDS-PAGE, 10-20 %). Le gel est coloré a I'argent. M : le marqueur de poids moléculaires en kDa.

IV.3.3. Analyse par spectrométrie de masse

Les protéines purifiées ont des tailles tres proches. Elles sont difficiles a
distinguer par électrophorése en gel de polyacrylamide. L’analyse des protéines
purifiées par spectrométrie de masse a été effectuée en collaboration avec le
laboratoire de spectrométrie de masse bio-organique de Cronenbourg. La liste des
masses théoriques est ensuite comparée a la liste des masses expérimentales
relevées sur les spectres. Toutes les masses obtenues correspondent exactement a

la taille attendue. Le tableau 8 représente la taille exacte obtenue de chaque protéine.

Délétions du domaine N-terminal Délétions du domaine C-terminal
Masse Masse Masse Masse

Protéine attendue mesurée Protéine | attendue mesurée

(Da) (Da) (Da) (Da)

Al 13 337 13 337 A 117 13 339 13 339
A1-2 13 223 13 226 A 116-117 13 226 13 226
A1-3 13 152 13151 A 115-117 13 169 13 168
Al-4 13 054 13 054 A114-117 13 040 13 039
A 1-5 12 957 12 957 A113-117 12911 12 911
b\"’,‘Tp(rftﬂ’;)e 13 468 13468 |A112-117 | 12783 12 782

Tableau 8 : Masses des polypeptides mesurées par MALDI-TOF.
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IV.3.4. Criblage des conditions de cristallisation

Nous avons réalisé une recherche de conditions de cristallisation a I'aide du kit
« Classics suite » de QIAGEN. C’est le kit qui a donné les meilleurs résultats avec la
protéine sauvage. Les différents mutants ne se sont pas comportés de la méme
fagcon que la protéine sauvage. Certains nous ont permis d’obtenir rapidement des
micro-cristaux (apres 24 h a 22°C), d’autres ont cristallisé plus lentement (aprés 48 a
72 h a 22°C), enfin certains mutants n’ont pas cristallisé du tout dans ces conditions
(AN (1-4), AN (1-5) et AC (112-117)). Le tableau 9 présente les conditions obtenues

pour chaque mutant ainsi que leurs compositions.

Les mutants L‘?? La composition des conditions
conditions

AC (117) 26

AC (116-117) 26 26) : 100 mM Cl,trate dg sodium pH 5,6, 1M
Phosphate d’ammonium.
AC (115-117) 65
27) : 100 mM Tris-HCI pH 8,5, 2M Phosphate

AC (114-117) 27 d’ammonium.

AC (113-117) |  65,46,26

46) : HEPES pH 7,5, 800 mM Phosphate de
AN (1) 26 sodium, 800 mM Phosphate de potassium.

AN (1-2) 65
AN (1-3) 65

65) : 500 mM Sulfate de lithium, 15% PEG 8000.

Tableau 9 : Conditions obtenues lors des premiers essais des cristallisation des mutants de
délétion.

IV.3.5. Optimisation des conditions de cristallisation

Les conditions obtenues ont été optimisées de la méme facon que décrit
précédemment. Les cristaux sont toujours de forme hexagonale sauf dans la
condition 65 avec les mutants AC (115-117) et AN (1-2), ou une forme hexagonale

sans pyramides a été observée (figure 50).
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Figure 50 : Nouvelle forme cristalline obtenue a partir des mutants de délétion.
Les cristaux obtenus a partir des mutants (1) AC (115-117) et (2) AN (1-2). La condition est la
suivante : (65) 500 mM Lithium sulfate , 12% PEG 8000.

IV.3.6. Recherche des conditions cryoprotectantes et diffraction par les

rayons X

Chaque cristal obtenu avec les différents mutants est cryoprotégé avec la
solution de cristallisation correspondante, additionnée de 20% du glycérol, glucose,
éthyléne glycol ou MPD avant d’étre congelé dans l'azote liquide. Le test de
diffraction a été effectué en collaboration avec Dr. Bruno P. KLAHOLZ de I'lGBMC.
Dans ces conditions cryo-protectantes, les cristaux n’ont pas diffracté ou
atrés basse résolution. Nous avons observé la formation de cristaux d'eau a
I'intérieur de I'échantillon. Ceci montre que les cryo-protectantes utilisées n’ont pas
empéché la formation de cristaux d’eau lors de congélation. Les différents cryo-
protectants ont été testé en espérant améliorer leur qualité de diffraction. Parmi ceux
testés, I'huile de paratone a permis de réduire la formation des cristaux de glace. La
meilleure résolution (5 & 7A) a été obtenue avec les deux mutants (AN 1-2) et AC
(116-117). Les jeux de données sur les différents cristaux montrent une mosaicité en

général élevée pour nos cristaux.
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V. Discussion et perspectives

La purification de la protéine est une étape clé pour parvenir a sa cristallisation.
Cette étape a fait I'objet de nombreuses optimisations. Notamment, le milieu d’auto-
induction a permis d’obtenir un taux d’expression des protéines 2 a 3 fois plus élevé
par rapport au milieu induit par I'lPTG. Nous avons observé au cours de la
purification par la chromatographie d’exclusion, que la protéine HsRPB11a se
comporte plutét comme un dimere. En effet, le profil d'élution de HsRPB11la a révélé
la présence d'un seul pic. Le calcul du poids moléculaire a montré que la protéine a
une masse apparente d’environ 28 kDa, ce qui correspond au double de la masse
calculée de HsRPB11a.

Nous avons purifieé HsRPBlla et obtenu des cristaux. Les données de
diffraction des cristaux obtenus avec la protéine étiquetée (6xHis) ont révélé une
mosaicité importante, probablement liée a un probléeme de maclage des cristaux,
correspondant a plusieurs phases cristallines d’orientations différentes dans le
cristal. Ces problemes se sont révélés plus importants avec des cristaux obtenus
avec une concentration plus élevée en protéine. En revanche, les cristaux obtenus
ainsi ont mieux diffracté par rapport aux cristaux obtenus avec une faible
concentration en protéine.

L’ensemble de ces jeux de données de diffraction ne nous ont cependant pas
permis de résoudre la structure de HsRPBlla par la méthode de remplacement
moléculaire malgré une homologie importante avec la protéine de levure. En
revanche, I'analyse de ces données indique que cette protéine est sans doute sous
forme de dimeére dans le cristal.

Il est néanmoins important de noter que le processus de cristallisation de cette
protéine était trés rapide (5h a 22°C), ce qui pourrait expliguer un empilement
incorrect des molécules dans le cristal, favorisant ainsi un maclage. Nous avons
réussi a réduire la vitesse de nucléation et de croissance des cristaux (3 a 5 fois) par
la cristallisation & 4°C, la cristallisation en présence de 20% de glycérol et la
modification du rapport volumique entre la solution de protéine et le réservoir, mais
aucune amélioration des données de diffraction n’a été observée. D’autres pistes
telles la cristallisation dans I'huile et l'utilisation des différents additifs pourraient

permettre de diminuer encore la vitesse de croissance des cristaux et seront testées.
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Nous avons obtenu des cristaux en co-cristallisation avec des métaux lourds,
mais les tests de diffraction ne montrent aucun signal correspondant aux métaux
testés. L'analyse de spectrométrie de masse a confirmé 'absence de mercure fixé
sur la protéine. Il est probable que les positions des acides aminés dans la structure
de la protéine n’étaient pas favorables pour la fixation des métaux utilisés.

Une autre méthode de phasage est le MAD (Multiwavelength Anomalous
Diffraction). Elle est actuellement I'une des méthodes les plus utilisées pour
déterminer la phase des facteurs de structure des macromolécules biologiques. En
effet, 'un des avantages de la méthode MAD est qu’il est possible d’obtenir plusieurs
jeux de données nécessaires a la résolution de la structure, a partir d’'un seul cristal.
La méthode consiste a exprimer la protéine d'intérét en incorporant dans le milieu de
culture de la sélénométhionine a la place de la méthionine, 'atome de soufre de cet
acide aminé étant remplacé par un atome de sélénium. Le probleme rencontré dans
le cas de HsRPB11a été la présence d'une seule méthionine dans la séquence
peptidique (le codon d’initiation), ce qui limite fortement l'utilisation du MAD. Dans
cette expérience nous avons besoin au minimum une méthionine par 7 kDa. Donc il
faudrait remplacer quelques acides aminés par des résidus méthionine sans toucher
aux résidus impliqués dans ’homodimérisation.

Les propriétés des cristaux de protéines peuvent souvent étre améliorées par
déshydratation des cristaux. La déshydratation peut avoir plusieurs effets
observables sur les propriétés des cristaux parmi lesquels un changement de groupe
d’espace, la réduction de la maille cristalline, des changements de mosaicité, une
amélioration des profils des taches de diffraction, une amélioration de la résolution
ou du pouvoir de diffraction de I'échantillon.

Une autre méthode que nous avons employé pour améliorer la qualité des
cristaux est la méthylation des protéines. La méthylation hétérogéne de HsRPB1la a
peut-étre été un obstacle pour la cristallisation. Il faudra optimiser les conditions de
méthylation en jouant sur le temps d’incubation avec le réactif et la concentration de
protéines.

Nous avons aussi tenté de cliver le peptide polyhistidine, car de fagon générale
sa présence s’avere génante dans la cristallisation, mais dans le cas de HsRPB1lla
aucune différence n’a été observée par rapport a la protéine non clivée.

Un essai de cristallisation de la protéine de fusion MBP-HsRPB1lla a été

effectué, car la MBP est une protéine trés soluble qui a la capacité d’améliorer la
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solubilité et le repliement correct de ses partenaires de fusion. La fusion de
HsRPB1lla avec la MBP a généré une protéine de fusion avec des comportements
completement différents de HsRPB11a au point de vue cristallographique. Plusieurs
conditions de cristallisation (a différentes concentrations) ont été utilisées. Le test
préliminaire de précipitation par le PEG donne un indice sur la concentration
nécessaire de la protéine a cristalliser. Ce test a été positif avec la protéine
concentrée a 10 mg/ml mais la recherche des conditions de cristallisation a montré
que la protéine n’était pas assez concentrée. Malgré de la pureté de cette protéine
de fusion, aucune condition de cristallisation n’a été trouvée. L’analyse de DLS a été
effectuée avec une concentration de 70 mg/ml. Le résultat a montré une
polydispersité assez élevée. Cette polydispersité observée peut étre due a la
concentration élevée des protéines ou a un repliement hétérogene.

Nous avons tenté de co-exprimer les sous-unités RPB3 et RPB1la et de les
cristalliser. Nous avons rencontré d’importants problémes de solubilité.

L’analyse des propriétés de mutants de délétion affectant les extrémités N- et
C-terminales de la protéine HsRPB11a a montré que la délétion d’'un seul acide
aminé peut entrainer un changement important de ses capacités de cristallisation.
Nous n’avons d’ailleurs pas obtenu de cristaux pour tous les mutants construits.

L’expression de certains mutants, tels que le double mutant de délétion (figure
47) n’était détectable qu’en Western-Blot. Malgré leur faible expression, la production
et la purification des mutants AN (1-5) et AC (112-117) a pu étre compensée en
augmentant le volume de culture.

Les cristaux obtenus a partir des mutants ont montré le méme probleme de
mosaicité. Les clichés de diffraction obtenus ont été plus ou moins contaminés par la
formation des cristaux de glace au cours de la congélation. Néanmoins, I'optimisation
de la composition du cryo-protectant n’a pas permis d’empécher la formation de la
glace. Cependant, la recherche des cryo-protectants est en cours.

Les cristaux obtenus a partir des deux mutants AN (1-2) et AC (116-117) ont
diffracté le mieux (5 a 7A), si on les compare aux autres mutants (8 & 12A). Des tests
de cristallisation dans 'huile sont en cours afin d’améliorer la qualité de diffraction
des cristaux.

Malgré toutes ces optimisations, malgré le changement des conditions de
cristallisation, ou l'utilisation de différentes constructions, nous n’avons pas encore

réussi a résoudre la structure de la protéine HsRPB11a.
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Chapitre 2 : Analyse des interactions de
HsRPBlla
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I. Analyse de ’lhomodimérisation de la sous-unité HsRPB11la

L’'étape de purification de la protéine HsRPBlla par chromatographie
d’exclusion a permis de constater que cette protéine se comportait comme un dimére.
Afin de confirmer cette observation, nous avons testé sa capacité de dimérisation en
utilisant la technique du double-hybride chez S. cerevisiae. Dans ces expériences,
nous avons comparé en parallele 'hnomodimérisation des protéines HsSRPB11lba et
ScRPB11.

Nous avons également utilisé la technique du double-hybride pour comparer la
formation de I'homodimére HsRPB11a avec celle de I'hétérodimere HsRPB3-
HsRPBlla déja caractérisé. Différents mutants ponctuels ou de délétion de
HsRPB11a ont été utilisés afin d’identifier les résidus qui sont importants dans cette
dimérisation.

La capacité d’homodimérisation de HsRPB11a dans les cellules humaines a

€galement été testée par des expériences de FRET et de co-immunoprécipitation.

I.1. Analyse de I'hnomodimérisation par double-hybride chez S. cerevisiae

La capacité d’interaction des différentes sous-unités a été testée in vivo en
utilisant le test du double-hybride dans les cellules de levure (figure 51). Pour cela,
nous avons fusionné au domaine de liaison a I'’ADN issu du répresseur LexA, la
protéine qualifiee d’« appat ». D’autre part le partenaire d’interaction potentiel est
fusionné au domaine activateur de VP16. L’interaction entre des fusions va
reconstituer un facteur de transcription fonctionel qui va induire I'expression du géne
rapporteur B-galactosidase intégré dans le génome de la levure L40 (Mata, his3
A200, trpl-901, leu2-3,112, ade2, LYS2::(lexAop)s;-HIS3, URAS::(lexAop)s-LacZ,
GAL4, GALS0).

Les vecteurs pLexA-X et pVP16-Y ont été transformés en deux étapes dans
des levures L40 par électroporation. Les transformants ont été sélectionnés en
utilisant des milieux sélectifs appropriés. Nous les avons sélectionné les auxotrophes
pour le tryptophane (pLexA porte le géne TRP1) et la leucine (pVP16 porte le géne
LEU2). L’activation du gene rapporteur B-galactosidase a été révélée qualitativement
par conversion du substrat X-gal en un produit de couleur bleue.

L’expression de la protéine de fusion LexA-HsRPB11la seule induit une faible

activité B-galactosidase (B-gal) (figure 51, N° 1). En présence de la fusion VP16-
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HsRPB11a, l'activité B-gal est fortement augmentée (figure 51, N° 7), ainsi qu’en
présence de la fusion VP16-Scl1l (figure 51, N° 19). En revanche, en présence de la
fusion VP16-HsRPB11ba, seule une Iégére augmentation de I'activité p-gal peut étre
observée (figure 51, N °13). Quand une forme mutée de la LexA-HsRPB11la dans le
motif a est exprimée (E38A, D39A, L42A), pratiquement aucune activité B-gal n’est
détectable (figure 51, N° 2, 8, 14, 20). La protéine HsRPB11a est capable aussi bien
d’interagir avec elle-méme et qu'avec la protéine de levure. Les mutations dans le
motif o de HsRPB11a affectent fortement ces interactions.

L’expression de la protéine de fusion LexA-HsRPB11ba seule induit une activité
B-gal Iégerement plus élevée (figure 51, N° 3) que celle de la fusion Lex-HsRPB1la
(figure 51, N° 1). En présence de la fusion VP16-HsRPB11ba, une forte
augmentation de l'activité B-gal est visible (figure 51, N° 15), alors qu’elle est plutot
marginale en présence de la fusion VP16-HsRPB11la ou VP16-Scll (figure 51, N° 9
et 21). A nouveau, quand une fusion LexA-HsRPB11ba mutée dans le motif a est
exprimée (E37A, D38A, L41A), aucune activité 3-gal n’est détectable (figure 51, N° 4,
10, 16, 22). La protéine HsRPB11ba a donc la capacité d’interagir avec elle-méme et
légérement avec HsRPBlla et ScRPB11. Les mutations dans le motif o de
HsRPB11ba inhibent ces interactions.

L’expression de la fusion LexA-Scl1 n’induit aucune activité g-gal (figure 51, N°
5). En présence d'une fusion VP16-HsRPBlla, lactivité p-gal est fortement
augmentée (figure 51, N° 11). En présence de la fusion VP16-HsRPB11ba, seule
une augmentation tres marginale de l'activité p-gal peut étre détectée (figure 48 N°
17). En revanche, en présence de la fusion VP16-Scll (figure 51, N° 23) une tres
légére augmentation de l'activité f-gal est présente. Quand une forme mutée dans le
motif a de la protéine de fusion LexA-Scll est exprimée (E38A ; D39A, L42A) au lieu
de la fusion de type sauvage, I'activité p-gal est trés similaire (figure 51, comparer N°
5et6, 11 et 12, 17 et 18). Seule la faible activité induite par le type sauvage VP16-
Scll est affectée par cette mutation (figure 51, comparer N° 23 et 24). La protéine
ScRPB11 présente une trés faible capacité a former un homodimeére, mais elle peut

fortement interagit avec la protéine humaine HsRPB11a.
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Figure 51: Etude de l'interaction protéine-protéine dans la levure par double-hybride

La souche de levure L40 a été transformée avec des plasmides exprimant le domaine de liaison a
'ADN de la protéine LexA (pLexA) fusionnée soit & une protéine sauvage ou a une protéine mutée
comme indiqué. Chaque protéine est schématiquement représentée comme une barre. Dans le cas
des isoformes humaines, les domaines présentés en couleur bleu et rouge correspondent a I'exon 4
qui code des peptides distincts (Benga et al. 2005). Les résidus mutés dans chaque séquence sont
représentés par des barres verticales. Les levures sont également transformées avec un plasmide
(pVP16) exprimant le domaine d'activation de VP16 fusionné ou non avec les mémes protéines
sauvages, comme indiqué en haut de la figure. Dans chaque cas, quatre colonies indépendantes ont
été testées. Les levures ont été étalées cbte a cbte sur un milieu minimum YNB (Yeast Nitrogen Base)
complémenté en adénine et histidine. La présence de l'activité béta-galactosidase dans chaque
souche de levure est ensuite révélée par un test de conversion de X-gal. Chaque combinaison de
plasmides est référencée par un numéro (N°) qui est indiqué a gauche de des colonies de levures.

Les protéines humaines (HsRPB11l) et la protéine de levure (ScRPB11)
présentent des propriétés intrinséques différentes. Les deux isoformes humaines
HsRPB1lla et HsRPB1llba ont montré une capacité d’homodimérisation similaire,
mais elles interagissent trés peu l'une avec l'autre. En revanche, la protéine
ScRPB11 présente une trés faible capacité d’homodimérisation.

Les trois résidus conservés dans le motif a s’averent indispensables pour
’'hnomodimérisation dans le cas des protéines humaines (HsRPB11a). En revanche,
la mutation des mémes résidus a un effet marginal sur l'interaction de la protéine
ScRPB11.

[.2. Analyse comparative de I’lhomodimérisation et de I’hétérodimérisation de
HsRPB1la avec HSRPB3

Nous avons décidé de nous focaliser sur la sous-unité HsRPBlla et

d’examiner I'effet de plusieurs mutations qui affectent cette sous-unité lorsqu’elle est
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fusionnée au domaine de liaison & I'ADN de LexA sur les interactions
HsRPBlla/HsRPBlla et HsRPB1lla/HsRPB3 (figure 52). Nous avons comparé
deux séries de fusions VP16 qui ne different que par la présence ou l'absence d'un
peptide de liaison entre le domaine d’activation de VP16 et la sous-unité testée, et
sont codées par pVP16;) et pVP16z), respectivement.

L’expression des protéines de fusion LexA-HsRPBlla seule, soit de type
sauvage, soit mutées, induisent une activité p-gal faible (figure 52, N° 1-6). Encore
une fois, en présence d'une fusion VP16-HsRPB11la, I'activité B-gal est fortement
augmentée (figure 52 N° 7 et 19) ainsi qu’en présence de la fusion VP16-HsRPB3
(figure 52, N° 13 et 25).

L’expression d’'un double mutant de LexA-HsRPB11a dans le motif a (E38A et
D39A) n’induit aucune activité p-gal (figure 52, comparer N° 2 et 1). En présence
d'une fusion VP16-HsRPB11a, I'activité B-gal est tres proche de celle observée en
présence de la protéine sauvage LexA-HsRPB11la (figure 52, comparer N ° 7 et 8, 19
et 20). Au contraire, en présence de la fusion VP16-HsRPB3, une diminution de
I'activité B-gal est observée lorsqu’on compare le type sauvage avec le mutant de
LexA-HsRPB11la (figure 52 comparer N° 13 et 14, 25 et 26). La double mutation
(E38A et D39A) dans le motif a n’a d’effet que sur I'hétérodimérisation.

L’expression du triple mutant (E38A, D39A et L42A) de LexA-HsRPBlla
supprime le bruit de fond (figure 52, N° 3). En présence d'une fusion VP16-
HsRPB1lla, l'activité B-gal reste tres faible par rapport a la protéine sauvage de
LexA-HsRPB11la (figure 52, comparer N ° 7 et 9, 19 et 21). Ceci est aussi vrai en
présence de la fusion VP16-HsRPB3 (figure 52, comparer N° 13 et 15, 25 et 27).
Une triple mutation dans le motif a affecte donc fortement a la fois I'homo- et
I’'nétérodimérisation.

L’expression d’'un mutant de délétion de HsRPB11a dépourvu des résidus 106-
117 ne modifie pas significativement le bruit de fond (figure 52, N° 4). En présence
d'une fusion VP16-HsRPB11a, l'activité B-gal est trés proche de celle observée avec
la protéine sauvage de LexA-HsRPB1lla (figure 52, comparer N° 7 et 10, 19 et 22).
De méme, en présence d'une fusion VP16-HsSRPBS3, l'activité -gal est tres proche
de celle observée en présence de la protéine sauvage LexA-HsRPB1l1la (figure 52,

comparer N ° 13 et 16, 25 et 28). Cette délétion n’a aucun effet sur ces interactions.
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En revanche, le mutant de HsRPB11a délété des résidus 79-117 réduit le bruit
de fond (figure 52, N° 5). En présence d’une fusion VP16-HsRPB11a, I'activité B-gal

est fortement réduite par rapport a la protéine sauvage (figure 52, comparer N° 7 et

11, 19 et 23) ainsi qu’en présence d’une fusion VP16-HsRPB3, I'activité -gal est

totalement absente (figure 52, comparer N° 13 et 17, 25 et 29). Les résidus 79-117

sont essentiels pour '’homo- et 'hétérodimérisation.

Le mutant de délétion des résidus 1-79 seul présente un tres faible bruit de

fond d’activité B-gal (figure 52, N° 6). En présence d’une fusion VP16-HsRPB11a,

I'activité B-gal est fortement diminuée par rapport au sauvage (figure 52, comparer
N° 7 et 12, 19 et 24). En revanche, en présence d'une fusion VP16-HSRPBS3,

I'activité B-gal est significativement plus élevée (figure 52, comparer N ° 6 et 18, 6 et

30), mais loin du niveau de la protéine sauvage (figure 52, comparer N ° 13 et 18, 25

et 30). Cette délétion a un impact plus important sur ’homodimérisation que

’hétérodimérisation.
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Figure 52 : Analyse de I'interaction proteine-proteine par double-hybride dans la levure.
La souche L40 de levure a été transformée avec des plasmides exprimant le domaine de liaison a
I'ADN de la protéine LexA (pLexA) fusionnée soit a une protéine sauvage ou a une protéine mutée
comme indiqué. Le domaine présenté en couleur bleu correspond au peptide codé par I'exon 4
(Benga et al. 2005). Les résidus mutés dans chaque séquence sont représentés par des barres
verticales. Les levures sont également transformées avec un plasmide (pVP16) exprimant le domaine
d’activation de VP16, fusionné ou non, avec les protéines sauvages, indiquées en haut de la figure
Le résultat de chaque combinaison de plasmide est présenté pour quatre
colonies de levures indépendantes. Les levures ont été étalées cdte a cbte sur un milieu minimum
YNB (Yeast Nitrogen Base) complémenté en adénine et histidine. La présence de l'activité béta-
galactosidase dans chaque souche de levure est ensuite révélée par un test de conversion de X-gal.
Chaque combinaison de plasmides est référencée par un numéro (N°) qui est indiqué a gauche de

des colonies de levures.

112



La formation de I'hétérodimére HsRPB3/HsRPB11a apparait plus efficace que
la formation de 'homodimeéere HsRPB11a.

Le remplacement de deux résidus (E38A et D39A) dans le motif a par des
alanines n'a pas affecté significativement I’homodimérisation de HsRPB11a, alors
gue la formation de I'hétérodimére HsRPB11a/HsRPB3 est fortement affectée.

Au contraire, le remplacement de trois résidus (E38A, D39A et L42A) dans le
motif a abolit & la fois homo- et hétérodimérisation.

La partie C-terminale (79-117) de HsRPB1l1la joue un rdle important pour
'homo- comme pour I'hétérodimérisation tandis que la partie (1-79) est plus

particulierement critique pour ’lhomodimérisation.

[.3. Analyse de I'nomodimérisation par FRET dans les cellules humaines

Nous avons démontré 'homodimeérisation de HsRPBlla dans la levure en
utilisant la technique du double-hybride. Nous avons voulu examiner cette
homodimérisation dans les cellules humaines par la méthode du FRET (Forster /
Fluorescence Resonance Energy Transfer) (Forster, 1948). Le technique de transfert
d’énergie, FRET a été beaucoup utilisée pour démontrer I'existence d’interactions
protéines-protéines. La molécule « donneur » porte un fluorochrome dont la longueur
d’onde d’émission correspond a la longueur d’onde d’excitation du fluorochrome
place sur la molécule « accepteur », I'interaction entre les deux molécules permettant
le rapprochement des deux fluorochromes. Si les paramétres de distance et
d’orientation (géométrie) entre les deux fluorochromes sont corrects, un transfert
d’énergie pourra se produire et conduire généralement en une émission de
fluorescence de la molécule accepteur.

Dans cette expérience, la protéine HsRPBlla est exprimée sous forme de
protéine de fusion avec un tag protéiqgue (SNAP-tag de BioLabs) soit en position N-
terminale, soit en position C-terminale. Le SNAP-tag est un mutant de I'O°-
alkylguanine-DNA-alkyltransférase humaine (h-AGT), une protéine de 20 kDa de la
machinerie de réparation de I'ADN. Ce tag protéique lie de facon covalente un
fluorophore de synthése de faible taille. Les fluorophores utilisés sont les suivants : la
TMR (TetraMethylRhodamine) Star (jaune-orange) avec une longueur d'onde

d'excitation maximale a 554 nm et une longueur d'onde d'émission maximale a
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580 nm, le SNAP-Cell 505 (vert) avec une longueur d'onde d'excitation maximale a
504 nm et une longueur d'onde d'émission maximale a 532 nm. L’expression de la
protéine de fusion SNAP-HsRPB1l1lla ou HsRPB1la-SNAP a été veérifiee dans les
cellules HelLa par Western-Blot en utilisant d’'un anticorps spécifique dirigé contre la
sous-unité HsRPB11a (figure 53). Une bande d’environ 35 kDa caractéristique de la
fusion SNAP-HsRPB11la ou HsRPB11la-SNAP a été identifiée.

Figure 53 : Analyse de I’expression de la protéine de fusion par western blot.

Les cellules HelLa ont été transfectées par le plasmide pSNAP-HsRPB1la a l'aide d’'un agent de
transfection (TransIT de Mirus). 24h aprés la transfection, les cellules sont lysées et les protéines
solubilisées dans un tampon de lyse « RIPA ». Les protéines sont déposées sur gel en gradient de
polyacrylamide (SDS-PAGE 10-20 %). Les protéines sont électrotransférées sur une membrane de
nitrocellulose. La membrane est incubée avec l'anticorps primaire dirigé contre la sous-unité
HsRPB11la. La membrane est ensuite révélée aprés incubation en présence de I'anticorps secondaire
couplé a une molécule fluorescente par le systéeme d’'imagerie Odyssey®. Les bandes correspondant
a la protéine de fusion dans la partie N-terminale (1) et C-terminale (2) sont montrées avec une fleche
rouge. M : marqueur de poids moléculaires en kDa.

Le test de marquage des protéines de fusion par des fluorophores (TMR et
SNAP-Cell 505) (10uM) a été effectué dans les cellules HelLa selon le protocole
conseillé par le fabriguant (SNAP-Cell Starter Kit de BioLabs). Un marquage
satisfaisant a été obtenu avec le fluorophore TMR. En revanche un rendement de
fluorescence trés faible a été observé avec le fluorophore SNAP-Cell 505. Plusieurs
essais d'optimisation de marquage ont été effectués en augmentant la concertation
du fluorophore et aussi le temps d’incubation. Aucune amélioration de marquage n’a

été observée.
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Nous avons testé un autre fluorophore vert (SNAP-Cell Oregon Green) et la
fluorescence obtenue a toujours été faible. Ces fluorophores verts ont été testés
dans une lignée cellulaire HEK-293 (Human Embryonic Kidney). Nous avons
observé un signal de fluorescence plus élevé par rapport aux cellules HeLa mais
cela s'est avéré insuffisant pour I'étude de FRET.

Nous avons finalement choisi d'utiliser de la eGFP (Enhanced Green
Fluorescent Protein) (avec une longueur d'onde d'excitation maximale a 488 nm et
une longueur d'onde d'émission maximale a 509 nm) et de la TMR comme couple de

fluorophores donneur-accepteur respectivement (figure 54).
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Figure 54 : Couple de FRET eGFP/TMR.
Les spectres d’absortion et d’émission de la eGFP et de la TMR sont présentés avec la longueur
d’onde d’excitation du laser (488 nm).
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[.3.1. Observation des protéines surexprimées au microscope

La localisation des différentes protéines de fusion a été examinée dans les
cellules HelLa. Ces cellules ont été transfectées avec des vecteurs qui expriment les
protéines fusionnées avec la eGFP et le domaine SNAP. Aprées 24h de transfection,
les protéines de fusion (SNAP-tag) ont été marquées avec la TMR. La fixation des
cellules a été effectuée par le paraformaldéhyde a 4%. Les échantillons sont
observés au microscope a fluorescence (figure 55).

Une localisation nucléaire et cytoplasmique a été observée avec la protéine
HsRPB11a fusionnée au domaine SNAP ou a la eGFP (figure 55 A N° 1, N° 4). La
mutation du motif o (E38A, D39A, L42A) n’affecte pas cette localisation (figure 55 A
N° 2). Nous observons la méme localisation pour la protéine HsSRPB3 fusionnée a la
eGFP (figure 55 N° 3).

La co-expression des protéines de fusion SNAP-HsRPB11la et eGFP-HsRPB3
révele une localisation des deux protéines préférentiellement nucléaire (figure 55 B
N° 5). Les deux protéines paraissent co-localiser.

En revanche, la coexpression des protéines de fusion SNAP-HsRPB11la (E38A,
D39A, L42A) et eGFP-HsRPB3 présente une co-localisation principalement
cytoplasmique (figure 55 B N° 6). Ces mutations dans le motif o paraissent
empécher l'import nucléaire de ces protéines de fusion et/ou piéger les deux
protéines dans le cytoplasme.

La co-expression des protéines de fusion SNAP-HsRPBlla et eGFP-
HsRPB1la ne semble pas affecter notablement la distribution de ces protéines dans
la cellule (figure 55 B piste 7).

Par contre, la co-expression des protéines de fusion SNAP-HsRPB1la (E38A,
D39A, L42A) et eGFP-HsRPB1l1la a un effet dramatique (figure 55 B piste 8). Les
deux fusions se concentrent et semblent co-localiser en un site cytoplasmique
particulier. Le fait que la fusion eGFP-hRPB11a qui n’est pas mutée voie sa
localisation modifiée par la présence de la protéine mutée est difficile a expliquer

sans une interaction entre les deux.
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Figure 55 : Localisation subcellulaire des protéines de fusion.

Les différentes protéines de fusion (eGFP et SNAP) ont été surexprimées dans les cellules Hela.
Aprés 24h, les protéines de fusion (SNAP-tag) ont été marquées avec la TMR. La fixation des cellules
a été effectuée par le paraformaldéhyde a 4%. Les échantillons sont observés au microscope a
fluorescence. La fluorescence verte et rouge correspond a la eGFP et le SNAP (TMR)
respectivement. Les noyaux sont colorés au DAPI en bleu. A) les numéros 1 et 2 correspondent
respectivement a la surexpression de la protéine HsRPB1la sauvage ou mutant (EDL) fusionnée
avec SNAP-tag. Les numéros 3 et 4 correspondent respectivement a la surexpression de la protéine
HsRPB11la ou HsRPB3 fusionnée a la eGFP. B) les numéros 5 a 8 présentent la surexpression des
différentes combinaisons des protéines de fusion.

117




[.3.2. FRET par photoblanchiment (pbFRET)

Une propriété intéressante des fluorophores qui a été exploitée est le
photoblanchiment. En effet, quand on expose un fluorophore a une grande quantité
d’énergie, il perd ses propriétés de fluorescence. De plus, il est possible de
photoblanchir sélectivement I'un des deux fluorophore, si leurs spectres d’excitation
sont bien séparés. Lors de phénoménes de FRET, le donneur va transférer une
partie de son énergie pour exciter I'accepteur de fagon non radiative. En détruisant
sélectivement cet accepteur, on aura donc augmentation de l'intensité du donneur et
diminution de lintensité de I'accepteur. La mesure de lintensité d’émission du
donneur avant et aprés photoblanchiment de l'accepteur nous donnera une
estimation de ce transfert d’énergie.

Nous avons effectué I'expérience du FRET par photoblanchiment en
microscopie confocale. Dans cette expérience nous avons observé une
photoconversion de l'accepteur (TMR) aprés le blanchiment. Cela signifie que
I'accepteur seul émettait, dans le canal du donneur lorsque 'on a fait le blanchiment
de l'accepteur. Nos tentatives de mesure du FRET ont donc échoué, car le spectre

d’émission du donneur a été contaminé par I'accepteur.

I.4. Analyse de I'homodimérisation par co-immunoprécipitation

Afin de vérifier ’'homodimérisation de HsRPB11la dans le contexte de cellules
humaines, nous avons entrepris des expériences de co-immunoprécipitations. Des
cellules HelLa ont été co-transfectées avec différentes combinaisons de vecteurs
d’expression : GFP-HsRPBlla et HsRPB3; GFP-HsRPBlla et HsRPBlla;
HsRPB1la et GFP. Les protéines ont été immunoprécipitée a I'aide d’'un anticorps
anti-GFP. Les protéines précipitées ont été éluées dans du tampon de dénaturation
(Laemmli) et séparées par électrophorése sur gel SDS-PAGE. Ces protéines ont
ensuite été transférées sur une membrane de nitrocellulose puis révélées avec des
anticorps dirigés contre les protéines HsRPBlla et HsRPB3 (figure 56). Les
protéines surexprimées étaient présentes avant la précipitation dans les conditions
testées (figure 56, pistes 1, 3 et 5).

La révélation par un anticorps de souris dirigé contre la protéine HsRPBlla a
confirmé la présence de la protéine de fusion GFP-HsRPBlla précipitée par

I'anticorps anti-GFP (figure 56, pistes 2 et 4). La révélation par des anticorps de lapin
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dirigés contre la protéine HsSRPB3 confirme la présence attendue de HsRPB3 dans
le matériel co-précipité par la fusion GFP-HsRPB1la (figure 56, piste 2). Cette
interaction constitue notre contrdle positif.

Une bande faible mais clairement détectable est visible ; elle correspond a la
protéine HsRPB11la co-précipitée avec la protéine de fusion GFP-HsRPB1la mais
pas avec la GFP seule (figure 56, piste 4 et 6). Ceci confirme la capacité de

’'homodimérisation de la protéine HsRPB11a dans les cellules humaines.
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Figure 56 : Analyse de ’homodimérisation par co-immunoprécipitation.

Les cellules Hela sont co-tranfectées pendant 24h avec les plasmides permettant I'expression des
protéines GFP, GFP-HsRPB11a, HsRPB11a et HsRPB3 ainsi qu’indiqué dans le haut de la figure.
Les protéines totales sont ensuite extraites. Les lysats cellulaires obtenus sont soumis a une
immunoprécipitation a I'aide des billes de protéine G-sépharose couplées a I'anticorps anti-GFP. Les
billes sont lavées 3 fois avec le tampon phosphate (PBS). Les protéines isolées sont séparées sur un
gel en gradient de polyacrylamide (SDS-PAGE 10-20 %). Les protéines sont électrotransférées sur
une membrane de nitrocellulose. La membrane est incubée avec des anticorps anti-HsRPB3 (signal
vert) (pistes 1 et 2), anti-HsRPB11la (signal rouge) (pistes 1 a 6) et anti-GFP (pistes 5 et 6). La
présence des anticorps secondaires couplés a une molécule fluorescente sur la membrane est
vérifiée par imagerie Odyssey®. Les cellules transfectées avec le vecteur GFP / HsRPB1la sont
utilisées comme contrdle négatif (pistes 5 et 6). Les bandes correspondant a la GFP sont montrées
avec un triangle rouge. M : marqueur de poids moléculaires en kDa.
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II. Discussion et perspectives

Détection de l'interaction Hs11a/Hs11a

Nos expériences de double-hybrides dans la levure ont montré que I'isoforme
humaine HsRPB11la a la capacité de former des homodiméres. Ceci est cohérent
avec le comportement chromatographique sur gel exclusion de la protéine
HsRPB1la surproduite qui se comporte comme un dimere, et avec les images
préliminaires déduites de I'analyse des cristaux obtenus (voir chapitre 1). La
présence de domaines fusionnés en N-terminal de HsRPB11la ne semble donc pas
géner cette interaction. A I‘appui de cette conclusion, mentionnons ici un résultat non
publié : il a été observé au laboratoire dans des expériences de complémentation
que la fusion N-terminale de ScRPB11 est pleinement fonctionnelle in vivo dans la
levure.

Par ailleurs, les expériences de co-immunoprécipitation démontrent qu’en effet,
la fusion N-terminale eGFP-HsRPBlla est capable d’entrainer la protéine
HsRPB11a, et ceci cette fois-ci dans le contexte d’une cellule humaine en culture. La
capacité de cette protéine a homodimériser ne fait guere de doute.

Toutes ces expériences ont cependant en commun une surproduction
significative des protéines observées, ce qui est de nature a engendrer certains
artéfacts, notamment en favorisant des interactions potentiellement faibles aux

concentrations physiologiques des protéines étudiées.

Comparaison des interactions RPB11/RPB11 et RPB11/RPB3

Il nous est néanmoins possible d’en analyser les modalités par mutagenése
ciblée de l'un ou l'autre des partenaires de linteraction. Le systéme des double-
hybrides se préte le mieux a ce type d’analyse. Nous avons analysé en paralléle
I'effet des mutations affectant HsSRPB11a sur I'hétérodimére HsRPB11a/HsRPB3.

Nous avons observé que trois résidus conservés (E38, D39 et L42) dans le
motif a sont importants pour la dimérisation de HsRPB11a, alors que la mutation des
résidus E38A et D39A ne semble pas l'affecter. L'intégrité de la Leu 42 est donc
critique pour le phénoméne d’homodimérisation.

En revanche, l'interaction entre HsRPB11a et HsRPB3 est fortement affectée

aussi bien par la mutation des deux résidus acides E38, D39 que par la triple
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mutation E38A, D39A, L42A (voir plus haut). La figure 57 présente une comparaison
de linteraction entre ScCRPB11 et ScRPB3 structure établie dans le contexte de
'’ARNP Il compléte de la levure et de linteraction potentielle entre HsRPB11a avec
elle-méme qui n'est qu’hypothétique. Nous n’avons certes pas de garantie que
l'interface entre HsRPB11a et HsRPB3 soit identique a celle de ses homologues de
levure, mais le fait que HsRPB1lba (tres semblable tout de méme a HsRPB11la)
puisse remplacer SCRPB11 plaide pour une certaine conservation de cette interface.

Le motif o N-terminal de RPB11 se trouve proche d'une petite hélice alpha qui
interagit de facon anti-paralléle avec celle de son partenaire. La Leu 42 est en
particulier localisée dans le premier tour d’hélice et directement impliquée dans
l'interaction avec I'hélice alpha de ScRPB3. Les résidus E38 et D39 sont localisés
juste devant cette hélice et leur contribution semble critique pour l'interaction. Si
notre modeéle de 'lhomodimére se révéle juste, les deux hélices alpha de HsRPB11a
interagiraient differemment, écartant de l'interface les résidus E38 et D39 qui ne
seraient donc plus impliqués dans linteraction (figure 57). Il y aurait donc une
certaine compatibilité entre nos observations expérimentales et le modéle provisoire
de 'homodimére de HsRPB11a.

L’absence de la grande hélice C-terminale (79-117) de HsRPB11la empéche
toute interaction, que ce soit avec HsRPB3 ou avec HsRPB1l1la. Cette hélice (79-
117) isolée est capable d’interagir avec la sous-unité HSRPB3 mais pas du tout avec
HsRPB11a. L’analyse de nos modeles (figure 57) permet peut-étre de rendre compte
de cette observation : on voit clairement des feuillets B localisés dans le domaine N-
terminal de ScCRPB3 interagir avec I'hélice C-terminale de ScRPB11, contribuant a la
stabiliser. Un tel domaine n’existe pas dans la protéine HsRPB11a, l'interaction entre
HsRPB11a et I'hélice C-terminale isolée ne peut avoir la méme stabilité.

La protéine HsRPB11a n’interagit donc pas de la méme fagon avec elle-méme

et avec la sous-unité HsRPB3.

121



HsRPB1la/HsRPBl1la

ScRPB11/ScRPB3 180°
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Figure 57 : Comparaison des interactions HsRPB1la/HsRPB11la et SCRPB3/ScRPB11.
Représentation en rubans de la structure de I'homodimere HsRPB11a et [I'hétérodimére
ScRPB3/ScRPB11. Les résidus conservés dans le motif a (E38, D39, L42) sont en bleu. Les résidus
79 et 106 a partir desquels les mutants de délétions de la partie C-terminale de HsRPB1la sont
construits sont montrés. L’atome de zinc est représenté par une sphére bleu clair.

Signification physiologique ?
Le fait que deux interactions soient possibles pour HsRPB11la dans la cellule

pose la question de leur signification physiologique. Il faut tout d’abord relever que
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cette homodimérisation n’est pas observée pour l'orthologue de levure ScRPB11
dans des conditions expérimentales en tout point comparables. Il s’agirait donc d’'une
propriété particuliere aux protéines humaines. En effet, I'isoforme HsRPB11ba
présente également cette propriété de pouvoir interagir avec elle-méme dans un test
de double-hybride. On peut imaginer qu’il s’agit d’'une interaction peu spécifique qui
ne se manifeste que pour solubiliser la protéine dans des conditions de
surexpression. Pourtant, les deux isoformes humaines n’interagissent pratiquement
pas entre elles : ces interactions homodimériques permettent donc de distinguer les
isoformes, une propriété qui mérite d’étre notée.

Pour le reste, la durée de vie in cellulo de tels homodimeres est inconnue. lls
pourraient constituer de simples intermédiaires d’assemblage. On peut aussi
imaginer que leur formation peut étre éventuellement régulée, mais il se pose la
question préalable de l'existence des isoformes HsRPB1llba in vivo dans des
cellules humaines.

Des expériences d'immunomicroscopie par fluorescence nous ont permis
d'observer que des fusions N-terminales de HsRPBlla se répartissent dans
'ensemble de la cellule de méme que les fusions de HsRPB3. Leur co-expression
semble entrainer une augmentation de la concentration de RPB3 dans le noyau, ce
qui matérialiserait leur interaction (voir figure 55). Surtout, la co-expression de
HsRPBlla mutée dans son motif a (E38A, D39A et L42A) empéche cette
relocalisation et piege HsSRPB3 dans le cytoplasme (figure 55).

Cette mutation a un effet encore plus spectaculaire sur la colocalisation des
fusions eGFP-HsRPB11la sauvage et de la fusion SNAP-HsRPB11la mutée, puisque
les deux protéines se retrouvent piégées dans une structure cytoplasmique qui
pourrait étre l'aggrésome. Cet effet parait suggérer que les deux protéines
interagiraient dans ce contexte, contrairement a ce que les données de double-
hybride semblaient indiquer. Une séquestration de ce type expliquerait a elle seule
'absence de dimére dans le noyau qui laisserait conclure a une absence
d’interaction. Il reste & démontrer si cet effet existe ou non dans la levure.

Quoiqu’il en soit, cette colocalisation et relocalisation des deux fusions
HsRPBlla mutées ou non sont un argument supplémentaire en faveur de

I'existence d’une interaction homodimérique dans le contexte d’'une cellule humaine.
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Chapitre 3 : Recherche de I'isoforme
HsRPB1llba
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|. Stratégie

Nous avons mis au point une approche utilisant les siRNA dirigés contre le
messager HsRPB11a afin de réduire au maximum la quantité de cette protéine dans
la cellule. Nous avons essayé de mettre en évidence la présence de la protéine
HsRPB1lba par immunoprécipitation et Western-Blot en utilisant des anticorps

spécifiques dirigés contre HsSRPB11ba.

.1. Détection de ’ARNmM des différentes isoformes

Les deux ARN messager des isoformes HsRPB11la et HSRPB11ba ont été mis
en évidence par RT-PCR. Les ARN totaux sont purifiés a partir d’'une lignée de
cellules HeLa par extraction au Trizol (Invitrogen). La reverse transcription a été
amorcée a l'aide d’'un oligonucléotide oligo dT. Des amorces spécifigues des
isoformes humaines de RPB11 ont été synthétisées. Elles ont été choisies a partir
des séquences géenomiques publiées dans GenBank (NM-006234, NM-032959) afin
d’amplifier spécifiquement 'ADNc de chacune des isoformes (figure 58). Les
caractéristiques choisies pour les primers sont une taille d’'amplicon comprise entre
75 et 130 pb, un Tm proche de 60°C et une taille de primer comprise entre 20 et 30
pb (Tableau 10). L’amplification de 'ADNc de I'hypoxanthine guanine phosphoribosyl

transférase (HPRT) a été utilisée comme contrdle interne.

ARNm de HsRPB11

1 2 3 4
a //m— — . B S —

1 2 3 q 5
bo /# ®m— T mm - "‘%:j e —

Figure 58 : Positions des oligonucléotides utilisés sur ’ARN messager des isoforme HsRPB11.

Oligonucléotides sens

Oligonucléotides Anti-sens

HsRPB1l1lla 5’ ~ATCCGAGTGCAGACCACGCCGGAC-3" 5’ -TCTTTTATGGCCACCCGAAAGCGCRCCT-3"
HsRPB11lba 5’ -=ACGTGCCTGCTTCCCCTTCG-3" 5’ -TGGGGCACATAGCTGATGAG-3’
HPRT 5’ -GACTAATTATGGACAGGACTGAACG-3' 5" -CCAGCAGGTCAGCAAAGAATT-3'

Tableau 10 : Liste des couples d’oligonucléotides utilisés en RT-PCR.

125



Nous avons identifié les messagers correspondant aux deux isoformes de HsRPB11
(figure 59).

HsRPB11
a ba HPRT
120 pb
- 0 e
100 pb

Taille (pb) 119 118 118

Figure 59 : Identification des ARN messagers correspondant aux deux isoformes de HsRPB11
par RT-PCR.

Les séquences codantes des deux isoformes de RPB11 ont été amplifiées et analysées sur un gel
d’agarose de 2,5 %. L’amplification de ’ADNc de 'HPRT a été utilisée comme contrdle interne. Les
tailles de tous les fragments amplifiés sont indiquées en paires de bases (pb).

I. 2. Analyse des effets de différents siRNAs par gRT-PCR

Deux séquences siRNA « 19 » et « 20 » (respectivement si10819 et si10820
commandé chez Applied Biosystems) ont été utilisées pour le géene POLR2j1
(Tableau 11). lls sont dirigés contre la partie 3’ non codante spécifique de
HsRPB1la. Une séquence SiRNA « 54 » (si54728 de Applied Biosystems) dirigée
contre I'exon 2 du géne POLR2j a été utilisée comme contrdle, car il devrait agir sur

les messagers de toutes les isoformes de RPB11 (Tableau 11 et figure 60).

SiRNA sens Anti-sens
si10819 CGGUGACUUCGCAAGCAAAtL UUUGCUUGCGAAGUCACCGct
si10820 GCAUAACUCGAAACACCUUtL AAGGUGUUUCGAGUUAUGCag
Si54728 CCCAAUGCCUGUUUAUUCAtt UGAAUAAACAGGCAUUGGGta

Tableau 11 : Liste des séquences des siRNA utilisés

Les cellules HelLa sont transfectées par les différentes concentrations de siRNA
(10 a 35 nmol) en utilisant 'agent de transfection HiPerFect de QIAGEN. Un siRNA
portant un fluorochrome été utilisé en paralléle en tant que contréle de transfection.
Les cellules sont récoltées apres 48 et 72 heures de transfection. Les ARN extraits et
purifiés sur colonne (QIAGEN) sont rétrotranscrits en ADNCc.

Nous avons mesuré la quantité d’ARNm du géne cible par PCR quantitative
(gRT-PCR) afin d’évaluer le pourcentage d’inhibition de I'expression. L’amplification
de 'ADNc de 'HPRT a été utilisée comme contréle interne. Le niveau d’expression

126



des ARNm a été normalisé par rapport a celui de 'HPRT. Les données d’expression
de RT-PCR sont analysées avec le logiciel StepOne de Applied Biosystems.

Le méme niveau d’inhibition de I'expression des ARNm a été observé a partir
d’'une concentration de 20 nmol des siRNA. Malgré une bonne efficacité de
transfection (> 70%), un trés faible niveau d’inhibition de TARNm de HsRPB11a ( 25
a 30 %) a été obtenu pour les siRNA « 19 » et « 20 » respectivement ou ensemble «
19/20 » (figure 60).

Dans les mémes conditions le siRNA « 54 » s’est révélé plus efficace (70 a
80% d’inhibition de TARNm, 2 a 3 jours aprés la transfection), mais aucun phénotype

majeur sur la croissance cellulaire n’est observable.

A) ARNm de HsRPB11 ' Si19  Si20
Si54
1 2 3 4
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a /=& - R
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bo / m— T, T HE ——
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B)
Si 19/20 Si 54
‘ | \ \ \
HsRPB11bo HsRPBI11ba
HsRPBIla W HsRPBIla
wT wr
0 02 04 06 08 1 172 0 02 04 06 08 1 1.2
Expression relative Expression relative

Figure 60 : Analyse de la fonctionnalité des siRNA dirigés contre le gene POLR2j1 par qRT-
PCR.

Les gRT-PCR ont été réalisées a partir des ADNc extraits des cellules HelLa transfectées par deux
siRNA 19 et 20 dirigés contre la partie 3° non codante spécifiques de HsRPB1la et un siRNA 54
dirigés contre I'exon 2 du géne POLRZ2j. A) La position des siRNA est montrée sur les ARNm des
isoformes HsRPB11. B) les niveaux d’expression des ARNm obtenus.

Les essais d’extraction des protéines sont réalisés a partir de ces cellules pour
etudier I'expression de la protéine HsRPB11a endogéne et aussi des expériences
d'immunoprécipitation et d'immunofluorescence ont été effectuées, mais la limite de

sensibilité de nos anticorps n’a pas permis de détecter la protéine endogene.
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ll. Discussion et perspectives

L’analyse des interactions protéine-protéine par la technique du double-hybride
a montré que la protéine HsRPB11ba se comporte comme la protéine HsRPB11a qui
est une protéine fonctionnelle dans le complexe de I'’ARNP Il. Cependant, la
présence effective de HsRPB11lba dans la cellule est une gquestion que nous nous
posons de fagon récurrente depuis quelques années dans notre équipe.

Nous avons réussi a détecter les ARNm correspondant aux deux isoformes
dans les cellules HelLa. Par une approche de siRNA nous avons tenté de réduire
spécifiguement le messager codant la protéine HsSRPB11a en utilisant deux SiRNA «
19 et 20 » dirigés contre la partie non codante de I'exon 4. Malheureusement, ces
deux siRNA ne se sont pas avérés efficaces.

Le siRNA « 54 » ciblant I'exon 2 a été beaucoup plus efficace et nous avons
obtenu une inhibition de 80% de I'expression des messagers codant les deux sous-
unités. L’absence de phénotype majeur sur la croissance cellulaire peut étre di a la
présence d'une quantité suffisante de la protéine HsRPB11a dans la cellule.
Malheureusement, nous n’avons pas pu examiner I'effet de cette inhibition sur le
niveau d’expression de la protéine endogéne, car le seul anticorps disponible ne
permet de détecter que la protéine surproduite.

Suite a ces résultats négatifs, nous avons entrepris d’établir des lignées
cellulaires stables qui expriment soit lisoforme HsRPB11ba ou [lisoforme
HsRPB11lba et un shRNA fonctionnel dirigé contre HsRPB1la. Ces lignées nous
serviront & établir si les protéines HsRPB11ba s’intégrent effectivement dans les

complexes ARNP Il (expériences d’ mmuprécipitation de 'ARN polymérase ).
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Discussion générale
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Discussion générale

L’ARN polymérase Il (ARNP II) transcrit la quasi-totalité du génome nucléaire
eucaryotique. Nombre d’oncogénes agissent au niveau de I'expression des génes en
tant que facteurs de transcription (c-jun, c-fos, c-myc etc...). Le contréle de l'activité
de '’ARNP Il est donc crucial dans le développement de nombre de cancers. En
outre, cette enzyme rencontre des dommages dans sa matrice d’ADN au cours de la
phase d’élongation. Le mécanisme de « Transcription Coupled Repair » permet de
catalyser efficacement la réparation de la matrice. Ses défauts sont également
responsables de susceptibilités a développer divers cancers (Xeroderma
pigmentosum).

Nous nous sommes intéressés a 'ARNP Il elle-méme. L’ARNP Il de levure est
constituée de 12 sous-unités et sa structure a été établie par cristallographie a 2,8 A
(Cramer et al., 2001). Chez la levure, chaque sous-unité est codée par un géne
unique. lls sont nommés RPB1 a RPB12, 10 d’entre eux sont essentiels. Dans le
génome humain, ils sont nommés POLR2A a L selon la nomenclature internationale

(HUGO), et codent les sous-unités classées dans un ordre de tailles décroissantes.

Etudes structurales de I’ARNP Il humaine

Les structures de quatre sous-unités isolées de la polymérase humaine ont été
établies, soit par cristallographie, soit par RMN (del Rio-Portilla et al., 1999; Kang et
al., 2006; Meka et al., 2005). La structure 3D de 'ARNP Il humaine compléte a été
analysée par la cryo-microscopie électronique a une résolution de 22 A (Kostek et
al., 2006). Cette méthode d’analyse a permis de montrer I'existence de plusieurs
conformations possibles pour cette enzyme, en I'absence méme de tout substrat ou
interactant.

Cependant la structure cristallographique de 'enzyme humaine n’a pas encore
été élucidée. L'enzyme de la levure Saccharomyces cerevisae est sans doute un bon
modéle de I'enzyme humaine ainsi qu’on peut le penser du fait de I'existence de
complémentation fonctionnelle de plusieurs sous-unités de 'ARNP Il humaine dans
la levure. || demeure que 'lhomme n’est pas la levure et que cette étude reste a faire.
Une équipe américaine (Dr A. Gnatt) a été capable, voici quelgues années, de
cristalliser des préparations d’ARNP Il humaine et a obtenu des cartes de diffraction.

Afin de déterminer la phase de leur cristaux, il leur fallait les cartes de diffraction de
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sous-unités humaines isolées. Nous avons décidé d’entreprendre [|'étude de
HsRPB11la que nous savions soluble.

Au cours de ce travail de these, nous avons réussi a cristalliser cette protéine
HsRPB11la surproduite et purifiee a partir de plusieurs sources (Anabaena species,
Escherichia coli). Des cristaux ont été obtenus dans différentes conditions, soit de la
protéine sauvage, soit de divers dérivés. Les meilleurs cristaux diffractent a une
résolution de 2,9 A. lls semblent néanmoins maclés et la structure finale n'est pas
encore résolue. Ce travail se poursuit.

La détermination de la structure de HsRPB11a sera une contribution aux efforts
de la communauté scientifique pour I'élucidation de la structure tridimensionnelle de

'’ARN polymérase Il humaine qui recéle peut-étre encore des surprises.

L’assemblage de ’ARNP I

Le mécanisme par lequel chacune des 12 sous-unités de la polymérase Il est
assemblée dans le complexe est encore mal connu.

Les sous-unités RPB3 et RPB11 présentent des homologies avec la sous-unité
a de 'ARNP d’E. coli. L’hétérodimérisation de RPB11 avec RPB3 joue un réle
structural fondamental dans I'assemblage de I'enzyme qui rappelle celui de la sous-
unité alpha de la ARNP eubactérienne (Kimura et al., 1997). Il avait par ailleurs été
montré que la sous-unité RPB3 est essentiel pour 'assemblage des deux grandes
sous-unités via un complexe intermédiaire formé de RPB3 et RPB2 (Kolodziej and
Young, 1991). Ce sous complexe stable recruterait la sous-unité RPB1 et
constituerait ainsi, comme pour I'enzyme eubactérienne, le premier intermédiaire
d’assemblage d’'un complexe stable. Il semblait qu'une similitude entre le systeme
eubactérien et eucaryotique se dessinait.

Il restait pourtant a expliquer le recrutement des huit autres sous-unités et
savoir comment se transpose ce travail au systéme humain. Plusieurs travaux
récents ont mis en lumiére les mécanismes de transport de 'ARNP Il assemblée
dans le cytoplasme vers le noyau (voir pour revue (Corden, 2011)). Les observations
faites indiquent que plusieurs voies semblent exister qui impliquent des protéines
différentes, ainsi lwr1, conservée de la levure a ’'homme, qui se fixe dans le site de
fixation de I'ADN du complexe et exhibe un signal de localisation nucléaire
nécessaire pour diriger le complexe vers le noyau. En ce qui concerne le détail de

'assemblage des sous-unités, il reste beaucoup a découvrir, mais I'implication de

131



plusieurs protéines juoant un réle d’assemblage a été établie (Boulon et al., 2010).
Ainsi, Hsp90 qui stabilise la grande sous-unité HSRPB1 dans le cytoplasme avec
d’autres protéines. De fagon générale, il semble que deux sous-complexes soient
assemblés autour des deux grande sous-unités séparément, d’'un coté Les sous-
unités 2,3,10,11,12 et de l'autre, 1,4,5,6,7,8,9. On retrouve ici en partie ce qui avait
pu étre observé dans la levure (voir plus haut). Le détail de I'ordre des interactions
entre les sous-unités reste toutefois a établir.

Ainsi que nous l'avons discuté plus haut, nos résultats indiquent que la sous-
unité HsRPBlla est capable de former un homodimeére, au contraire de son
homologue de levure qui en est incapable. Dans quelle mesure la formation de
'homodimére de HsRPB1la peut-elle intervenir dans I'assemblage ? Il est sans
doute bien moins stable que I'hétérodimére HsRPB3/HsRPB11a, mais pourrait étre
stabilisé in vivo dans des conditions qui restent a établir. Dans I'hypothése ou
d’autres isoformes pourraient étre présentes dans la cellule humaine, ce pourrait étre

une étape de régulation dans le processus d’assemblage de 'ARNP II.

Existence de plusieurs isoformes de RPB11 chez ’lhomme

Les génes qui codent les sous-unités de '’ARNP Il humaine sont uniques sauf
un: il existe dans le génome humain d’une famille de 4 génes (POLR2J1 a 4)
susceptibles de coder des isoformes de la sous-unité RPB11 de I'ARNP I
(Grandemange et al., 2001). Le gene POLR2J1 code la sous-unité HsRPB11la dont
la séquence peptidique est identique a son orthologue de souris qui, lui, est unique.
Cette protéine est retrouvée dans le complexe ARNP Il fonctionnel.

Les trois genes POLR2J2, 3, 4, sont spécifiques des grands singes, plus
exactement des homininés, et n’existent ni chez autres grands singes comme par
exemple l'oran-outan et autres petits singes ni chez la souris (Shematorova et al.,
2010). La duplication du géne POLR2J2 qui a donné POLR2J3 serait la plus récente
(Shematorova et al., 2010). Nous savons que les genes POLR2J2, 3, 4 sont
transcrits et que les niveaux de ces transcrits varient d’un tissu a l'autre, mais nous
n’avons pas pu mettre en évidence les protéines correspondantes, méme en inhibant
'isoforme HsRPB11a. Ces transcrits sont soumis a des épissages alternatifs, ce qui
n’est pas le cas des transcrits de POLR2J1 (Grandemange et al., 2001).

L’isoforme codée par POLR2J2 et 3, HsRPB11ba, est fonctionnelle et constitue

une sous-unité viable de 'ARNP Il dans la levure (Grandemange et al., 2001).
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Nos observations peuvent s’interpréter en supposant que les génes qui codent
HsRPB11lba ont été sélectionnés par I'évolution dans les génomes des grands
singes pour produire de protéine avec des propriétés nouvelles. L’expression de
cette protéine peut étre requise uniguement dans des circonstances particuliéres, qui
restent a identifier. Nous proposons la conjecture qu’il puisse exister un deuxiéme
forme de '’ARNP Il humaine qui intégre la sous-unité HsRPBllba a la place de

HsRPB11a, lui conferant une ou plusieurs fonctions spécifiques.
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ANNEXE
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Analyse génétique des sous-unités de ’ARNP Il de

Plasmodium falciparum dans la levure

Le paludisme est une maladie infectieuse potentiellement mortelle transmise
par la piqire d’'un moustique du genre Anopheles. Elle est causée par un parasite
eucaryote unicellulaire de la famille des Apicomplexes et du genre Plasmodium.

Chez 'hnomme, quatre espéces de plasmodies sont infectieuses : P. falciparum,
P. vivax, P. ovalae et P. malariae. Parmi ces quatre agents responsables du
paludisme identifiés a ce jour, P. falciparum est celui qui cause les formes les plus
graves de la maladie.

Il existe contre ce parasite un certain nombre de molécules susceptibles de
limiter l'infection et ses effets. Cependant I'efficacité de ces antipaludiques est sans
cesse remise en cause par I'évolution particulierement rapide du parasite. Il est
devenu urgent de trouver de nouvelles cibles thérapeutiques dans le métabolisme du
parasite.

Par ailleurs, la publication de la séquence nucléotidique du génome de P.
falciparum ainsi que celle de son plastide, I'apicoplaste, et celle de son génome
mitochondrial suscite de légitimes espoirs d'identifier de nouvelles cibles parmi les
séquences codantes identifiées (Bozdech et al., 2003).

Chez P. falciparum, l'organisation des genes est comparable a ce que l'on
connait de la structure des genes chez les eucaryotes. De plus, le génome nucléaire
de Plasmodium falciparum contient des candidats pour 'ensemble des 12 sous-
unités de 'ARN polymérase Il (Coulson, 2004). Les génes de P. falciparum étant
transcrits de facon tres spécifique au cours du cycle infectieux, une altération des
fonctions transcriptionnelles devrait perturber de maniére sensible le développement
du parasite (Bozdech et al., 2003).

Dans l'optique de l'identification de cibles nouvelles a des fins thérapeutiques,
'ARNP Il de P. falciparum nous est apparu comme un candidat stratégiquement
intéressant. La mise en évidence d’inhibiteurs spécifiques de I'enzyme du parasite
pourrait ainsi étre le point de départ de nouveaux antipaludiques contre 'une des
plus graves maladies parasitaires humaines.

Nous avons entrepris la caractérisation génétique de 'ARNP Il de P. falciparum

par la méthode de complémentation. Les séquences codantes des 10 petites sous-
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unités ont été clonées dans un vecteur d’expression. Nous n’avons pas réussi a
cloner les séquences compléetes de deux grandes sous-unités dans aucun des
vecteurs de clonage utilisés.

Les expériences de complémentation fonctionnelle ont été réalisées pour ces
dix sous-unités de 'ARNP Il de P. falciparum dans les levures. La complémentation
des sous-unités de 'ARNP |l humaine dans les levures a été effectuée en paralléle
comme controle.

Nous avons montré que cing de ces sous-unités sont fonctionnelles dans la
levure (PfRPB4, 5, 7, 9 et 12) confirmant que ces protéines sont bien les orthologues
de I'enzyme parasitaire (Tableau 1 de l'article).

Nous avons ainsi construit 5 souches viables de levures exprimant chacune une
sous-unité de 'ARNP Il de P. falciparum. Quatre de ces souches présentent un
phénotype, a savoir croissance ralentie par rapport aux souches sauvages
correspondantes, et surtout a température élevées. Seule la souche exprimant

PfRPB9 est quasiment sans phénotype (figure 1 de I'article).

P. falciparum Homo sapiens
S"l‘,‘:l‘{;i;,éilde Complémentation | (%) Homologie | Complémentation | (%) Homologie
RPB1 ND 49 + 55
RPB2 ND 55 - 61
RPB3 - 38 - 45
RPB4 + 32 + 31
RPB5 + 43 - 45
RPB6 - 47 + 60
RPB7 + 35 + 43
RPBS - 36 + 33
RPB9 + 32 + 39
RPB10 - 54 + 73
RPB11 - 36 - 47
RPB12 + 40 + 38

Tableau 1 : Comparaison des résultats de complémentation Homme-levure et Plasmodium-Levure.

Les sous-unités qui complémentent sont indiquées par un (+) et celles ne complémentant pas par un (-). Les
pourcentages d’homologie des protéines sont indiqués entre Homme et levure d’une part et P. falciparum et
Levure d’autre part (Hazoume et al., 2011).
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L’a-amanitine est un inhibiteur sélectif de ’TARNP Il & une faible concentration.
Une étude comparative du site de fixation de I'a-amanitine sur TARNP Il humaine, de
levure et de P. falciparum a été effectuée. Pour cela, nous avons remplacé dans la
protéine de levure ScRPB1 soit les 6 acides aminés spécifiques interagissant
directement avec I'a-amanitine, soit le domaine complet (176 acides aminés)
impliqué dans cette interaction, par les équivalents correspondant aux protéines de
P. falciparum « plasmodification » ou de la protéine humaine « humanisation »
(figure 2 de l'article).

Les expériences de complémentation des différentes chimeres de ScCRPB1 ont
montré que seules les deux constructions ou les 6 acides aminés ont été remplacés
étaient viables.

Ce travaille a été la premiére tentative de caractérisation génétique de 'ARNP
Il de P. falciparum. Nous avons construit des mutants viables de cette enzyme qui
présentent des modifications dans le centre actif au sein des régions de fixation de
I'a-amanitine. Les souches de levure obtenues pourront étre utilisées pour identifier

de nouveaux médicaments antipaludiques potentiels.
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RNA polymeraseIlis an essential nuclear multi subunit enzyme that transcribes nearly the whole genome.
Its inhibition by the alpha-amanitin toxin leads to cell death. The enzyme of Plasmodium falciparum
remains poorly characterized. Using a complementation assay in yeast as a genetic test, we demonstrate
that five Plasmodium putative RNA polymerase subunits are indeed functional in vive. The active site
of this enzyme is built from the two largest subunits. Using site directed mutagenesis we were able to
modify the active site of the yeast RNA polymerase [1 so as to introduce Plasmodiwm or human structural
motifs. The resulting strains allow the screening of chemical libraries for potential specific inhibitors.

© 2011 Elsevier B.V. All rights reserved.

Plasmoedium falciparum (Pf) is causing malaria [1]. Several drugs
exhibit antimalarial activity that target a limited set of enzymatic
activities (recently among them the artemisin derivatives). The par-
asitic genome was sequenced [2]. The RNA polymerase II (RNAPII)
is a complex of 12 subunits and transcribes most of the nuclear
genome in eukaryotic cells. The genes encoding its subunits are
named RPB1-12 in the yeast Saccharomyces cerevisiae (Sc), and
will be henceforth referred to as Sc1-Sc12. It is the natural tar-
get of alpha-amanitin [3], which blocks RNAPII elongation leading
to its degradation in vive [4], ultimately resulting in cell death.
Both human (Hs) and Pf RNAPII are sensitive to alpha-amanitin
[5]. Therefore, a drug that would selectively inhibit the parasite’s
enzyme might be of therapeutic value.

In this study, we address the functional relevance of
the homology-based candidates for Pf RNAPII subunit coding
sequences in Sc. The potential subunits were identified in databases
(see Table 1 and Sup Table 1). The coding sequences of the 10
smallest subunits were cloned into a pGEN vector allowing their
expression under the control of a PGK promoter (see Sup Table
2A). The ability of putative RNAPII subunits of Pf to replace their Sc
counterparts was tested using complementation assays. The corre-
sponding Hs subunits were tested in parallel as controls [6,7]. The
complementation assay was performed by transforming each yeast
strain, defective for a particular RNAPII subunit gene, with a pGEN

* Corresponding author. Tel.: +33 368 854 782; fax: +33 368 854 770.
E-mail address: marcvigneren@unistra.fr (M. Vigneron).

0166-6851/% - see front matter © 2011 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi:10.1016/j.molbiopara.2010.12.013

derivative allowing the expression of either the same autologous
subunit, or its putative Pfand Hs heterologous homologs (for details
see Sup. Data, Materials and Methods). The yeast strains are listed
in Sup Table 2B.

Pf4 can replace Sc4 in vive. The DD105 yeast strain lacking Sc4
was viable, although growing very slowly (( —), Fig. 1A). When trans-
formed with pGEN Sc4, normal growth was restored (Sc4, Fig. 1A).
The expression of both Pf4 and Hs4 efficiently replaced Sc4 as
judged from the size of the colonies (Pf4 and Hs4, Fig. 1A)at 30°Con
rich medium. The same efficiencies were observed at 20 °C, while,
at 37°C, neither Pf4 nor Hs4 could replace Sc4 (see Sup. Fig. 2).

Pf5 can replace Sc5 in vivo. Sc5 is an essential protein, as con-
firmed by the inability of the YSF11 strain (see Sup. Table 2B),
bearing an interrupted chromosomal RPB5 gene, to grow in its
absence (not shown [8]). When transformed with pGEN Sc5, this
strain grows (Sc5, Fig. 1B). The expression of Pf5 but not Hs5 in
place of Sc5 yielded viable complemented yeast (Sup. Fig. 1: red
colonies in Pf5), which showed a reduced growth rate at 30°C on
rich medium (Pf5, Fig. 1B). By contrast, at 20°C, a nearly WT phe-
notype was observed, while at 37°C, Pf5 was essentially inactive
(see Sup. Fig. 3).

Pf7 can replace Sc7 in vive. As Sc7 is an essential protein, the
D208-4b strain, bearing an interrupted chromosomal RPB7 gene
(see Sup.Table 2B), cannot grow in its absence (not shown [9]).
D208-4b yeast strain grows when Sc7 expression wasrestored (Sc7,
Fig. 1C). Hs7 replaced Sc7 at 30 °Conrich medium (Hs7, Fig. 1C), Pf7
did not restore a completely wild-type phenotype under the same
conditions (Pf7, Fig. 1C). At 20°C, the difference in colony sizes was

139



128 A. Hazoume et al. / Molecular & Biochemnical Parasitology 176 (2011) 127-130

Table 1

Complementation results for Pf and Hs RNAPII subunits.
Subunit PlasmoDEB: ID N Identity % Complementation Subunit Identity % Complementation
Pf3 PFI1130c 21 - Hs3 34 -
Pf4 PFB0245¢ 16 + Hs4 19 +
Pf5 PF13.0341 39 + Hs5 36 -
Pf6 PFC0155¢ 34 - Hs6 47 +
Pf7 PF10.0269 33 + Hs7 43 +
Pf8 PFLO665C 29 - Hs8 30 +
Pf9 PFA0505¢ 14 + Hs9 37 +
Pf10 PFO7_0027 51 - Hs10 71 +
Pf11 PF13.0023 28 - Hs1lla 47 -
Pf12 MAL13P1.213 28 + Hs12 34 +

considerably reduced (see Sc7, Pf7 and Hs7 Sup. Fig. 4). By contrast,
at 37°C, Pf7 was essentially inactive, although both Sc¢7 and Hs7
similarly supported yeast growth (see Sup. Fig. 4).

Pf9 can replace Sc9 in vivo. YVV9 (lacking Sc9 expression) is a
viable, slow-growing strain ((—), Fig. 1D). When transformed with
PGEN Sc9, the yeast cells grew much faster (Sc9, Fig. 1D). The
expression of Pf9 and Hs9 efficiently replaced their yeast counter-
part (Pf9 and Hs9, Fig. 1D) at 30°C on rich medium. The same was
true when growth took place at 20 or 37 °C (see Sup. Fig. 5).

Pf12 canreplace Sc12 in vivo. As Sc12 is also an essential protein,
the YGVS020 strain, that bears an interrupted chromosomal RPB12
gene (see Sup. Table 2B), cannot grow in its absence (not shown
[10]). This yeast strain grows when Sc12 expression is restored
(Sc12, Fig. 1E). Both Pf12 and Hs12 replace Sc12 at 30°C on rich
medium (Pf12 and Hs12, Fig. 1E). At 20°C, there was no difference
incolony size(see Sc12, Pf12 and Hs12 Sup. Fig. 6). At 37 °C, neither
P12 nor Hs12 was fully active, as reflected by the smaller colony
size (see Sup. Fig. 6).

Pf3, Pf6, P8, Pf10, Pf11 subunits are not able to replace the corre-
sponding Sc subunits. The complementation assays performed with
the pGEN vectors expressing Pf3, Pf6, Pf8, Pf11, using the D138-

1, JAY444, YGVS043, YGVS072 strains, respectively, did not yield
viable colonies (data not shown). The presence of pGEN-encoded
mRNAs was verified by RT-PCR, and in all cases the expected tran-
scripts were detected (see Sup. Fig. 7). The assay in the case of Pf10
was the genetic drift. Loosing the balancer plasmid that carries both
the ADE2 and the RPB10 genes, yields viable red colonies, provided
the Sc10 protein can be replaced by the pGEN encoded candidate
(for example Hs10, see Sup. Fig. 1). We analyzed any small colony
that may have failed to turn red, and had to finally conclude that
Pf10 was not functional in yeast.

We summarize our results in Table 1. We have demonstrated
that five of these proteins are functional in the yeast cell: Pf4, Pf5,
Pf7, Pf9 and Pf12. This is the first formal evidence that these pro-
teins are bomna fide functional polymerase subunits. Pf9 is the most
functional subunit since even at 37 °C no phenotype was observed.
Although dispensable for growth under optimal conditions, the Sc9
subunitis veryimportant for elongation in extreme conditions [11].
When compared to Sc9, the Pf9 protein exhibits a 120-residue C-
terminal extension that does not impair its functions in yeast (see
Sup. Fig. 5). The homology score (14%, Table 1) is low, demonstrat-
ing a poor correlation between this indication and the functionality

Fig. 1. Five Plasimodiuwm subunits are functional in yeast. Yeast strains were either transformed with a pGEN vector allowing the expression of a given subunit, as indicated on
the corresponding sector of each Petri dish. {—) Refers to the cases where the subunits are not essential. Two independent viable colonies were streaked on YPGlurich medium
and allowed to grow at 30+C for twao to three days. (A) DD105 strain was transformed or not {— ) with pGEN Sc4, pGEN Pf4, pGEN Hs4. (B) YSF11 strain was transformed with
PGEN Sc5, pGEN Pf5. (C) D208-4b was transformed with pGEN Sc7, pGEN Pf7, pGEN Hs7. (D) YVVO strain was transformed or not (—) with pGEN 5cS, pGEN Pf9, pGEN Hs9.

(E)YGVS5020 was transformed with pGEN Sc12, pGEN Pf12, pGEN Hs12.
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Fig. 2. RNAPII active center modification. (A) Schematic representation of the Sc1 subunit derivatives that were tested. The line on the top represents the wild-type peptidic
sequence (5cl), where the six residues shown with their coordinates have been mutated as indicated below in colours. In Sc1{Pf1)a five residues were mutated. Similarly,
five residues were mutated in Sc1{Hs1)a. Sc1(Pf1)b is a chimeric molecule in which a segment spaning residues 640-815 was replaced by a segment spaning the orthologous
residues 796-971 from the Pf1 sequence. In Sc1(Hs1)b the same sequence was replaced by residues 663-838 from Hs1. (B) The JAY47 yeast strain was transformed with
a pJAY453 expression vector, either empty () or allowing the expression of a Sc1 derivative, as indicated on the sectors of each Petri dish. The untransformed JAY47 was
streaked as well (—). A representative colony was streaked on both a supplemented minimal medium as indicated (His, Ade, Leu, Ura, Trp) with either galactose (Gal) or
glucose (Glu) as a fermentable carbon source. The yeast cells were allowed to grow at 30°C for four days.

of a protein in vive. Pf4 and Pf7 are fully functional RNAPII sub-
units in yeast at 20°C. Sc4 and Sc7 form a dimer that is bound to
the minimal RNAPII complex, mainly via Sc4, and are involved in
mRNA trafficking [12]. Pf4 is poorly conserved (see Table 1 or Sup.
Fig. 2), though efficient in vivo, Hs4 complemented strain exhibits a
strong phenotype at 37 °C(see Sup. Fig. 2), whichisin contrast with
a previously published result [6]. This discrepancy is most proba-
bly related to the fact that the incubation temperature was more
carefully controlled in the present work, arousing more confidence
in the present result, in agreement with others [13]. Pf5 and Pf12
can replace their S¢ homologs, and are present within the three
types of nuclear RNA polymerase: RNAPI, RNAPI and RNAPIIL The
three polymerase activities are simultaneously assayed. The small
Pf12 subunit appears to be functionally well conserved, since only
at 37°C is a phenotype observed (see Sup. Fig. 6). It can be noticed
that Hs12 exhibits a moderate phenotype at 37 °C. Strikingly, Pf5 is
fully functional at 20°C, but very sensitive to enhanced tempera-
tures (see Sup. Fig. 3). This seems to be a common property, since
Pf4, Pf5, Pf7, Pf9 and Pf12 all exhibit nearly wild-type growth at
20°C, in sharp contrast with their respective behaviour at higher
temperatures.

Though Pf4 and Pf9 exhibit homology scores as low as 15%, they
are functional in distantly related species. By contrast, Pf10 and
Pf6, respectively, 51% and 36% homologous to their yeast counter-
parts are not functional. We investigated the reason behind this
observation (data not shown). There are two domains that differ
between Sc10 and PF10 (residues 17-42 and 52-70) (see Sup. Fig.
9). We created chimeric Sc10 proteins in which we exchanged inde-
pendently both domains. When assayed in complementation, none
of these recombinant was viable. At least two major changes are
responsible for the lack of function of the Pf10 protein in yeast.

In the case of Pf6, we noticed a 15-residue peptidic insertion
within a very conserved domain (Pf6 114-128, Sup. Fig. 10). We

inserted it within the Hsé protein at the same place. When assayed,
the resulting recombinant turned out to be viable, although with
a thermosensitive phenotype (data not shown). The presence of
this insert within the Pf6 subunit does not explain why it does not
work in yeast. It may be worth stressing that Sc5, 6, 8, 10 and 12 are
shared by RNAPI, RNAPII and RNAPIIL so that the lack of viability of
complemented strains may be due to only one polymerase activity
defect.

We were able to amplify both Pf1 and Pf2 coding sequences,
but not to clone them in any vector, preventing any complemen-
tation test. We decided to focus on the alpha-amanitin binding
domain within the RNAPII active center that is mainly located
on the largest subunit. We thus constructed the recombinant Scl
derivatives described in Fig. 2A. The Sc1 residues that are in close
contact with the toxin [14] were mutated when different to those
present at the same position in either the Plasmedium or the human
sequence, in order to locally mimic either the Plasmodium para-
site or its human host RNAPII, generating Sc1(Pf1)a and Sc1(Hs1)a,
respectively. Two chimeras were built using unique restriction sites
flanking this region (see Fig. 2A and Sup Fig. 11). A 176-residue
sequence of Sc1 was replaced by either the homologous plasmod-
ium or the human sequence, generating Sc1(Pf1)b and Sc1(Hs1)b,
respectively.

The ability of these constructs to replace the wild-type Sc1 was
tested inthe JAY47 strain, under glucose mediated repression of the
chromosomal GAL10-RPB1 chimeric gene as shown in Fig. 2B (see
Sup Data, Materials and Methods). Representative colonies of each
transformation were streaked on supplemented galactose mediurn
and all are viable (YNB Gal HALUW, Fig. 2B). On glucose medium,
very different growths were observed (YNB Glu HALUW, Fig. 2B).
The JAY47 strain, whether transtormed or not with a pJAY483A
empty vector (— and &, Fig. 2B), could not grow. The expression of
Sc1 restores growth (Sc1, Fig. 2B). The mutation of fives residues
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within the RNAPII active center [Sc1(Pf1)a and Sc1(Hs1)a, Fig. 2B]|
did not prevent growth on glucose medium. In contrast, the swap-
ping of the 176-residue peptide yielded non functional molecules
[Sc1(Pf1)b and Sc1(Hs1)b, Fig. 2B] (see also Sup. Fig. 8). This does
not formally rule out that the full-length Pf1 or Hs1 proteins may be
functional, but strongly argues against this possibility. The edges of
the swapped peptide arelocated in closely homologous regions and
only substitutions can be responsible for the phenotype (see Sup.
Fig. 11). When assaying the full length Pf1 and Hs1 proteins, a large
number of additional changes are likely to add to the phenotype.

The alpha-amanitin binding domain of the active center of
RNAPII is shared by both largest subunits, Sc1 and Sc2. The 3D
structure of the yeast RNAPII complexed with amanitin has been
resolved [14]. Most of the residues involved in the binding of the
toxin are located within the largest subunit, in a domain previously
geneticallyidentified [ 15]. Both Sc1(Pf1)a and Sc1(Hs1)a constructs
areviable, although Sc1(Pf1)aexhibited aslightly decreased growth
rate (data not shown). The side chains of the six residues pointing to
the lumen of the activesite, this is not unexpected and confirms the
validity of the established 3D model and genetic data. The availabil-
ity of three yeast strains differing only by a few residues (Sc1(Pf1)a
and Sc1(Hs1)a and the Sc1 control) within the RNAPII active site
will potentially be useful for screening for inhibitors.

This work represents to our knowledge the first attempt to
genetically characterize the RNAPII of Pf. In addition, we con-
structed viable mutated enzymes that exhibit modified active sites
within the alpha-amanitin binding region. The resulting yeast
strains may prove useful to design convenient tests for the iden-
tification of new potential antimalarial drugs.
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Material and Methods.

1. DNA modifying enzymes.
Restriction enzymes, ligase, Pfu polymerase, AMV RTase, Taq polymerase were purchased from Fermentas and used according to the supplier’s instructions.

2. RNAPII subunits cloning.

The various proteins that were studied are listed in Sup Table 1. All Sc¢ and Hs subunits were cloned previously (see [6] and ref therein). PFRNAPII subunits Pf3, P10 and Pf11 coding sequences were
obtained by RT-PCR from total RNAs extracted from 3D7 Plasmodium strain parasites using the trizol extraction procedure. All others (Pf4, Pf5, P16, Pf7, P8, P19, Pf12) were reconstituted by synthetic
oligonuclectide mediated ligation. In all cases, the codon usage was adapted to the yeast background and flanked with unique restriction sites (Avrll, Spel, Nhel or Xbal). All coding sequences were
cloned into either a pJET or pBS-SK vectors, and their sequences established. The two largest subunits (Pf1, Pf2) were obtained using TaKaRa Ex Tag amplification from genomic DNA. However, we
did not succeed in cloning their complete sequences into any of the vectors used.

3. Yeast plasmids.

The various yeast expression plasmids that have been used in the present work are listed in Sup Table 2A.

The pJAY 483 vector was used for the expression of native Sc1 and Sc1 derivatives. Pfu-mediated amplification was used to delete the complete Sc1 coding sequence of pJAY483 Sc1, yielding an
empty derivative, pJAY483A. The coding sequence of Sc1 was modified using oligonucleotide primed Pfu amplification of the pJAY483 Sc1 plasmid, yielding pJAY483 Sc1(Pf1)a and pJAY483 Sc1
(Hs1)a point-mutated sequences (see Table 2A). The pJAY483 Sc1(Pf1)b and pJAY483 Sci1(Hs1)b chimeric coding sequences were constructed as follows : the Pf1 and Hs1 coding sequence
fragments were amplified with the appropriate oligonuclectides bringing PpuMI and Xcml restriction sites, respectively at the 5" and 3’ ends of the amplified fragment. They were then cloned into a
pJET vector and their sequence was established. The Pf1 and Hs1 PpuMI-Xeml restriction fragments were then ligated into the corresponding sites of the pJAY483 vector, resulting in the plasmids
pJAY483 Sc1(Pf1)b and pJAY483 Sc1{Hs1)b, respectively.

All other complementations were performed using pGEN derivatives. All recombinants allowing the expression of human and yeast subunits were constructed previously and as briefly described in
Sup Table 2A ([6],[7]). The coding sequences of the subunits Pf3 to Pf12 were similarly inserted into the yeast expression pGEN vector digested with Nhel, using their respective flanking restriction
sites (see Sup.Table 2A).

4. Yeast strains.

The various Sc strains that have been used in the present work are listed in Sup Table 2B, and have been described as indicated ([16],[17],[18],[19],[20]). They were grown on the appropriate media,
usually YPGIu (Yeast extract 1%, Bactopeptone 2%, glucose 2%, agar 1,5%), except for the JAY47 strain, that was grown on YPGal (Yeast extract 1%, Bactopeptone 2%, galactose 2%, agar 1,5%)
medium. Alternatively, minimal medium (YNB 0,67%, either glucose or galactose 2%, agar 1,5%) was used, supplemented with the appropriate metabolites : His 50 pg/ml, Adenine 20 pyg/ml, Leu 60
pg/ml, Uracile 30 pg/ml, Trp 50 pg/ml, depending on the strain’s genotype.

5. Yeast electroporation.

The parental yeast strains were transformed by electroporation with either the pJAY 483 derivatives in the case of JAY47, or the appropriate pGEN derivatives in the case of all others. The yeast strains
were streaked on rich medium and allowed to grow at 30°C for three days. About 20 pl of packed yeasts cell volume per transformation were scraped from the Petri dish in a sterile way and
resuspended in 1M Sorbitol, 20 mM HEPES pH 7.5. The cells were washed twice in the same buffer and centrifuged 2 min at 2300 g at room temperature. After resuspension in the same buffer, 250
ng of plasmid were added just prior electroporation. A single pulse at 1.6 kV, 200 Q, 250 uFd was applied using a Biorad Genepulser. The cells were then spread onto Petri dishes containing
supplemented minimal medium lacking the Trp, so that only the cells harbouring the TRP1 carrying plasmids can grow. The JAY47 were maintained on galactose since they cannot grow on glucose.

6. Complementation assay.

Four cases can be distinguished depending on the genotype of the parental strains.

- The YVV9 RPBS-deleted yeast strain is viable and lacks any balancer plasmid, sothat the transformants were directly tested for growth efficiency in the appropriate conditions.

- Genetic drift. Strains YFS11 and YGVS017 are auxotroph for adenine (ade2), but contain a balancer plasmid that carries the wild type ADE2 gene. The TRP1 transformants derived from these strains
were streaked onto YPGIu Petri dishes and allowed to grow at 30°C. After adenine shortage, the yeast colonies lacking the ADE2 gene turn red (see Sup. Fig. 1). Independent colonies were picked
and streaked on different media, so as to ensure that they have the expected genotypes. They were then streaked on YPGIu dishes and tested for growth at various temperatures.

- Plasmid shuffling. Most veast strains (D138-1d, DD105, JAY444, D208-4b, YGVS043, YGVS072, YGVS020) are auxotroph for uracile (ura3) and contain a balancer plasmid carrying the URA3 gene.
The enzymatic activity encoded by URA3J is toxic in the presence of Fluorc Orctic Acid. The TRP1 transformants derived from these strains were streaked onto Petri dishes containing supplemented
minimal medium including Uracile (12 pg/ml) and Fluoro Orctic Acid (1 mg/ml) and allowed to grow at 30°C. Only yeast cells lacking a functional URA3 gene can grow under these conditions.
Independent colonies were picked and streaked on different media, so as to ensure that they have the expected genotypes. They are then streaked on YPGIu dishes and tested for growth at various
temperatures.

- Gal10 promoter mediated control of S¢1 expression. The JAY47 strain can only grow on galactose since it was engineered so that the synthesis of Sc1 encoding mRNA is under the control of a
GAL10 promoter. This promoter is active on galactose, but completely repressed on glucose. The pJAY483 plasmid and its derivatives contain the full RPB1 gene allowing the expression of Sc1 or
modified proteins on glucose-containing medium. The phenotype of the transformed JAY 47 was therefore assayed on glucose-containing medium.
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Yeast
r I

Subunit MW  NCBI

(kDa)  IDN°
Sc1 192  nNP_010141
Sc2 139 NP 014794
Sc3 35 NP 012243
Sc4 25 NP 012395
Sch* 25 NP_oo9712
Sc6* 18 NP 015513
Sc7 19  nNP_o10692
Sc8* 17  NP_014867
Sc9 14 NP 011445
Sc10* 8  NP_014853
Sc1 14 NP 014638
Sc12* 8 NP_012013

Human Plasmodium

' . . A r . . N

Subunit MW  NCBI Identity Compl. Subunit MW PlasmoDB: Identity Compl.
(kDa) IDN° % (kDa)  IDN° %

Hs1 217  NP_oo0928 48 ND Pf1 279  PFCOs05W 30 ND
Hs2 134  NP_oo0929 56 - Pf2 167  PFBO715w 45 ND
Hs3 31 NP_116538 34 - Pf3 38  Pri1130c 21 -
Hs4 16 NP_004796 19 + Pf4 15  PFBO245¢ 16 +
Hs5 25 NP_oo02686 36 - Pf5 24 PFi3 0341 39 +
Hs6 15  NP_o6ss09 47 + Pf6 18 Prco1s5c 34 -
Hs7 19  nNP_ooz687 43 + Pf7 20  Pri0_o269 33 +
Hs8 17  NP_o0s223 30 + Pf8 17  PFLOBB5C 29 -
Hs9 15 NP _oos224 37 + Pf9 27  PFAO505c 14 +
Hs10 8 NP_o68951 71 + Pf10 8  Pro7_oo27 51 -
Hs11a 13 NP_oos225 47 - P11 14  Pri3 0023 28 -
Hs12 7 NP_005025 34 + Pf12 7 WAL13P1.213 28 +

* . subunits shared by RNAPI , Il and lll in yeast.

Hazoume Sup. Table 1: Accession N° and Complementation results.
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Yeast plasmids

Name

Non-bacterial genes and cDNAs

Construction

pJAY483 Sc1
pJAY483 A

pJAY483 Sc1(Pfl)a
pJAY483 Scl1(Pf)b
pJAY483 Sc1(Hs1)a
pJAY483 Sc1(Hs1)b

pGEN

pGEN Sc3
pGEN Pf3
pGEN Hs3

pGEN Sc4
pGEN Pf4
pGEN Hs4

pPGEN Scb
pGEN PB
pGEN Hsb

pGEN Sc8
pGEN P8
pPGEN Hs6

pGEN Sc7
pGEN Pf7
pGEN Hs7

pGEN Sc8
pGEN P8
pGEN Hs8

pGEN Sc8
pGEN Pfa
pPGEN Hs9

pGEN Sc10
pGEN PFI0
pGEN Hs10

pGEN Sct1
pGEN Pf11
PGEN Hsl11a

pGEN Sc12
pGEN PF2
pPGEN Hs12

ARSCENS, RPBT,
ARSCENS,TRP1

ARSCENS, RPBT,
ARSCENS, RPBT,
ARSCENS, RPBT,
ARSCENS, RPBT,

TRP1

TRP1
TRFP1
TRP1
TRP1

2
2
2
2

n
2
2

=

2
2
2

2
2
2

==

2
2
2

==

2
2l
2

2
2
2

=

2
2
2

==

2
2
2

==

2

SN S}
==

"

TRP1 pPGK

TRP{ pPGK Sc3
TRP1 pPGK Pf3
TRP1 pPGK Hs3

TRFt pPGK Sc4
TRP!{ pPGK PH4
TRP{ pPGK Hs4

TRP{ pPGK Scb
TRP!{ pPGK P
TRP! pPGK Hsb

TRP1 pPGK Sc6
TRP! pPGK Pf6
TRP{ pPGK Hs6

TRP1 pPGK Sc7
TRPt pPGK Pf7
TRP!{ pPGK Hs7

TRP1 pPGK Sc8
TRPt pPGK Pf8
TRP!{ pPGK Hs8

TRP1 pPGK 5¢9
TRP!{ pPGK PO
TRP{ pPGK Hs®

TRP? pPGK 3c10
TRP{ pPGK P10
TRP1pPGKHs10

TRP{ pPGK Sc11
TRP1 pPGK PfI1
TRFPt pPGKHs11a

TRP{ pPGK 5¢12
TRP1 pPGK Pf12
TRFPt pPGK Hs12

pJAY483 [16].

created by deleting Sc1 CDS using Pfu mediated amplification.

created by site-directed mutagenesis of RPB1 coding sequences residues V715N, D727E, F7551, A758S, S769N, within pJAY483.
created by inserting a PpuMI-Xcml engeneered fragment of Pfl CDS (796-971) into the PpuMI-Xcml digested pJAY483.

created by site-directed mutagenesis of RPB1 coding sequences residues V715N, F755K, A7593, C764V, S769N, within pJAY483.
created by inserting a PpuMI-Xcml engeneered fragment of Hs1 CDS (663-838) into the PpulMI-Xcml digested pJAY483.

created by inserting AATTCGCTAGCACTAGTCCTAGGTCTAGA into Eco Rl of pYPGE2 to generate unique EcoRl, Nhel and Avrll sites [7].
created by inserting Sc3 full length CDS (1-318) PCR generated Nhel-Avrll fragment into the Nhel digested pGEN.

created by inserting Pf3 full length CDS (1-335) RT-PCR generated Nhel-Avrll fragment into the Nhel digested pGEN.

created by inserting Hs3 full length CDS (1-275) PCR generated Nhel fragment into the Nhel digested pGEN.

created by inserting Sc4 full length CDS (1-221) PCR generated Nhel-Avrll fragment into the Nhel digested pGEN.
created by inserting P# full length CDS (1-132) oligonuclectide-reconstituted Nhel-Avrll fragment into the Nhel digested pGEN.
created by inserting Hs4 full length CDS (1-142) PCR generated Nhel-Spel fragment into the Avrll digested pGEN.

created by inserting Sc5 full length CDS (1-215) PCR generated Nhel fragment into the Nhel digested pGEN.
created by inserting PS5 full length CDS (1-205) oligonuclectide-reconstituted Nhel-Avrll fragment into the Nhel digested pGEN.
created by inserting Hsb full length CDS (1-210) PCR generated Nhel fragment into the Nhel digested pGEN.

created by inserting Sc6 full length CDS (1-155) PCR generated Nhel fragment into the Nhel digested pGEN.
created by inserting P full length CDS (1-165) oligonucleoctide-reconstituted Nhel-Avrll fragment into the Nhel digested pGEN.
created by inserting Hs6 full length CDS (1-127) PCR generated Nhel-Spel fragment into the Nhel digested pGEN.

created by inserting Sc7 full length CDS (1-171) PCR generated Nhel-Avrll fragment into the Nhel digested pGEN.
created by inserting Pf7 full length CDS (1-177) oligonucleotide-reconstituted Nhel-Avrll fragment into the Nhel digested pGEN.
created by inserting Hs7 full length CDS (1-172) PCR generated Nhel-Xbal fragment into the Nhel digested pGEN.

created by inserting Sc8 full length CDS (1-148) PCR generated Nhel fragment into the Nhel digested pGEN.
created by inserting P full length CDS (1-145) oligonucleoctide-reconstituted Nhel-Avrll fragment into the Nhel digested pGEN.
created by inserting HsB full length CDS (1-150) PCR generated Spel-Xbal fragment into the Nhel digested pGEN.

created by inserting Sc9 full length CDS (1-122) PCR generated Nhel-Avrll fragment into the Nhel digested pGEN.
created by inserting P full length CDS (1-249) oligonuclectide-reconstituted generated Avrll fragment into the Nhel digested pGEN.
created by inserting Hs9 full length CDS (1-125) PCR generated Nhel fragment into the Nhel digested pGEN.

created by inserting Sc10 full length CDS (1-70) PCR generated Nhel fragment into the Nhel digested pGEN.
created by inserting Pf10 full length CDS (1-69) RT-PCR generated Nhel-Avrll fragment into the Nhel digested pGEN.
created by inserting Hs10 full length CDS (1-67) PCR generated Nhel-Spel fragment into the Nhel digested pGEN.

created by inserting Sc11 full length CDS (1-120) PCR generated Nhel fragment into the Nhel digested pGEN.
created by inserting Pf11 full length CDS (1-126) RT-PCR generated Nhel-Avr|l fragment into the Nhel digested pGEN.
created by inserting Hs11a full length CDS (1-117) PCR generated Nhel fragment into the Nhel digested pGEN.

created by inserting Sc12 full length CDS (1-70) PCR generated Nhel-Avrll fragment into the Nhel digested pGEN.
created by inserting Pf12 full length CDS (1-58) oligonucleotide-reconstituted Nhel-Avrll fragment into the Nhel digested pGEN.
created by inserting Hs12 full length CDS (1-58) PCR generated Nhel-Avrl| fragment into the Nhel digested pGEN.

Site directed point mutations of the coding sequences inserted in the various plasmids were introduced using the appropriate oligonucleotides (information available on request) and the Pfu mediated ampl

Hazoume Sup. Table 2A
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Yeast strains

Name Tested subunit  Gene Genotype Crigin

JAY47 Scl RPB1 MATa, ade2-1, Can?-100, his3-11.15, eu2-3,112, trp1-1, ura3-1, pGAL10-RPO21 [16]

AHO1 Scl RPB1 MATa, ade2-1, Can?-100, his3-11.15, leu2-3, 112, trp1-1, ura3-1, pGAL10-RPO21 (pJAY483 Scl1(Pfl)a, TRP?, RPBT) (present work)
AHO3 Scl RPB1 MATa, ade2-1, Can?-100, his3-11.15, leu2-3, 112, trp1-1, ura3-1, pGAL10-RPO21 (pJAY483 Sc1(Hs1)a, TRP1, RPBT) (present work)
AHO09 Seci RPB1 MATa, ade2-1, Can?-100, his3-11.15, Jeu2-3, 112, trp1-1, ura3-1, pGAL10-RPO21 (pJAY483 Sc1, TRP1, RPBT) reconstructed. (present work)
D138-1d Se3 RPB3 MATe, ade2-1, his3, leu2-3,112, lys2- A201, trp1-A1, ura3-52, rph3-AT::LYS2 (pY2413 = URA3, CEN, RPB3) [17]

DD105 Scd RPB4 MATa, his3-A200, leu2*, lys2-201, trp1Ai, ura3-52, rph4-a::KanMX4 (2u URA3 pTPI:RPB4 ) (P. Thuriaux, personal gift)
AH59 Sc4 RPB4 MATa, his3-A200, leu2®, lys2-201, trpiAi, ura3-22, mph4-A::KanMx4 (pGEN Pfd: 2um TRP1 Pi4) (present work)
YFS11 Sch RPB5 MATa, ade2-101, his3-A200, leu2-A1, lys2-801a, trp1-A63, ura3-52, iph5-A:URA3 (pASZ11=CENE ARSx ADE2 RPB5 ) [18]

AH53 Sch RPB5 MATa, ade2-101, his3-A200, leu2-A1, lys2-801a, trp1-A63, ura3-52, rphd-A.:URA3 (pGEN P: 2um TRPT Pf5) (present work)
JAY444 Sc6 RPB& MATa, ade2-1, CANT-100, his3-11,15, leu2-3,112, trp1-1, ura3-1, iph6:.LEU2/pRPO26 (CEN URA3 RPB6 ) [19]

D2084b Sc7 RPB7 MATa, ade2-1, his3-A200, leu2-(A1 ou3,112), lys2-6207, trp1-A63, ura3-52, pb7-A1::LEU2 (PMI001 2 URA3 RPBY ) [20]

AHB5 Sc7 RPB7 MATa, ade2-1, his3-A200, leu2-(AT ou3,112), iys2-A201, trpT-A63, ura3-52, rph7-A1:LEU2 (pGEN Pf7: 2um TRPT Pf7) (present work)
YGVS043 Sc8 RPB8 MATa, ade2-1, his3- A200, leu2?, lys2* trpi- A63, ura3-52, rph8-A1::LYS2 (pSL103: CEN URA3 RPBS ) [19]

YWe Sc9 RPBY MATa, ade2?* his3-A200, lys2-A201, leu2-3,112, trp1-A83, ura3-52, mb9-A1:.HIS3 [11]

AH74 Sc9 RPBY MATa, ade2* his3-4200, lys2-A201, leu2-3,112, trp1-A83, ura3-52, mh9-A1:HIS3 (pGEN Pfa: 2um TRPT Pf9) (present work)
YGVS017 Sc10 RPB10 MATa ade2-1, his3-A200, feu2 lys2-801, trp1-A63, ura3-52, ph10-A1::HIS3 (pPRPB10-5: CENS ARSXADE2 RPB10) [71

YGVS072 Sel1 RPB11 MATa, ade2-101, his3-A200, leu2-3,112, lys2-A201, trp1-A63, ura3-52, rpb11-A1::HIS3, (pRP11/8 = URA3, ARST, CEN4, RPB11) [17]
YGEVS020 Sc12 RPB12 MATa ade2-1, his3-A200, lys2-801, tip1-A1 ura3-52, rpc10-A::HIS3 (pFL44-RPC10: 2um URA3RPC10 ) [7]

AH36 Sc12 RPB12 MATa ade2-1, his3-A200, lys2-801, tmp1-AT ura3-52, rpc10-AHIS3 (pGEN Pf12: 2um TRP1 Pf12) (present work)
References
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YFS11

YGVS017

Hazoume Sup. Fig.1 Genetic drift experiments.

Top panel. YSF11 strain was transformed with the pGEN vector, either empty (-) or allowing the expression of Sc5, Hs5 or Pf5, as indicated. After selection
under the appropriate conditions, the clones were streaked and allowed to grow on a YPGIu rich medium at 30°C, for 7 days.

Bottom panel. YGVSO017 strain was transformed with the pGEN, either empty (-) or allowing the expression of Sc10, Hs10 or Pf10, as indicated. After selection
under the appropriate conditions, the clones were streaked and allowed to grow on a YPGIu rich medium at 30°C, for 7 days.

Pictures were taken at an enlargement of 2 fold. Red cells correspond to complemented yeasts.
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FAAITKNRSSIVDIRTNLERIGD EYEEIAMLEVNLLPKEI LIEARYLIP IR-LNBETENSTLEHLISYKMYVS

Hs4 (71-142)
Sc4 (151-221)
Pf4 (61-132)

Hs4 * Sc4 % Identity
Pf4 * Sc4 % Identity

19.2 (43/223)
13.5 (30/223)

Hazoume Sup. Fig.2 Pf4 complementation.
Top : DD105 strain was transformed with the pGEN vector, either empty (-) or allowing the expression of Sc4, Pf4 or Hs4 as in Figure 1A. Two independent colonies were
streaked on three YPGIu rich medium Petri dishes. Each was incubated at either 20, 30 or 37°C, as indicated, for 4, 3 and 4 days, respectively.

Bottom : Clustal alignment of Hs4, Sc4 and Pf4 peptidic sequences. The homology was highlighted using the Jalview program (Taylor coulour code, conservation 66%). The
conservation score (identity percentage in the clustal alignment) between both human and yeast, and Plasmodium and yeast sequences is shown below.
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Hs5 * Sc5 % Identity =
Pf5 * Sc5 % Identity

35.6 (78/219)
. . 38.8 (85/219)
Hazoume Sup. Fig.3 Pf5 complementation.

Top : YSF11 strain was transformed with pGEN Sc5, pGEN Pf5, as in Figure 1B. Three independent colonies were streaked on three YPGIu rich medium Petri dishes. Each was
incubated at either 20, 30 or 37°C, as indicated, for 4 days.

Bottom : Clustal alignment of Hs5, Sc5 and Pf5 peptidic sequences. The homology was highlighted using the Jalview program (Taylor coulour code, conservation 66%). The
conservation score (identity percentage in the clustal alignment) between both human and yeast, and Plasmodium and yeast sequences is shown below.
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Hs7 * Sc7 % Identity = 42.5 (74/174)
Pf7 * Sc7 % Identity 33.0 (59/179)

Hazoume Sup. Fig.4 Pf7 complementation.

Top : D208-4b strain was transformed with pGEN Sc7, pGEN Pf7, pGEN Hs7 as in Figure 1C. Two independent colonies were streaked on three YPGIu rich medium Petri
dishes. Each was incubated at either 20, 30 or 37°C, as indicated, for 5, 2 and 3 days, respectively.

Bottom : Clustal alignment of Hs7, Sc7 and Pf7 peptidic sequences. The homology was highlighted using the Jalview program (Taylor coulour code, conservation 66%). The
conservation score (identity percentage in the clustal alignment) between both human and yeast, and Plasmodium and yeast sequences is shown below.
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Hs9 * Sc9 % Identity
Pf9 * Sc9 % Identity

Hazoume Sup. Fig.5 Pf9 complementation.

Top : YVV9 strain was transformed with the pGEN vector , either empty (-) or allowing the expression of Sc9, Pf9 or Hs9, as in Figure 1D. Two independent colonies were
streaked on three YPGIu rich medium Petri dishes. Each was incubated at either 20, 30 or 37°C, as indicated, for 4, 2 and 4 days, respectively.

Bottom : Clustal alignment of Hs9, Sc9 and Pf9 peptidic sequences. The homology was highlighted using the Jalview program (Taylor coulour code, conservation 66%). The
conservation score (identity percentage in the clustal alignment) between both human and yeast, and Plasmodium and yeast sequences is shown below.
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Pf12 * Scl2 % Identity = 28.2 (20/71)

Hazoume Sup. Fig.6 Pf12 complementation.

Top : D208-4b strain was transformed with pGEN Sc12, pGEN Pf12, pGEN Hs12, as in Figure 1E. Two independent colonies were streaked on three YPGIu rich medium Petri
dishes. Each was incubated at either 20, 30 or 37°C, as indicated, for 2 days.

Bottom : Clustal alignment of Hs12, Sc12 and Pf12 peptidic sequences. The homology was highlighted using the Jalview program (Taylor coulour code, conservation 66%). The
conservation score (identity percentage in the clustal alignment) between both human and yeast, and Plasmodium and yeast sequences is shown below.
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RPB3 RPB6 RPBS8

Sc3 Sc6 Sc8
1014 bp 525 bp 498 bp
«Actin <«Actin <«<Actin

Hs3 Hs6 Hs8
885 bp 444 bp 510 bp
<«Actin

<«Actin <« Actin

Pf3
l Pf6 Pf8
1065 bp 519 bp 495 bp
[ R Actin Actin L WL Actin

Hazoume Sup. Fig.7 RT-PCR mediated detection of specific RNAPII-subunit mMRNA encoded by pGEN derivatives.
The name of each encoded protein is indicated on the right of each panel, together with the size of the corresponding amplified
fragment (bp). All pGEN encoded mRNAs were detected using the same vector-specific primers. Two independent colonies were

tested for each subunit.
The mRNA encoding Actin 1 (NCBI Reference Sequence ID N°: NM_00117992) was amplified as a reference (in gray) from the the

total RNA extracted from each transformed yeast strain yielding a 407 bp fragment.
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Galactose Glucose
YNB Gal YNB Gal YNB Glu
HALU HALUW HALUW

Sc1(Pf1) a

Sc1

(Hs1) b

Sc1(Pi) a

Sc1

(Hs1) b

Sc1(Hs1

T"Scl(Hs1) b

)a

Sc1(Hs1)b

Sc1(Pf1) a

™

Sc1(Hs1) b

Hazoume Sup. Fig.8 RNAPII active center modification.
JAY47 strain was transformed with pJAY483 vector allowing the expression of Sc1 or its derivatives as described in Figure 2. A representative colony was streaked on minimal
medium either supplemented with His, Ade, Leu, Ura (HALU) or (as in Fig. 2B) with His, Ade, Leu, Ura, Trp, (HALUW) using galactose as a fermentable carbon source (Gal).
Similarly, (as in Fig. 2B), growth on minimal medium supplemented with His, Ade, Leu, Ura, Trp, (HALUW) using glucose as a fermentable carbon source (Glu) is also shown. In
addition, rich medium Petri dishes were used for streaking, that contained either galactose (YPGal) or glucose (YPGIu) as a fermentable carbon sources. The Petri dishes were
allowed to incubate at 30°C for two days (rich media) or four days (minimal media).



RPB8

N R , 4% ., s e _ 70 &
Hs8 (1-74) ~MAG I [DFEB | Eovko 1Bp eGxK FORV SEEHCEBES Fk-MD 1 VNIQIYPVDLGDKFRLVIASTLYEDGT------ LDDGE
5c8 (1-79) -MSNTILFDB | FQVSEVBPG--RYNKVCHRI EAA[STTQDQCKLTILB I NVELFPVAAQDSLTVTIASSILNLEDTPANDSSATRSW
P8 (1-72) MASNILFEBREVISSVIBNS- -KFEKVSRIKAKSTCYD-AELILBVHSELFKVEEKKAIY LALQDKILLNRND-- - -— —— EKGW,

90 100 110 120 130 140 150 160
Hs8 (75-150) <2uqooxumm>oomm<<=<nx<<m_ GDETSTEAATRLSANV <nnrr=xrono>zzr:nmm<cmx<<rrzxxr>ﬂ “““
5c8 (80-146) RPPQAGDRSLADDYDYVMYGTAYKFEEVSK----- DLIAVYYSFGGLLMRLEGNYRNLNNLKQENAYLLIRR---------
Pfe (73-145) EQ---NENVPLNNIEY IMSGR I FKFEELSS----- ERRTVYASFGGLMMALTTDKQFIGDLE IDMK I YILLTKNIDIERTRE
Hs8 * S¢8 % Identity = 30.1 (47/156)

Pf8 * Sc8 % Identity 28.8 (45/146)

RPB10

10 20 30 40 60
Hs10 (1-67) MIIPVRICFTCGH | VCNKWEAY LGLLQ-AEYTEGDALDALGLKEYCC 2rr> vBLIE rrz<>vr K- -
Sc10 (1-70) MIVPVRICFSCGRVVCDKWESY LNLLQEDELDEGTALSRLGLKBYCCRIBMI LTHVDL I ERFLRYNPLEKRD
Pf10 (1-69) MIIPVRICFTCCKIL IGNLWSVYEKKLE-EGLSKCDALNELNLYRYCCHEEM! LTHABMMDEILLCYNIYERKL
Hs1l0 * Scl0 % Identity = 71.4 (50/70)
Pf10 * 8¢l0 % Identity = 51.4 (36/70)
Hs11a (1-60) ------ M >1v>mmmmrrmmn _A_ZKUA VPNACLFTINK LCGNI IKSQLLKBPQVLFAG
Sce11 {160y ------ MNAPDRFELFLLGEG LKIDPDTRAPNAVV ITFEK LGNLIRAELLNBRKVLFAA
Pf11 (1-65) MSVPTLSNKPETVDLLVILAPG _A VTCTISDEIG-DCNIFVIKL IGNLIKIQLCQBPKVLEAA
No mo Hoo HHo Hmo Hwo
Hs11a (61-117) YKVPHP LEHK | | _x<044vo<m_uom>:z>_ﬂo_._ mmerrmmxmx<x>0vom>co<>__A _Aomn_
Sc11 (61-120) YKVEBHPFFARFKLRIQTTEGYDPKDALKNACNS I INKLGALKTNFETEWN---LQTLAADBAF----

P11 (66-126) ¥RQPHEP LOQNAITEITIKP-KGYAGVKLLSDNVNNILSQVATLKENFAKKIQKYKESNSYYEBY-----

Hsll * Scll % Identity = 47.5 (57/120)
Pf1l * scll % Identity = 28.1 (36/128)

Hazoume Sup. Fig.9 Peptidic sequences alignment.
Clustal alignments of (Hs8, Sc8, Pf8), (Hs10, Sc10, Pf10) and (Hs11, Sc11, Pfl1) peptidic sequences. The homology was highlighted using the Jalview program (Taylor coulour
code, conservation 66%). The conservation scores (identity percentage in the clustal alignment) between both Hs and S¢, and Ffand Sc sequences are shown below.
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RPB3

L do 0340 0, AT R
Hs3 (1-88) - ——-MPYANQPTVRITELTDENVK/FI[IENTDLAVANS IBRYF1AEVP I1AIBwvQIDANSSYVLHBDEF I ABBLGLIPLISDDIVDKLQYSRDC
5c3 (1-86) --—-MS-EEGPQVKIREASKDNVDF I|LSNVDLAMANS LISRIVM | AE I PTILAIBSVEVETNTTVLABDEF IABBLGL IPLQSMD- | EQLEYSRDC
Pf3 (1-91) MTTYNDNTNKHQ INITKLTKDELYETILYNSNSG I ANALRR I MLSEIPTLAIBYVNVYENTSAFHBEFIABBILGL IP IDSRN-VNNYEFREKC
, 100 _ 110 _ 120 _ 130 _ 140 , 150 _ 160 _ 170 180
Hs3 (89-180) TCEEFCPECSVEFTIDVRCNEDQTRHVTSRBUI SNSPRVIPVTSRNRDNDPNDYVEQDD | LIIVKERKGEELR LrRAYAKEG FIGKEFARWNP T A
Sc3(87-174) FCEDHCDKCSVVLTLQAFGESESTTNVYSKBLVIVSN----LMGRN|GHP | IQDKEGNGVLICKILRKGRELKLTCVAKKG I AREHARWGP AA
Pf3 (92-181) KCKETCSKCTIQYIIEVKCNHSNK IDVSHYBIESLEHEP-—NVPMP IPHGNKNSVSENAIPIVTLSENQTLHMK L IATKG | GEMBAKW I P AN
1 H_QO 1 N_OO 1 N—HO 1 N_No 1 N_WD 1 N_bO 1 N—MQ 1 N_mo 1 N_NQ 1
Hs3 (181-229)  cvareYBr ONADRBTVYPKPE-— —— EWPKS - ————— - EYSELDEDESQ-APYDPNGKP -« — ——— -~ ———— ER[F
Sc3(175-228) AIEFEYPPWNKILKHTDYWY EQDSAKEWPQS-———————— KNCEYEDPPNEGDP FDYKAQA - - — — = — — = — — — — e DTF
Pf3 (182-272) -VSYRIBHKVLIKENL I DKLSNEHKLLLANNLNKDCY I LNKDTHDDDNNNNNNIQLKLKENMSVVMAESSIDLLSELGYKDIIKIVYDETME
280 290 _ 300 _ 310 . 320 _ 330 _ 340 _ 350 _ 360
Hs3 (230-275) vy NV TR P ET IVLSATS GIEK KL SDEQTQUSHE 1Q-- -~ ———— - SDV LT I Nom m mm o mm e
5c3 (226-318) yYMNVIESVGS 1 PVDQVVVRGIDTILQKKVASITLLALTQMDQDKVNFASGDNNTASNMLGSNEDVMMTGAEQDPY SNASQMGNTGSGGY DNAW
Pf3 (273-335) HFHVIESVGS1IPPEQIVQMAID IILENKLKVILEPQIKSSFYS IDEVAKQLKEQGYSLYGIQLDLE-~----------------mmm oo

Hs3 * Sc3 % Identity
Pf3 * 8c3 % Identity

33.0 (124/366)
21.3 (78/366)

RPB6

1 H_D ] N_O 1 nu__D 1 A_.O 1 m_O 1 m_O ] W_O 1 m_D 1
Hs6 (1-57) MSDNEDNF-DGDDFDDVEEDEGLDDLENAEEEGQENVEILPSGERPQ-———-—-— - - — - - - oo ANQKBITTPYM
5¢6 (1-85) MSDYEEAFNDGNENFEDFDVEHFSDEETYEEKPQFKDGETTDANGKT IVTGGNGP EDFQQHEQ IRRKTLKEKAIPKDQEATTPYM
Pf6 (1-69) MNKYLCLYFLLDGFNDNYLNEDEDFMGDEFGQGIDSDDGENYENDI|IDI| | TDHQ |KKDNKSDYE- - - - — - NSEANEDNIRITSPYL
90 _ 100 _ 110 _ 120 _ 130 _ 140 _ 150 _ 160
Hs6 (58-127) YERARVLGTRALQ | AMCAPVMVELEG--------------— ETBPLLIAMEELKARKIP I | I[@8YLPDGSY GVDELIITD
Sc6 (86-155) YERAR | LGTRIALQ | SMNAPVFVDLEG--------------- ETBPLRIAMKELAEKKIP LY IEEBYLPDGSF SVEEBLIVDL
Pf6 (70-153) YEKAR | IGTRALQ | SMNAP LT IPIETSNDMINSKNEYDNY LNNBPLV IAEKELYNKSIPF Y LP NGSY RLDELIID-
Hs6 * Sc6 % Identity = 46.5 (72/155)
Pf6 * Sc6d % Identity = 34.1 (58/170)

Hazoume Sup. Fig.10 Peptidic sequences alignment.
Clustal alignments of (Hs3, Sc3, Pf3) and (Hs6, Sc6, Pf) peptidic sequences. The homology was highlighted using the Jalview program (Taylor coulour code, conservation
66%). The conservation scores (identity percentage in the clustal alignment) between both Hs and Se, and Pfand Se sequences are shown below.
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PpuMI

Hs1/633-692 GELIMG I LclKS LETHAGSEVHIsY L DITRLFYSNIBTVIBNWEL I EGHT 1GIGHS
Sc1/610-669 GQI 1 FGVVERKTVGSENGGL I VVTREKIGPQVCAKLFGNI@KVVMFWLLHNGESTG I GBIT
Pf1/766-825 NELLSGI! ICHRTVGSESGSL 1BV LWH N

DKTKDFLSA KVMT EYVEGFTVSCS@I
Hs1/693-752 | ADSKTYQDIQNTIKKAKQDVIEVIEKAHNNELEPTPGNTLRQTF ZO<Z_~__._U>
EA
CA

Sc1/670-729 | ADGPTMREITETIAEARKKVLDVTKEAQANLILTAKHGMTLRES FEDNV|VR FIL
Pf1/826-885 | ASNKVLGKVREILDKSKSEVSKLVEKAQKGELECQPGKSLYESFETRVININEIL

AL

NVEGKIR 1 P FGFKHETLPHF |
sivEGKI I AFGFVDRTLPHF S
NIVEEGKIR 1 P FGFNHRIS LPIHIF |
444
GY 1L 1R sm
GY 1QRIRIL VKA L
GY 1QRIIL | KAm

Arrow :mmam+ indicate residues in contact with alpha-Amanitin (Bushnell, PNAS, 2002, see Sup. Fig. 11B)

Hs1/7563-812 GSSAQKSLSEY FKSMVVSGARGSIKIIN ISRV | AIVIVG
Sc1/730-789 GRLAEVNLKDL VKQMVMAG SIRGHS|FII N [JAQM S AICIV G
Pf1/886-945 | GKVASESILDER I FSMVASGSKIGS]I]IINT|SKQ 1 | S|CV G

Hs1/813-869 DIBY CP GFVE YLAGLTPT
Sc1/790-846 DBY SP GCFVE YLRGLTPQ
Pf1/946-1002 FBY GP GFVS YLSGLTPQ

A

Hazoume Sup. Fig.11A Peptidic sequences alignment.

Alignment of Hs1, Sc1 anf Pf1 alpha-amanitin binding regions. The homology was highlighted using the Jalview program (Taylor
coulour code, conservation 50%). The residues encoded by the restriction sites (PpuMI, Xcml) used for the swapping are boxed in
red. The six residues that were individually mutated are boxed in blue. Fig. 11 bis: data from Bushnell 2002. The residues that were
mutated are boxed in blue.
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Table 3. Hydrogen bonds, buried surface area, and known amanitin mutants >OOO _‘Q:.d@ to WCm_J Jm__u _UZ>m_ NOOM

Residue A surface Residue in

in yeast area, A2 H-bond human Mutations

Val-A719 32 Asn-A742 |

Leu-A722 0 Leu-A745 |Mouse L745F (13)

Asn-A723 22 Asn-A746 . . .

Arg-A726 63 NH1toAMAPpos.403.0A  Arg-A749 |Mouse R749P (14) <+——— Residues identified as contacts between yeast RNAPII
mﬁﬁﬂ% melanogaster and alpha-amanitin. The corresponding residues within

RepATIT = AepATS0 the human enzyme are shown on the right. When not

nswmwm m ”ﬁ%ﬁ _  —— identical, the human residues are in bold.

8- = 8- ouse . . 2 & N
VRN ] = SATEs The red box includes the residues shown in Fig11 with
GIn-A760 =33 GIn-A783 arrow heads. *

Cys-A764 0 Val-A787 || Caenorhabditis elegans C777Y(15)
Val-A765 2 Val-A788
Gly-A766 -1 Gly-A789
GIn-A767 -34  NtoAMApos.403.1A GIn-A790
O to AMA pos. 5N 3.2 A
GIn-A768 16 OE1to AMA pos. 30 2.6 A GIn-A791
per-Ales 37_MNto AMApos 20334 AuA782 | |Mousa N7S2D (14) Schematic representation of the toxin with its contacts
Gly-A772 24 Gly-A795 | C. elegans G785E (15)
Lys-A773 -4 Lys-A796
Arg-A774 2 Arg-A797 B763 Gin B765 Pro
Tyr-A804 -2 Tyr-A827

His-A816 -13 His-A839 CH,OH
Gly-A819 -19 Gly-A842 _ A
Gly-A820 -8 Gly-A843
Glu-A822 ~15  OE2to AMA pos.20D22.6 A Glu-A845 AB16 His HC—OH
Gly-A823 13 Gly-A846 _ L ) "

| Asp-A826 2 Asp-AB49 HC—CH, \m 6A 30A 3.1A
Thr-A1080 1 Thr-A1103 u_ A 4H ’ 5
Leu-A1081 -63 Leu-A1104 2 .
Lys-A1092 -37 Lys-A1115 HC C+—N c .o C co
Lys-A1093 1 Asn-A1116 _ o H _ o H,
GIn-B763 16 GIn-B718
Pro-B765 1 Pro-B720 AB22 Glu NH
Total 541 . \
\ /m_m> oc -
\ A819 Gly
HO A \ \o
CH o\
N CH,
1 \ 8 4
A1081 Leu OC——C——N——C— N——C——C—NH
I
Hazoume Sup. Fig.11B [ATE5 5] A1092 Lys
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Matrix - +
Extract + +
a-Amanitin - -
EDTA - - - +

+|+|+
+

Sc1(Pf1) a
RNAPII

activity

Sc1

Sc1(Pf1) a

RNAPI + RNAPIII
activities

Sc1

Hazoume Sup. Fig.12 Alpha-amanitin inhibition of Sc1(Pf1)a RNAPII activity.
We performed RNA polymerase activity tests as described in Ruet et al. (Eur J Biochem, 1978). Conditions were defined to reveal either the RNAPII alone, or both RNAPI and
RNAPIII simultaneously, using specific matrix and conditions. We used extracts either from the control strain (Sc1) or the Sc1(Pf1)a complemented strain. P32 labelled
polymerase products are revealed by autoradiography. Clearly, 50 pg/ml alpha-amanitin similarly inhibits both RNAPII activities (compare 2 and 3, 6 and 7). In contrast RNAPI
and |ll activities are completely insensitive to this toxin (compare 10 and 11, 14 and 15), whearas both activities are abolished in the presence of 12,5 mM EDTA (4, 8, 12, 16).
As expected, all these activities are strictly dependent on the presence of the matrix (see 1, 5, 9, 13).
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