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Introduction générale 

La première étape de l’expression des gènes est la transcription qui permet 

l’expression de l’information génétique contenue dans l’ADN. Chez les eucaryotes et 

les procaryotes, la transcription est un mécanisme déterminant à tous les stades de 

la croissance cellulaire : de la division à la mort. Elle est essentielle à l’expression 

des gènes et sa régulation permet le contrôle et la modulation de la concentration 

intracellulaire des ARN et des différentes protéines nécessaires à 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 enzymatique médiée par une ARN polymérase ADN dépendante (ARNP) qui 

catalyse de manière processive la polymérisation de ribonucléotides triphosphates 

pour synthétiser une chaîne d’ARN complémentaire à la matrice d’ADN.  

Cette activité enzymatique a été mise en évidence pour la première 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 

unique composée de trois polypeptides (, , ) est responsable de la transcription 

de tous les gènes 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 même temps, C. Kedinger et 

ses collaborateurs distinguaient ces trois enzymes à partir de thymus de veau sur la 

base de leur sensibilité à l’α-amanitine (Kedinger et al., 1970). Depuis, ces trois 

formes d’ARNP (ARNP I, ARNP II et ARNP III) 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 à une toxine, l’α-amanitine, ainsi 

que par les classes de gènes qu’elles transcrivent et les facteurs de transcription qui 

leur sont associés. 
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I. Les différentes ARN polymérases 

I.1. Les ARN polymérases monomérique 

Chez les virus, la transcription est souvent accomplie par une chaîne 

polypeptidique unique d’un poids moléculaire de l’ordre de 100 kDa illustrée par la 

polymérase du bactériophage T7. L’étude structurale des polymérases 

monomériques comme la polymérase du bactériophage T7, la transcriptase reverse 

du virus VIH-1 (figure 1), l’ADN polymérase de Th. aquaticus et l’ADN polymérase I 

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 l’ARNP du bactériophage T7 ont 

montré une forte similitude avec le fragment de Klenow de l’ADN polymérase I d’E. 

coli. Trois domaines topologiques ont pu être 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). 

 

 

 

 

 

 

Figure 1 : Modèle 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 α, sont essentiellement 

impliqués dans la stabilisation de l’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 à recevoir la matrice, contient le cœur catalytique de l’enzyme. Le site 

est constitué de résidus acides fortement conservés et rapprochés par le repliement 

3D de la chaîne polypeptidique. La comparaison des structures d’une ARNP virale, 

du fragment de Klenow et de la transcriptase reverse fait apparaître une 

ressemblance sans doute imputable à la similitude de leur activités catalytiques 

(Moras, 1993). Finalement, le pouce confère la processivité à l’enzyme (Bonner et 

al., 1994). 

 

I.2. Les ARN polymérases des cellules procaryotes  

I.2.1. L’ARN polymérase bactérienne 

Tous les ARNs d’une cellule procaryotique sont synthétisés par une même 

ARNP. L’ARNP d’E.coli est une enzyme hétéro-multimérique de 450 kDa. Elle existe 

sous deux formes : l’enzyme « core » et l’« holo-enzyme ». L’enzyme « core » est 

constituée de cinq sous-unités :  et , deux sous-unité  identiques et une petite 

sous-unité  (figure 2). Elle présente une conformation tridimensionnelle dite en « 

pince de crabe » née de l’assemblage des deux grandes sous unités  et  qui 

portent les résidus catalytiques (Borukhov and Nudler, 2008). La sous-unité  est 

impliquée dans l’assemblage de l’enzyme par sa partie N-terminale. En effet, son 

homodimérisation est réalisé grâce à cette partie N-terminale qui permet d’assembler 

les deux sous-unités  et  (Zhang and Darst, 1998). La partie C-terminale de la 

sous-unité  est un domaine de fixation à l’ADN, qui joue un rôle dans l’interaction 

avec certains promoteurs (Gourse et al., 2000). La petite sous-unité  n’a pas de rôle 

direct dans la transcription, mais semble fonctionner comme une chaperonne dans le 

repliement de la sous unité  et son association avec le complexe intermédiaire de 

l’assemblage I


II (Minakhin et al., 2001).  
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Figure 2 : Structure cristallographique de l’enzyme « core » de l’ARNP de Thermus aquaticus.  

Les sous-unités (,, 
I
, 

II
, ) 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 sixième sous-unité  ou facteur  de 70 kDa sur l’enzyme « core » constitue 

une « holo-enzyme » dont l’affinité générale pour l’ADN est réduite au profit d’une 

forte spécificité pour les promoteurs (Burgess et al., 1969; Gruber and Gross, 2003). 

Le premier facteur  bactérien a été découvert en 1969 comme la sous-unité de 

l’ARNP d’E.coli essentielle pour la sélection du promoteur (Burgess et al., 1969). La 

plupart des bactéries possèdent plusieurs facteurs  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 : l’enzyme « core » et l’« 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): 

 

2  2 2 2 
 

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 l’enzyme, car l’enzyme « core 

» n’exhibe pas de sillon ouvert accessible à l’ADN (Figure 3). Ce domaine se referme 

sur le sillon et le transforme en une voûte fermée ou une fente à travers laquelle 

passerait l’ADN ; ce changement de conformation permet à l’enzyme de ceinturer 

l’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 l’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). 
 

I.2.2. L’ARN polymérase des archébactéries 

 

Les archébactéries n’utilisent qu’une ARNP qui comporte entre 10 et 14 sous-

unités selon l’espèce (Langer et al., 1995). L’ARNP archébactérienne est un 

complexe multiprotéique d’environ 370 kDa. Contrairement aux bactéries pour 

lesquelles l’ARNP s’associe à différents facteurs , l’initiation de la transcription chez 

les eucaryotes et les archébactéries nécessite plusieurs facteurs généraux de la 

transcription qui ne sont pas associés de façon permanente à l’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 à TBP et à l’ADN au niveau d’un élément appelé 

BRE (TFB Responsive Element). Il joue un rôle important dans le recrutement de 

l’ARNP (Littlefield et al., 1999; Qureshi et al., 1995). 
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Les sous-unités de l’enzyme archébactérienne sont désignées par des lettres et 

peuvent être classées en 3 groupes fonctionnels: (1) celles impliquées dans la 

catalyse (A/A, B/B ou B); (2) celles impliquées dans l’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   tandis que l’homodimère 2 est homologue de L, N, D et P et 

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

 

 

 

 

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

 

La structure de l’ARNP de l’archébactérie thermophile Pyrococcus furiosus a 

été déterminée par cryomicroscopie électronique à une résolution de 13 Å (Kusser et 

al., 2008). Ces résultats ont été confirmés et affinés par la publication de la structure 

cristallographique de l’ARNP de Sulfolobus solfataricus à 3,4 Å et celle de son sous-

complexe D/L à une résolution de 1,76 Å (Hirata et al., 2008) (figure 5). Dans cette 

structure, les trois grandes sous-unités A, A et B forment un large corps ellipsoïde 

en forme de pince de crabe. Elles constituent la partie essentielle de l’enzyme et 

portent tous les domaines et motifs structuraux nécessaires à la polymérisation de 

l’ARN. Elles portent notamment le domaine responsable de recrutement de l’enzyme 

sur l’ADN et constituent la pince flexible qui enserre l’ADN ainsi que le site actif. 

L’efficacité de l’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 l’enzyme (figure 5). Ce complexe E-F interagit 

probablement avec le transcrit naissant, car il émerge du canal de sortie de l’ARN qui 

contient des motifs de fixation de l’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). 

 

 

 

 

 

Figure 5 : Structure cristallographique de l’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 tête de la pince est indiqué en 
pointillés (Hirata et al., 2008). 

 

La particularité nouvelle de la structure de l’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 l’hétérodimère D/L mais l’absence de ce 

cluster entraîne la formation des agrégats de la sous-unité D qui empêche la 

formation d’un complexe fonctionnel (D/L). Ce complexe joue un rôle structural 

important pour l’assemblage de l’enzyme (Hirata et al., 2008). Dans la structure de 

l’ARNP de S. solfataricus, le cluster Fe-S est situé à 45 Å de site catalytique et par 

conséquent, il est peu probable qu’il soit impliqué dans la synthèse 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 à 

l’enzyme, il n’est pas sensible à l’oxygène. 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 l’ARNP I et III de plusieurs eucaryotes (plantes : Arabidopsis 

thaliana et protozoaires : Tetrahymena thermophila) (Hirata et al., 2008; Hirata and 

Murakami, 2009). 

 

I.3. Les ARN polymérases des cellules eucaryotes 

Chez les eucaryotes, la réaction de transcription est plus complexe à cause de 

l’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 gènes. Pour activer la transcription d’un gène dans une cellule, la 

chromatine située dans la région de contrôle du gène doit être dans une 

conformation qui la rend accessible aux différentes protéines régulant la 

transcription. De la même façon, le gène dans sa totalité doit être accessible à la 

polymérase pour être transcrit et donc localisé dans une zone décondensée de la 

chromatine. La transcription est assurée par les ARNP nucléaires I, II et III. Chacune 

de ces enzymes est un hétéromultimère dont la masse est comprise entre 500 et 700 

kDa.  

On leur attribue la lettre A, B ou C en fonction de leur sensibilité à l’ -amanitine 

(Les ARNP II et III sont sensibles à l’α-amanitine, ce qui n’est pas le cas de l’ARNP I) 

(Kedinger et al., 1970) ; ou les numéros I, II, III selon leur ordre d’élution lors d’une 

séparation par chromatographie sur DEAE-séphadex (Roeder and Rutter, 1969). 

Nous utilisons classiquement la deuxième nomenclature pour décrire le complexe 

enzymatique (ARNP I, II, et III), cependant, nous utilisons pour nommer les sous-

unités qui composent chaque ARNP la première nomenclature. Ainsi nous parlerons 

des sous-unités RPA, RPB et RPC pour ARNP I, II et III ou RPAC quand nous 

parlons de sous-unités communes aux ARNP I et III. Pour définir une sous-unité 

spécifique des ARNP I et/ou III, on leur affecte un nombre représentant leur masse 
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molaire en kDa. Les sous-unités de l’ARNP II ont été numérotées de RPB1 à 12, 

dans l’ordre décroissant de leur mobilité électrophorétique. 

L’organisme dont est issue une sous-unité particulière 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. 

 

I.3.1. Les trois ARN polymérases (I, II, III) nucléaires 

Les études biochimiques, génétiques et structurales des trois ARNP (I,II, III) de 

levures S. cerevisiae en font les ARNP eucaryotiques mieux caractérisées. Les 

compositions des ARNP I, II et III de la levure S. cerevisiae ont été établies. Des 

homologues humains des sous-unités de levure ont été identifiés, indiquant une 

même 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 I est responsable de la transcription de l’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 l’ARNP I est donc nécessairement 

un aspect très important du contrôle 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 II synthétise les précurseurs des ARN messagers (ARNm) 

codant les protéines et la très grande majorité des petits ARN non codant impliqués 

dans la régulation de l’expression des gènes (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 synthèse d’ARN 

cryptiques, codés par les régions intergéniques (Wyers et al., 2005). La transcription 

d’un gène 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, à 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 III est un complexe multiprotéiques de 17 sous-unités, 

responsable de la transcription des ARN de transfert (ARNt), de l’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 gènes transcrits 

par l’ARNP III 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 être en partie nucléolaire à cause de l’ARN ribosomal 5S 

qui est à proximité de l’ADNr transcrit par l’ARNP I (Thompson et al., 2003). 

Cependant ce point n’a pas été clairement établi. Il est possible que la transcription 

des autres transcrits de l’ARNP III, comme les ARNt, soit également nucléolaire 

(Thompson et al., 2003). 

 

I.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 

l’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 possède un ADNmt circulaire de 80 kb. Son mtARNP, 

codée par le gène nucléaire Rpo41, est un polypeptide de 145 kDa. La délétion ou la 

mutation du gène RPO41 entraîne un phénotype dit de levures « petites » (Greenleaf 

et al., 1986). Un facteur de spécificité est nécessaire à la reconnaissance du 

promoteur : Mtf1 (Mitochondrial Transcriptional Factor 1). Ce facteur présente des 

homologies avec les facteurs  de la bactérie (Mangus et al., 1994). Mtf1 est une 

protéine de 43 kDa qui interagit directement avec le polypeptide de 145 kDa, pour 

former une « holoenzyme » fonctionnelle dont l’activité est promoteur-spécifique 

(Jang and Jaehning, 1991).  

Le domaine C-terminal (CTD) (~ 80 kDa) du cœur catalytique de l’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 (Nam1p et Sls1p) qui sont 
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impliquées dans la maturation de l’ARNm et la traduction (Rodeheffer and Shadel, 

2003). Ce domaine interagit directement avec Mtf1 et cette interaction est modifiée 

lors du passage de l’initiation à 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 à 2,6 Å (Schubot et al., 2000). 

 

I.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 

multimérique, dont le noyau « core » est composé de sous-unités , , , 

 rpoA, rpoB, rpoC1 et rpoC2 

(Hu and Bogorad, 1990; Hu et al., 1991). Tout comme chez la bactérie, le noyau de 

l’enzyme 2 doit être associé au préalable avec un facteur de spécificité, 

capable de reconnaître les promoteurs consensus –10 et –35 : un facteur de type  

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 à des critères biochimiques 

caractéristiques des ARNP bactériennes ou eucaryotique.  

Lerbs-Mache a réussi à séparer deux activités transcriptionnelles dans les 

chloroplastes de très jeunes feuilles d’épinard (Lerbs-Mache, 1993): la première 

présentant le profil polypeptidique et propriété de la PEP, déjà connue ; et la 

seconde (NEP) est associée à un polypeptide unique de 110 kDa codé par le gène 

nucléaire RpoT, qui est capable d’initier la transcription à partir d’un promoteur 

généralement reconnu par l’ARNP du bactériophage T7 (Liere et al., 2004; Liere et 

al., 2011). 
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I.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 l’ADN et des modifications des histones au niveau de séquences 

cibles. Ces modifications entraîneront 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 

spécifique des ARNm des gènes 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 II, IV, et V (Tableau 1). 

Néanmoins, 4 sous-unités de l’ARNP IV (RPD1, 2, 4 et 7) et 6 sous-unités de l’ARNP 

V (RPE1, 2, 3b, 4, 5 et 7) sont distinctes de leurs paralogues dans l’ARNP II. Les 

ARNP IV et V sont différentes en 4 sous-unités (1, 3, 5, et 7) (Ream et al., 2008).  

 

 

 

Sous-unités ARNP II ARNP IV ARNP V 

1 RPB1 RPD1 RPE1 

2 RPB2 RPD2 RPE2 

3 RPB3 RPD3 RPE3a RPE3b 

4 RPB4 RPD4 RPE4 

5 RPB5 RPD5 RPE5 

6 RPB6 RPD6 RPE6 

7 RPB7 RPD7 RPE7 

8 RPB8 RPD8 RPE8 

9 RPB9 RPD9 RPE9 

10 RPB10 RPD10 RPE10 

11 RPB11 RPD11 RPE11 

12 RPB12 RPD12 RPE12 

 

Tableau 1 : Comparaison des sous-unités de l’ARNP II, IV et V. 
Les sous-unités communes de l’ARNP II, IV et V sont colorées en bleu. Les sous-unités spécifiques 
de l’ARNP IV sont colorées en verte. Les sous-unités spécifiques de l’ARNP V sont colorées en 
rouge. Les sous-unités communes de l’ARNP IV 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 à travers 

l’évolution, comme le montre le niveau des similitudes entre les séquences primaires 

des différentes sous-unités des ARNP de la bactérie à l’homme. 

II.1. Conservation et spécificité des sous-unités des ARN polymérases 

Les 12 polypeptides (RPB1 à RPB12) de l’ARNP II sont paralogues (ou 

identiques dans le cas de RPB5, RPB6, RPB8, RPB10 et RPB12) à 12 des sous 

unités des ARNP I et III 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 l’évolution. Cinq des sous-unités 

sont présentes dans tous les organismes cellulaires, y compris chez les bactéries qui 

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

 

 

Tableau 2 : Classification des sous-unités des ARNP. 
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L’ARNP I et III possèdent en outre un jeu de sous-unités spécifiques. La grande 

sous-unité de l’ARNP II possède en plus à son extrémité carboxy-terminale une 

extension particulière, constituée de répétitions de la séquence "Tyr-Ser-Pro-Thr-

Ser-Pro-Ser". Le nombre de répétitions varie d’un organisme à l’autre. Ce domaine 

est essentiel et contient des sites de modifications post-traductionnelles importantes 

pour la régulation de l’activité de l’enzyme qui sera détaillé plus tard (Corden and 

Patturajan, 1997; Oelgeschlager, 2002; Proudfoot et al., 2002; Steinmetz, 1997). 

L’ARNP I 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 à un défaut de recrutement 

du complexe ARNP I/Rrn3 (Rrn3 : facteur d’initiation de la transcription) (d’où une 

croissance ralentie à 30 et 25°C), et aussi conduit à une forte sensibilité au 

mycophénolate (un inhibiteur de l’élongation) (Desmoucelles, 2002; Gadal et al., 

2002; Gadal et al., 1997; Liljelund et al., 1992). Le rôle de RPA34 est moins critique, 

mais les données suggèrent fortement qu’elle stabilise RPA49 sur l’ARNP I et qu’elle 

assure donc une conformation optimale de RPA49 (Beckouet et al., 2008). 

L’ARNP III possède cinq sous-unités spécifiques réparties en deux groupes. Le 

premier groupe est celui des sous-unités RPC82, RPC34 et RPC31 qui forment un 

trimère dans l’enzyme. Ces sous-unités sont importantes pour l’initiation de la 

transcription (Lefèvre et al., 2011; Mosrin et al., 1990; Thuillier et al., 1995). Le 

deuxième groupe est l’hétérodimère 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 l’ARNP III 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 l’ARNP III ( et ) humaine ont été identifiées. 

Les deux isoformes se distinguent par la présence, soit de la sous-unité HsRPC32, 

soit de HsRPC32. (équivalent de RPC31 chez S. cerevisiae). L’analyse 

de plusieurs tissus humains et des lignées cellulaires a montrée que l’ARNP III est 

largement exprimée et est indispensable pour la survie de la cellule, alors que 

l’ARNP III 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). 

II.2. Complémentation entre les sous-unités de l’ARNP II humaine et S. 

cerevisiae 

Les structures des ARNP bactériennes et de la levure étant très proches, on 

peut imaginer que cette conservation s’étende aux ARNP de mammifères 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 : HsRBP2, 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 l’homme et la levure 

concernant l’ARNP II. On peut remarquer que la capacité à 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 l’enzyme de levure 

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

 

 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 l’homme et la levure.  
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III. La transcription par l’ARN polymérase II 

La synthèse des ARN par l’ARNP II est l’une des principales étapes de la 

régulation de l’expression génétique. La transcription des gènes de classe II, les 

gènes codant les protéines et les petits ARN non codants est catalysée par l’ARNP II 

et nécessite toute une série de facteurs protéiques spécialisés appelés facteurs 

généraux de la transcription (GTF, General Transcription Factors). La transcription 

peut être séparée en trois grandes étapes : l’initiation, l’élongation, et la terminaison. 

C’est un mécanisme extrêmement complexe et finement régulé qui nécessite, à 

chacune de ses étapes, la reconnaissance par de multiples facteurs protéiques de 

nombreuses séquences régulatrices située dans l’ADN et en particulier au niveau du 

promoteur des gènes. 

 

III.1. La transcription des gènes de classe II 

Les promoteurs des gènes transcrits par l’ARNP II comportent un promoteur 

minimal et des éléments régulateurs, proximaux ou distaux, spécifique de chaque 

gène. 

III.1.1. Le promoteur minimal 

Le promoteur minimal est défini comme la séquence nécessaire et suffisante 

pour une l’initiation spécifique in vitro par l’ARNP II en présence des facteurs 

généraux de la transcription. 

 L’élément principal du promoteur est la boîte TATA (Gannon et al., 1979; Tora 

and Timmers, 2010). La boîte TATA, dont la séquence consensus est 

TATA(A/T)A(A/T), est localisée à 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 gènes eucaryotes contenaient cet 

élément et qu’il pouvait à lui seul être responsable de la spécificité de l’initiation de la 

transcription. Or, depuis quelques années il apparaît très clairement que la grande 
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majorité de ces gènes ne contient pas de « boite TATA » facilement identifiable 

(Bajic et al., 2006; Cooper et al., 2006; Gershenzon and Ioshikhes, 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 boîte TATA (figure 6) 

(Tableau 4). Il permet aussi de spécifier l’initiation de la transcription des gènes qui 

ne contiennent pas de boîte 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 boîte TATA. Le DPE fonctionne de manière 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 boîte 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 même élément, mais de trois sous-séquences: SI, SII et 

SIII 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., 2005a; 

Lewis et al., 2000; Thomas and Chiang, 2006).  

Les éléments MTE (Motif Ten Element) sont un autre élément localisé de 18 à 

29 pb en aval du site d’initiation de la transcription. Ils contiennent le motif consensus 

C(G/C)A(A/G)C(G/C)(G/C)AACG(G/C). Il fonctionne en coopération avec l’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). 

 

 

 

 



 33 

  

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

 
 

 

 

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

 

 

III.1.2. Les éléments de régulation 

Le niveau d’expression de chaque gène est différent. Les gènes possèdent 

ainsi dans leur promoteur des séquences régulatrices qui leur sont propres et qui 

autorisent le contrôle de leur expression par des protéines régulatrices. Ces 

séquences permettent d’adapter le niveau d’activité d’un gène aux besoins 
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physiologiques et à l’état de différenciation des cellules. Les éléments de régulation 

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

III.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 

à ces éléments régulateurs proximaux régulent la transcription par contacts directs 

avec la machinerie de transcription de base (l’ARNP II et GTF).  

Parmi les séquences les mieux caractérisées, on trouve les boîtes 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 Sp1 via leurs motifs en doigt à zinc C- terminaux (Gill 

et al., 1994; Lee et al., 2005b; Marco et al., 2003). 

 

 

 

Figure 7 : Représentation schématique des éléments régulateurs de l’expression des gènes.  
Le promoteur du gène a été détaillé. Il 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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III.1.2.2. Les séquences régulatrices distales 

Les séquences régulatrices distales peuvent être situées jusqu’à 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 dʼun complexe transcriptionnellement actif, nommé « enhanceosome », 

jouant un rôle important dans la régulation spatiale et temporelle de l’expression des 

gènes (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 l’ARNP II se 

lie à 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 l’ARNm synthétisé à partir du gène à proximité. Ce qui 

suggère que les eARN synthétisés à partir d’enhancer sont activement engagés pour 

promouvoir de synthèse de l’ARNm (figure 8) (Kim et al., 2010; Ren, 2010). 

 

 

Figure 8 : Production de eARN à partir d’enhancer.  
a, avant l’activation du gène, l’enhancers des neurones et les promoteurs sont dans une configuration 
ouverte, mais ne produisent pas de transcrits ou seulement de faibles niveaux. b, après une activation 
par la dépolarisation de la membrane suite à un traitement de KCl, les facteurs de transcription et 
l'ARNP II se lient à des enhancers et produisent eARN. Simultanément, ARNP II et machinerie de 
transcription se lient aussi aux promoteurs pour initier la transcription de l’ARNm. c, si le promoteur 
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est tronqué, l'enhancer reste lier aux facteurs de transcription et de l’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, 

l’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). 

 

III.1.3. Les facteurs généraux de la transcription 

L’ARNP II n’est pas capable de reconnaître, seule, le promoteur pour démarrer 

la synthèse d’ARN. Plusieurs protéines ou complexes protéiques sont indispensables 

à la fixation spécifique de l’ARNP II sur le promoteur et sont désignés comme les 

facteurs généraux de la transcription (GTF), tels TFIIA, TFIIB, TFIID, TFIIE, TFIIF et 

TFIIH (TFII, Transcription Factor of RNA polymerase II) (Orphanides et al., 1996).  

Ils ont été purifiés à 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 
transcription Sous-unités Propriétés 

TFIIA 

α                     35 kDa - Dissocie les dimères de TBP 
- Requis pour l’activation de la transcription 
- Stabilise le complexe TBP-boite TATA 

β                     19 kDa 

γ                     12 kDa 

TFIIB 35 kDa 

- Lie les BREu et BREd 
- Stabilise le complexe TBP-boite TATA 
- Recrutement et positionnement du complexe pol II / TFIIF 

 
 
 
 
 
 
 

TFIID 
 
 
 
 
 

TBP                38 kDa - Lie la TATA Box 

TAF1            250 kDa 
- Lie l’Inr et le DCE, activité histone acétyl transférase, 
 histone ubiquitine ligase et kinase 

TAF2            150 kDa - Lie l’Inr en coopération avec TAF1 

TAF3            140 kDa 

- Impliqué dans la fixation du promoteur.  
- Reconnaît spécifiquement la lysine 4 de l’histone H3 

triméthylée. 

TAF4     130/135 kDa 

- Interaction avec le domaine d’activation riche en glutamine 
de facteur de transcription Sp1 

- Similitude de séquence avec l’histone H2A 
- Interaction avec TAF12 

TAF4b          105 kDa - Similitude de séquence avec l’histone H2A 
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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). 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

TFIID 

- Interaction avec TAF12 
- Interaction avec le facteur de transcription AP-1 

TAF5            100 kDa 

- Similitude de séquence avec l’histone H4 
- Joue un role essentiel dans l’assemblage du complexe  
TFIID 

TAF6              80 kDa 
- Lie le DPE avec TAF9, similitude de séquence avec 

l’histone H4 

TAF7              55 kDa 

- Inhibe l’activité histone acétyl transférase de TAF1 
- Interaction avec TFIIH et P-TEFb (Positive Transcription 
Elongation Factor b) 

TAF8              43 kDa 
- Interaction avec TBP et TAF10 
- Similitude de séquence avec l’histone H3 

TAF9         32/31 kDa 
- Lie le DPE avec TAF6, similitude de séquence avec 
 l’histone H3 

TAF10            30 kDa 
- Interaction avec TAF8, possède une structure de type 
histone 

TAF11            28 kDa 
- Possède une structure de type histone 
- Interaction avec TAF13 et TFIIA 

TAF12            20 kDa - Similitude de séquence avec l’histone H2B 

TAF13            18 kDa 
- Possède une structure de type histone H4 
- Interaction avec TAF11 et TBP 

TAF14            27 kDa 

- Interaction avec TFIIF, le médiateur, histone acétyl 
transférase NuA3 et le complexe de remodelage de la 
chromatine SWI/SNF chez S. cerevisiae 

 
TAF15            68 kDa 
 

- Impliqué dans l’épissage de l’ARNm et son transport vers 
le cytoplasme, domaine de liaison à l’ADN, Interaction 
avec l’ARNP II  

TFIIE 
α                     56 kDa - Recrutement de TFIIH avec TFIIE  

- Lie l’ADN β                     34 kDa 

TFIIF 
RAP74            58 kDa - Recrutent l’ARNP II 

- Stimulent l’élongation de la transcription in vitro 
- Impliqué dans le recrutement de TFIIB  RAP30            26 kDa 

TFIIH 

XPB                89 kDa 

- Activité ATPase pour l’initiation de la transcription et 
 le dégagement du promoteur 
 
- Ouverture de la double hélice (activité hélicase) 
 
- Réparation de l’ADN 
 
- Phosphorylation de la CTD de la polymérase II par cdk7 
 
- Activité ubiquitine ligase E3 
 
- Activité endonucléase 

XPD                80 kDa 

XPG              133 kDa 

p62                 62 kDa 

p52                 54 kDa 

p44                 44 kDa 

p34                 34 kDa 

cdk7               40 kDa 

Cycline H       38 kDa 

MAT1             32 kDa 

TTDA                8kDa 
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III.1.4. Le complexe médiateur  

L’ARNP II et les GTF sont suffisants pour la transcription de base dans un 

système reconstitué in vitro, cependant ce système est incapable de répondre aux 

signaux de régulation. Ceci à servi de base à la recherche de facteurs qui stimulent 

la transcription en présence d’activateurs à partir d’extraits protéiques de S. 

cerevisiae (Kornberg, 2005).  

Un groupe de gènes identifiés comme des suppresseurs extragéniques d’une 

troncature du CTD de l’ARNP II appelé SRB (Suppressor of RNA polymerase B), a 

pu être 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 gènes 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 

l’immunoprécipitation de « l’holoenzyme » (Kim et al., 1994). Les grandes activités 

du médiateur ont pu être déterminées : il permet l’activation de la transcription par 

l’ARNP II 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 II (Davis et al., 2002; Taatjes, 2002). 

Les études biochimiques (la purification de médiateur et l’interaction 

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 l’homme disposées en trois modules (la tête, le 

corps et la queue), « holoenzyme » est une conformation plus ouverte de médiateur 

qui encercle et se lie étroitement à l’ARNP II et la troisième forme, dans laquelle une 

kinase (Cdk8), lie au « core » d'une manière qui empêche le médiateur de se lier à 

l’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 l’ARNP II vers l’étape de l’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 tête, le corps et la queue. L’ ARNP II est en bleu et la kinase est en 
violette (Conaway and Conaway, 2011).  

 

La figure 10 indique que le site de liaison à l’ADN de l’ARNP II reste tout à fait 

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

 

 

Figure 10 : Structure du complexe Pol II/médiateur. 
Le médiateur en bleu avec 3 domaines : la tête, le corps et la queue. L’ ARNP II 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 II (Davis et al., 2002). 
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III.2. Initiation de la transcription  

La transcription d’un gène en ARNm par l’ARNP II nécessite tout d’abord la 

formation du complexe de pré-initiation (PIC) au niveau du promoteur. Ce complexe 

est constitué de l’ARNP II, de GTF et d’un complexe médiateur. Des études in vitro 

ont proposé deux modèles d’assemblage du PIC : un modèle séquentiel et un 

modèle de complexe pré-assemblé dit « holoenzyme » (figure 11).  

Le modèle séquentiel se base sur l’observation que l’addition des GTF doit se 

faire dans un ordre spécifique pour initier la transcription in vitro à partir d’une 

matrice d’ADN nu. La première étape de la formation du PIC correspond à 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 l’absence de boite TATA, d’autres sous-unités de TFIID 

permettent la reconnaissance du promoteur, notamment TAF2 qui fixe l’élément Inr 

ou encore TAF6 et TAF9 qui fixent l’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 l’ARNP II. 

Enfin, TFIIE puis TFIIH viennent s'associer à la structure préexistante, et l’activité 

hélicase de TFIIH catalyse l'ouverture de la bulle de transcription et conduisant à la 

synthèse du premier dinucléotide. Par la suite, l’allongement de la bulle de 

transcription permet la stabilisation du PIC et l’allongement de l’ARN naissant. Enfin, 

le déplacement de la bulle de transcription plus en aval entraîne l’échappée du 

promoteur de la Pol II ce qui correspond au passage de l’étape d’initiation à celle 

d’élongation (Holstege et al., 1997). 

Le modèle d’assemblage de « l’holoenzyme » a été proposé suite à la 

purification in vivo d’un énorme complexe protéique, non lié au promoteur. Ce 

complexe contenant l’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 

était l’absence de TFIID. Ceci suggère le recrutement de TFIID au niveau du 

promoteur, puis celui de l’holoenzyme (figure 11). 

 

 

Figure 11 : Les modèles d’assemblage du PIC.  
La formation du PIC peut se faire par recrutement par étape des GTF (modèle séquentiel) ou par 
recrutement d’un complexe contenant l’ARNP II pré assemblé (modèle de l’holoenzyme). Le facteur 
TFIID est au préalable lié à la boite TATA dans les deux modèles. 
 

III.3. Elongation de la transcription  

Lors de la transition entre l’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 l’homme/chez la levure) de TFIIH de façon 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 l’ARNP II semble être l’évènement clé 

de la transition entre l’initiation et l’élongation de la transcription. Cette 

phosphorylation pourrait déstabiliser les interactions entre l’ARNP II et les facteurs 

d’initiation. Ensuite, l’ARNP II se dissocie des facteurs généraux au niveau du 

promoteur.  
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L’ARNP II peut être en situation de pause à proximité du promoteur (Uptain et 

al., 1997). Cette pause est un phénomène très important, car il régule la transcription 

de nombreux gènes chez les eucaryotes (Levine, 2011). Il a été particulièrement bien 

étudié chez Drosophila melanogaster dans le cas des gènes dont l’expression est 

induite par un choc thermique (Gilmour, 2009; Saunders et al., 2006). L’état de 

pause de l’ARNP II peut être causé par des répresseurs de l’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 l’élongation en induisant la dissociation de DSIF et NELF de 

l’ARNP II (figure 12) (Barboric et al., 2001; Core and Lis, 2008; Rahl et al., 2010).  

La vitesse de progression de l’ARNP II peut être augmentée en réduisant le 

nombre des arrêts ou en limitant leur durée. Les facteurs TFIIF, ELL (Elevennineteen 

Lysine-rich in Leukemia) et les elongines stimulent l’élongation de la transcription de 

l’ARNP II en réduisant ces pauses (Lei et al., 1999; Lin et al., 2010; Shilatifard et al., 

1996). 

 

 

 

 

Figure 12 : Pause de l’ARNP II et sa libération de promoteur proximal. 
Le panneau supérieur montre un promoteur avec l’ARNP II en situation de pause. La région 
promotrice contenant des éléments, y compris GAGA, TATA, Initiateur, et les motifs DPE/PB est 
présentée. L’ARNP II est généralement en pause juste en aval de la région DPE. DSIF et NELF sont 
liés à l’ARNP II 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 
l’ARNP II (Levine, 2011). 
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III.4. Terminaison de la transcription 

La terminaison de la transcription par l’ARNP II est une étape essentielle 

permettant d’éviter une interférence dans la transcription des gènes situés en aval du 

transcrit. La terminaison dépend du signal de polyadénylation et au cours de cette 

étape, l’ARNP II pourrait subir des changements de conformation qui réduirait sa 

processivité (Birse, 1998; Osheim et al., 1999).  

Deux modèles ont été proposés en ce qui concerne le déroulement des 

évènements. Le premier modèle « anti-terminateur » propose que l’émergence de la 

séquence de polyadénylation sur l’ARN induise un échange des facteurs associés à 

l’ARNP II. Ainsi, la fixation de facteurs reconnaissant la séquence de polyadénylation 

sur l’ARN entrainerait le départ de facteurs positifs de l’élongation et le recrutement 

de facteurs négatifs de l’élongation. Par conséquence l’ARNP II devient moins 

processive, et finirait par s’arrêter (Buratowski, 2005).  

Un second modèle appelé « torpedo » propose que le clivage de l’ARN par la 

machinerie de poly-adénylation génère une nouvelle extrémité 5' qui serait le 

substrat d'une nucléase dont l'activité entraîne la dissociation de l’ARNP II 

(Buratowski, 2005).  

Il est intéressant de noter que ce dernier modèle 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 même du gène concerné. Dans tous les cas, la 

terminaison de la transcription reste étroitement liée à 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 Ndr1p, qui reconnaît des sites spécifiques à 

l’extrémité 3' de l’ARN (Lykke-Andersen and Jensen, 2007). 
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IV. ARN polymérase II  

IV.1. Organisation de l’ARN polymérase II  

L’ARNP II est une protéine multimérique de 0,6 MDa composée de 12 sous-

unités, nommées RPB1 à RPB12. L’ARNP II de S. cerevisiae peut être dissociée en 

un coeur catalytique de dix sous-unités et un hétérodimère composé des sous-unités 

Rpb4 et Rpb7 (Edwards et al., 1991; Orlicky, 2001). Cinq 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 I et 

III. 

Les gènes codant chacune des douze sous-unités de l’ARNP II sont conservés 

au cours de l’évolution. Dix des douze gènes codant les sous-unités de l’ARNP II 

sont essentiels. Chez la levure seuls RPB4 et RPB9 peuvent être 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 l’ARNP. 

 

IV.2. Les sous-unités de l’ARN polymérase II 

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 

 et  des eubactéries respectivement. Elles sont responsables de l’activité 

catalytique de l’ARNP et essentielles pour la formation de la liaison phosphodiester 

(Hampsey, 1998b; Lee and Young, 2000).  

De plus, RPB1 et  sont impliquées dans la fixation de l’ADN alors que RPB2 

et  fixent les nucléotides (Hampsey, 1998a). En effet, durant la transcription par 

l’ARNP II, les nucléotides entrent dans le site catalytique en association avec un ion 

Mg2+. La structure cristallographique de la ARNP II de la levure a révélé la position 

de deux ions Mg2+ dans le site catalytique de l’enzyme (Cramer et al., 2001; Gnatt et 

al., 2001; Westover et al., 2004).  

Le premier Mg2+ (A) est coordonné par trois résidus aspartate de RPB1 (D481, 

D483 et D485) contenus dans le motif strictement conservé NADFDGD (Figure13). 

Le deuxième Mg2+ (B) a récemment été localisé près de résidus D481 et D483 de 
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RPB1 ainsi que le résidu hautement conservé D837 de RPB2 (Westover et al., 

2004).  

 

 

 

Figure 13 : Structure cristallographique de la sous-unité RPB1.  
La position de la grande sous-unité RPB1 est présentée au sein du complexe de l’ARNP II. La sous-
unité RPB1 isolée est colorée en fonction de ses différents domaines. Les ions Mg

2+
 (A) et Zn

2+
 sont 

représentés dans la structure par une sphère violet et bleu respectivement (Cramer et al., 2001). 
 
 
 
 
 
 

 

Par ailleurs, des études antérieures ont suggéré que le résidu E836, très 

conservé, est également impliqué dans la coordination de l’ion Mg2+ (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 à 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/Mg2+ 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 (458-459) de la boucle 1 de la 

sous-unité RPB2 montrent que cette boucle est essentielle pour l’initiation et 

l’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 près de l’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 l’ARNP II au 

promoteur (Chen and Hampsey, 2004). 

 

 

 

Figure 14 : Structure cristallographique de la sous-unité RPB2. 
La position de la grande sous-unité RPB2 est présentée au sein du complexe de l’ARNP II. La sous-
unité RPB2 isolée est colorée en fonction de ses différents domaines. Les ions Mg

2+
 (A) et Zn

2+
 sont 

représentés dans la structure par une sphère 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 l’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 l’ARNP II par rapport aux autres ARNP, est la 

présence du domaine carboxy terminal de RPB1 (CTD) qui se caractérise par la 

répétition de l’heptapeptide Tyr-Ser-Pro-Thr-Ser-Pro-Ser (Y1S2P3T4S5P6S7). Ce 

motif est très conservé au cours de l’évolution. Cependant le nombre de répétitions 

varie en fonction des organismes de 26 chez S. cerevisiae, 42 chez la drosophile et 

52 chez l’homme (Hampsey, 1998b; Lee and Young, 2000).  

Le domaine CTD propre à l’ARNP II n’est pas toujours indispensable pour la 

transcription in vitro (Akoulitchev et al., 1995) mais il est essentiel pour l’activité de 

l’ARNP II 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 l’ARNP II. Il est lié de manière flexible à la région 

adjacente au canal de sortie de l’ARN via un linker de 80 acides aminés et constitue 

une plate-forme pour l’interaction avec plusieurs protéines impliquées dans la 

formation de la coiffe en 5 de l’ARNm, l’épissage de l’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 l’étape de la transcription (figure 15) (Egloff and Murphy, 2008). 

Dans cette séquence peptidique, cinq résidus sur sept sont phosphorylables, mais la 

phosphorylation des sérines aux positions 2 et 5 joue un rôle particulièrement 

important pour la transcription (Hampsey, 1998b; Hirose and Ohkuma, 2007).  

Une étude récente dans la levure Schizosaccharomyces pombe a montré que 

les acides aminés Tyr1, 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 II ayant le CTD non-phosphorylé est recrutée par le complexe de pré-initiation au niveau du 
promoteur. (b) Au cours de l’initiation, la phosphorylation de la Ser5 du CTD par CDK7 facilite le 
recrutement des enzymes qui ajoutent la coiffe (représentée par un rond noir) à l’extrémité 5’ du 
transcrit émergent. (c) La phosphorylation progressive de la Ser2 par la sous-unité CDK9 du facteur 
P-TEFb stimule l’élongation et la maturation. La phosphorylation de la Ser7 croît au cours de 
l’élongation tandis que la Ser5 est progressivement déphosphorylée. (d) Après le clivage et la 
polyadénylation de l’extrémité 3’ du pré-ARNm, le CTD est déphosphorylé. La Pol II peut alors se 
dégager pour un autre cycle de transcription (Egloff and Murphy, 2008). 

 

L’ARNP II libre, avant d’être recrutée sur les promoteurs, possède un CTD qui 

est hypophosphorylé mais qui peut être glycosylé (Kelly et al., 1993; Phatnani and 

Greenleaf, 2006) dans le complexe de préinitiation. La phosphorylation des Ser5, qui 

atteint son maximum pendant l’initiation, alors que la Ser2 est phosphorylée au cours 

l’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-unité 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 l’association de l’ARNP II 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-unité CDK8 du complexe Médiateur mène à 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 rôle 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 Fcp1 (TFIIF-associated CTD 

Phosphatase) permettrait de déphosphoryler les Ser2 (Meinhart, 2005; Tombácz et 

al., 2009). La Ser5 est déphosphorylée par les phosphatases Ssu72 de CPF 

(Cleavage/Polyadenylation Factor) (Krishnamurthy et al., 2004), Scp1 (Yeo, 2003) et 

Rtr1 (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 l’ADN 

et que le complexe CTD/ADN est reconnu et phosphorylé par CDK7, mais pas par 

CDK9. Lorsqu’il est phosphorylé par CDK7, le CTD se dissocie de l’ADN et permet 

ainsi l’initiation de la transcription. Le CTD alors devient accessible pour la 

phosphorylation par CDK9 qui entraine le passage vers l’élongation (Lolli, 2009).  

Le CTD de l’ARNP II de S. cerevisiae est impliqué dans le recrutement de deux 

facteurs HATs (Histone AcetylTransferase) et HDAC (Histone DeACetylase). Ceci 

entraîne le relâchement de la chromatine, la faisant passer à l’état euchromatinien, et 

permet ainsi une accessibilité de l’ADN au complexe de transcription (Spain and 

Govind, 2011).  

Une étude récente a montré que le CTD de la polymérase humaine est méthylé 

à 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 l’activité de CARM1 (in vitro) vers ce site. Cette observation suggère que la 

méthylation se produit avant l’initiation de la transcription. Cette modification joue un 

rôle dans la régulation de l’expression des snRNA et snoRNA (Sims et al., 2011).           
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Le CTD peut être 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 l’ARNP II peut être glycosylée. Cette 

glycosylation serait mutuellement exclusive avec la phosphorylation du CTD (Comer 

and Hart, 2001; Iyer et al., 2003). La glycosylation des résidus Thréonine/Sérine 

bloquerait stériquement l’accessibilité des kinases au CTD et régulerait ainsi l’activité 

de l’ARNP au cours du premier stade de l’initiation de la transcription. A l’opposé, 

une glycosylation étendue altèrerait la conformation du CTD et modulerait ainsi la 

dynamique d’interaction des protéines avec le CTD (Thomas and Chiang, 2006).  

Contrairement à la glycosylation qui est inhibée par la phosphorylation du CTD, 

la polyubiquitination de l’ARNP II est corrélée à une augmentation de la 

phosphorylation du CTD (Bregman et al., 1996). L’exposition des cellules à des 

agents  qui induisent des dommages dans l’ADN entraînant une 

hyperphosphorylation du CTD. Dans ces conditions, l’ARNP II bloquée, est 

polyubiquitinée et entraîne 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 

 de l’ARNP d’E. coli. Deux homologues à  sont retrouvés dans les trois 

polymérases eucaryotiques, RPB3 et RPB11 pour l’ARNP II et AC40/AC19 pour les 

polymérases I et III. Les hétérodimères formés de RPB3/RPB11 ou AC40/AC19 

seraient les homologues de l’homodimère 2 présent dans l’ARNP eubactérienne. 

Comme la sous-unité , la sous-unité RPB3 de S. cerevisiae est impliquée dans 

l’assemblage de l’enzyme.  

En effet, une analyse génétique de l’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 l’enzyme eubactérienne, le premier intermédiaire d’assemblage d’un 

complexe stable (Boulon et al., 2010).  

La protéine RPB3 est codée par un gène unique chez S. cerevisiae, la souris et 

l’homme. La sous-unité RPB11 est également codée par un gène unique chez la 

levure et la souris, mais au contraire par une famille multigénique chez l’homme 

(Grandemange et al., 2001). 

Il est intéressant de noter que l’hétérodimère RPB3/11 joue un rôle important 

dans l’interaction de l’ARNP II avec le complexe protéique médiateur (Davis et al., 

2002). Chez S. cerevisiae, des expériences de mutagénèse de RPB3/RPB11 

suggèrent que le signal de terminaison serait transduit par l’hétérodimère 

RPB3/RPB11 (Steinmetz et al., 2006). La sous-unité RPB3 joue aussi un rôle dans 

l’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 à une localisation subcellulaire 

particulière qui est régulée au cours de la différenciation musculaire. En plus de sa 

présence dans le complexe ARNP II, 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 HeLa (lignée cellulaire provenant 

d’un cancer du col de l'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 l’ARNP II et de facteurs de 

transcription spécifiques et serait nécessaire à la transactivation des gènes. 

(Oufattole et al., 2006). 

Une corrélation a été mise en évidence, chez l’homme, entre le taux 

d’expression de la sous-unité HsRPB11 et la sensibilité à une drogue 

anticancéreuse, la doxorubicine (Bruno et al., 1998; Fanciulli et al., 1996). En effet, la 

surexpression de la sous-unité HsRPB11 dans des cellules résistantes à la 

doxorubicine et qui présentent un faible taux de l’ARNm codant cette sous-unité 

http://fr.wikipedia.org/wiki/Cancer_du_col_ut%C3%A9rin
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entraîne une augmentation de sensibilité à la drogue sans changer la sensibilité à 

d’autres drogues telles que l’étoposide ou le cisplatine. De plus, cette étude montre 

que la surexpression entraîne une diminution de la prolifération cellulaire.  

Cette sous-unité pourrait avoir un rôle dans la régulation de la transcription de 

gènes spécifiques codant, par exemple, des marqueurs de différenciation. La même 

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 HsRPB11a et P35 une protéine anti apoptotique de 

baculovirus. Dans des cellules humaines de carcinome du colon, P35 est capable, 

après transfection, de doubler l’activité des promoteurs E-cadhérine et -actine. En 

présence de HsRPB11a, cette activité est augmentée d’un facteur 3 à 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 l’enzyme. La structure tridimensionnelle du complexe RPB4/RPB7 de 

levure a été déterminée à 2,3 Å (Armache et al., 2005). La structure 

cristallographique du dimère RPB4/7 humain a été résolue à 2,7 Å (Meka et al., 

2005). Elle est similaire à l’hétérodimère de levure et l’homologue E/F de 

l’archébactérie Methanocaldococcus jannaschii (Figure 16). La présence de 

domaines putatifs de liaison à l’ARN sur la sous-unité RPB7 et la position de 

l’hétérodimère à la sortie de l’ARN dans le complexe polymérase II de levure 

suggèrent fortement un rôle dans la liaison et la stabilisation de l’ARN naissant 

(Meka et al., 2005; Újvári and Luse, 2006). 
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Figure 16 : Structures de complexes RPB4/7.  
Structure du complexe E/F de Methanocaldococcus jannaschii, celle du complexe RPB4/7 de levure 
et de l’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 diffèrent de la 
protéine humaine sont en gris (Meka et al., 2005). 
 

 

Une ARN polymérase RPB4/7 présente une activité indistinguable de l’ARNP 

sauvage dans un test de transcription non spécifique in vitro (Ruet et al., 1980). Par 

contre, cette même polymérase est inactive dans un test de transcription spécifique 

(Edwards et al., 1991). Les études récentes ont montré que les profils d’occupation 

de l’ensemble du génome par RPB7 et RPB3 sont essentiellement identiques (Jasiak 

et al., 2008). Cependant, on observe pour le mutant RPB4 de S. cerevisiae, une 

réduction du niveau d’ARNP II près de l’extrémité 3’ de messagers de plusieurs 

gènes, de même 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 gène 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 indiquent le rôle de RPB4 dans le processus de maturation des 

ARNm (l’extrémité 3’) et aussi dans l’élongation de la transcription.  

RPB4 et RPB7 de S. cerevisiae sont également impliquées dans la dégradation 

de l’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 l’ARNP en diminuant la fréquence de pause. Il a aussi un 
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rôle 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 à 1,9 Å (figure 

17) (Todone et al., 2000). Elle a été comparée aux structures homologues de sous-

unités H, de l’ARNP d’archébactéries (Thiru et al., 1999; Yee et al., 2000). La 

similitude de séquences de RPB5 à travers l’évolution des eucaryotes et même 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 l’ADN (Cramer, 2000). La sous-unité humaine (HsRPB5) 

est spécifiquement associée in vitro et in vivo par son domaine N-terminal avec la 

protéine X du virus humain de l’hépatite B (HBx). Cette interaction semble stabilisée 

grâce à 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 à l’association entre TFIIF et 
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l’ARNP II (Le, 2005; Wei, 2001). Il a été prouvé que la protéine RMP (RPB5 

Mediation Protein) qui joue un rôle dans la prolifération des cellules de carcinome 

hépatocellulaire humain est associée à 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 très conservée à travers les espèces. Ceci est 

confirmé par la complémentation sans phénotype d’une souche ΔRPB6, aussi bien 

par la sous-unité RPB6 de S. pombe (Shpakovski, 1994) que par celle de l’homme 

(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 II (CKII) pourrait être 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 très conservé formant deux hélices α 

antiparallèles. Ce domaine est flanqué par des régions N et C-terminales qui forment 

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

 

 

Figure 18 : Structure de la sous-unité HsRPB6 établie par résonance magnétique nucléaire.  

Sur ce modèle en rubans, les hélices α (H1 et H2) sont colorées en bleu et les feuillets  en rouge. 
Les deux hélices sont connectées par une boucle (boucle ω), 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 ω de l’ARNP de l’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 

l’intermédiaire de son interaction avec les trois grandes sous-unités (A190, RPB1 et 

C160). En dehors de son rôle dans l’assemblage des polymérases, cette sous-unité 

joue un rôle dans l’interaction entre l’ARNP II et le facteur d’élongation de la 

transcription TFIIS (Ishiguro et al., 2000). L’examen de la structure tridimensionnelle 

de l’ARNP II (Cramer, 2000) a montré que RPB6 interagit directement avec RPB4 et 

constitue l’un des points de contact entre le sous-complexe RPB4/RPB7 et le cœur 

de l’ARNP II (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 

l’évolution. Cette sous-unité est présente dans les trois types d’ARNP. Elle a la 

particularité 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 l’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 l’ADN 

simple brin et HsRPB8 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  antiparallèles colorés en bleu. Les 6 courtes hélices sont colorées en 
rouge et jaune. La grande boucle Ω 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 l’assemblage de 

l’ARNP III (Voutsina et al., 1999). Il a été montré que le phénotype thermosensible 

d’une souche complémentée avec la sous-unité RPB8 humaine peut-être 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 III lié à la sous-unité 

RPB8 peut être compensé par la grande sous-unité C160 elle-même, mais aussi par 

une protéine RPB6 qui viendrait stabiliser C160 au sein du complexe (Voutsina et al., 

1999). 

Dans des cellules HeLa, en réponse à un dommage de l’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. 

BRCA1 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 l’ARNP II, possède une homologie 

avec les sous-unités A12.2 et C11 des ARNP I et III 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 à RPB9 chez 
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les archébactéries a été déterminée (figure 20) (Wang et al., 1998). Elle ne possède 

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 entraîne un phénotype thermo- et cryo-sensible ainsi qu’une croissance 

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

 

 

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

Les feuillets  homologues sont représentés en bleu. Un quatrième 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 l’initiation de la transcription et 

particulièrement 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 

gène IMD2 de levure codant l’IMP déhydrogénase (Jenks et al., 2008). Le motif de 

liaison du zinc en position N-terminale est impliqué dans l’initiation de la transcription. 

Le deuxième motif de liaison du zinc en position C-terminale de la protéine, 

homologue à celui de TFIIS (Hemming and Edwards, 2000; Kaine et al., 1994), est 

impliqué dans l’étape d’élongation.  

TFIIS stimule l’activité intrinsèque de clivage d’un transcrit naissant par l’ARNP 
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II. 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 gène DST1 codant TFIIS et 

celle de RPB9 diminuent la fidélité de la transcription. Par ailleurs, l’expression de 

protéines mutantes de RPB9 incapables d’augmenter l’activité de TFIIS, ne restaure 

pas le phénotype alors que celle de RPB9 sauvage le peut. Ce phénotype est plus 

sévère dans le cas d’un double mutant. Ceci suggère que RPB9 maintient la fidélité 

de la transcription via deux mécanismes: l’augmentation de la stimulation de l’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 l’ADN) sont impliquées de manière indépendante dans le phénomène 

de réparation couplée à 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 RPB9 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 

modèle dans lequel la sous-unité RPB9 contrôle la fidélité de la transcription en 

retardant la fermeture de la « trigger loop » à l’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 l’ARNP II 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 l’ARNP III (C11). Les ARNP I et 

ARNP III contiennent un domaine catalytique de liaison au zinc dans la partie C-

terminale qui complètent le site actif de l’ARNP, tandis que l’ARNP II contient un 

domaine non-catalytique de liaison au zinc qui est immobilisé sur la surface de 

l’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 possède une partie C-terminale basique et un motif de liaison du zinc 

conservé, chez les eucaryotes et les archébactéries (Mackereth et al., 2000).  
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La structure tridimensionnelle de RPB10 de l’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 à zinc» qui 

consiste en 3 hélices 

atypique (CX2CXnCC) et sert de pont entre la boucle N-terminale et l’hélice 3 

(Mackereth et al., 2000).  

 

 

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

Les 3 hélices  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 l’homme et de S. pombe, indique que la conservation de séquences 

entre ces sous-unités s’étend à 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 

espèces est essentiel à la survie de S. cerevisiae (Das et al., 2006; Gadal et al., 

1999). Alors que la partie C-terminale basique est essentielle, seule la première 

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 β 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 à la 

sous-unité C128 et un défaut d’assemblage de l’ARNP III (Rubbi et al., 1999). 

En plus de son rôle dans l’assemblage, l’implication de la sous-unité RPB12 

humaine dans l’activation transcriptionnelle a été suggérée (Schlegel et al., 2000). 

En effet, une interaction directe a été montrée entre le coactivateur BRCA1 et les 

sous-unités HsRPB2 et HsRPB12. Ces sous-unités pourraient donc avoir un rôle 

dans l’activation transcriptionnelle spécifiquement liée à BRCA1 (voir aussi IV.2.6.)  

Une récente étude montre que la protéine NS5A du virus de l’hépatite C 

réprime l’expression du gène HsRPB12 et que la modulation de la transcription de la 

cellule hôte par NS5A serait induite par cette répression (Jung et al., 2007).  

La sous-unité P de l’ARNP de l’archébactérie sous le contrôle d’un promoteur 

fort de levure supprime le phénotype létal d’un mutant RPB12. La sous-unité 

RPB12 de la levure peut remplacer fonctionnellement la sous-unité P lors de la 

reconstitution de l’ARNP de l’archébactérie (Pyrococcus furiosus) (Reich et al., 

2009).  

 

IV.3. Structure tridimensionnelle de l’ARN Polymérase II 

Les premières études cristallographiques de l’ARNP II ont été effectuées chez 

la levure en utilisant l’enzyme formée de dix sous-unités (c’est-à-dire toutes sauf 

RPB4 ET RPB7) (Cramer, 2000; Cramer et al., 2001; Fu et al., 1999). La structure 

cristallographique de la polymérase complète, avec ses 12 sous-unités, a été 

obtenue avec des complexes purifiés à 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 l’ARNP II complète.  
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 sphères bleues et l’ion 
magnésium du site actif par une sphère rose (Armache et al., 2005). 

 

 

Deux autres approches ont été utilisées afin d’obtenir des cristaux de l’ARN Pol 

II à 12 sous-unités : la première a utilisé un complexe portant une étiquette TAP 

(Tandem Affinity Purification) de Rpb4 (Bushnell and Kornberg, 2003), alors que la 

deuxième a utilisé des complexes purifiés d’une lignée rpb4 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 l’essentiel de 

masse de l’enzyme et forment un sillon (cleft) chargé positivement par lequel 

s’introduit l’ADN matrice (figure 23). Les autres sous-unités, plus petites, sont 

arrangées à l’extérieur de l’enzyme. L’entrée du sillon est bordée par des mâchoires 

formées en partie de RPB1, RPB9 et RPB5. L’un des côtés du sillon forme une pince 

mobile (clamp) qui pourrait adopter une conformation ouverte ou fermée selon qu’elle 

interagit ou non avec l’ADN.  

Le domaine C-terminal de la sous-unité RPB1 de l’ARNP II (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 Mg2+. Une hélice de RPB1 appelée l’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 

l’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 

l’ARNP II (Cramer et al., 2001).  

 

 

Figure 23 : Structure cristallographique de l’ARNP II de S. cerevisiae 

L’enzyme présente un sillon (RPB1) bordé à son entrée par une paire de mâchoires, supérieure 
(partie de RPB1 et RPB9) et inférieure (RPB5), et au fond duquel se trouvent deux ions Mg

2+
 qui 

matérialisent l’emplacement du site actif. Près du site actif, l’hélice de pontage (RPB1) traverse le 
sillon pour rejoindre RPB2. Le pore localisé à l’arrière de l’enzyme permettrait l’entrée des 
ribonucléotides et la sortie de l’extrémité 5’ libre de l’ARN (Cramer et al., 2001). 

 

 

L’hétérodimère 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 hétérodimère s’attache au reste de l’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 modèles principaux ont été proposés. 

Dans le premier modèle, 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 deuxième modèle, le NTP se lierait tout d’abord dans un site d’entrée 

du pore situé au dessous du centre catalytique et dans une deuxième étape il serait 

orienté par le Mg2+ (B) directement dans le site d’insertion (Westover et al., 2004). Le 

premier modèle a été confirmé par des études plus récentes de l’ARNP II eucaryote 

(Brueckner et al., 2009; Wang et al., 2006) ou bactérienne (Vassylyev et al., 2007).  

L’alpha-amanitine est l’une des mycotoxines du champignon vénéneux Amanita 

phalloides. A faible concentration, l’-amanitine est un inhibiteur sélectif des ARNP II 

eucaryotiques (Kedinger et al., 1970). La structure cristallographique de l’ARNP II de 

la levure S. cerevisiae complexée à l’-amanitine a été résolue à 2,8 Å (figure 24). 

Les résidus de l’ARNP II en contact avec l’-amanitine sont situés dans l’hélice de 

pontage « bridging helix » entre les deux grandes sous-unités RPB1 et RPB2 

(Bushnell et al., 2002). 

 

 

 

Figure 24 : Localisation de l’-amanitine fixée sur l’ARNP II 
A : Vue schématique en coupe du complexe de l’ARNP II en cours de transcription et montrant la 

fixation de l’-amanitine (sphère rouge) ainsi que les acides nucléiques et certains éléments 
structuraux du site actif de l’enzyme. L’ARN est figuré en rouge. B : Représentation en rubans de la 

structure du complexe l’ARNP II / -amanitine. Les résidus en contact avec -amanitine sont montrés. 
Les atomes de zinc sont montrés par des sphères bleu-clair et l’ion magnésium du site actif par une 
sphère rose. 
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IV.4. L’assemblage de l’ARN polymérase II 

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 à l’-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 II est alors assemblée dans le cytoplasme et puis 

les enzymes entièrement assemblées sont importées dans le noyau (Boulon et al., 

2010; Corden, 2011). 

Chez la levure S. cerevisiae, l’import nucléaire de la Pol II nécessite la protéine 

Iwr1 (Putative transcription factor Iwr1). Iwr1 se lie à l’ARNP II dans le centre actif 

entre les deux grandes sous-unités. Cette protéine possède un signal de localisation 

nucléaire (NLS, Nuclear Localization Signal) (Kosugi et al., 2009) qui est reconnu par 

la karyophérine , ce qui permet de diriger la polymérase vers le noyau. La présence 

de l’ADN et des facteurs d’initiation de la transcription induit la dissociation du 

complexe Iwr1/ARNP II et libère l’enzyme. La protéine Iwr1 ainsi dissociée est 

exportée vers le cytoplasme grâce à sa séquence NES (Nuclear Export Signal) 

(Czeko et al., 2011; Kosugi et al., 2009). 

La protéine 4 associée à l’ARNP II (RPAP4/GPN1), joue la navette entre le 

noyau et le cytoplasme et régule l’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 HsRPB1 

dans un processus qui exige également l’assemblage des microtubules (Forget et 

al., 2010). 
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Les données disponibles à l’heure actuelle ne sont pas encore suffisantes pour 

décrire un cheminement complet, mais sont compatibles avec l’existence de deux 

intermédiaires assemblés dans le cytoplasme avant de produire l’enzyme complète 

(figure 25) (Corden, 2011). 

 

 

 

 

Figure 25 : Assemblage et transport de l’ARNP II.  
Les sous-unités individuelles de l’ARNP II sont indiquées en formes colorées. Les intermédiaires 
potentiels formés au cours de l’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 l’enzyme se fixe sur un promoteur, soit elle se décompose en unités 
libres. Ces sous-unités peuvent être, soit transportées vers le cytoplasme pour un nouvel assemblage, 
soit assemblées sur le promoteur comme cela a été montré pour la Pol I (Corden, 2011; Dundr et al., 
2002). 
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V. La sous-unité HsRPB11 

V.1. Organisation du gène et isoformes 

La localisation chromosomique du gène codant pour cette sous-unité a été 

identifiée au sein de notre laboratoire en utilisant une sonde génomique comprenant 

la partie 5 du gène. Ceci a permis d’identifier trois locus qui sont situés sur le 

chromosome 7 (7p12, 7q22 et 7q11.23), indiquant la présence de plusieurs gènes 

indépendants (figure 26) (Grandemange et al., 2001).  

 

 

 

 

 

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 

métaphase présentée sur la droite a été hybridée avec une sonde génomique comprenant la partie 5 
du gène de HsRPB11a. Les têtes de flèches blanches indiquent la position des locus liés 
spécifiquement. 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 gènes (POLR2J1 à 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 gène RPB11 

unique. Une étude récente a identifié le gène POLR2J (7q22) comme un nouvel 

oncogène potentiel dans le cancer du poumon. L’activation de ce gène a été 

confirmée chez un panel de tissus pulmonaires tumoraux comparés à des tissus 

pulmonaires normaux correspondants (Campbell et al., 2008b). La caractérisation de 

la séquence génomique codant la sous-unité HsRPB11 a permis l’identification de 

deux types de gènes qui sont appelés : type « a » et type « b » (figure 26).  
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Le type « a » ou HsRPB11a contient la séquence codante de l’ARNm 

précédemment caractérisée (Acker et al., 1997; Fanciulli et al., 1996).  

Le type de gène « b » appelé HsRBP11b. La transcription de ce gène donne 

lieu à deux isoformes nommés HsRPB11b et HsRPB11b (Grandemange et al., 

2001).  

Le gène POLR2J1 code la sous-unité RPB11a dont la séquence peptidique est 

identique à son orthologue de souris. Cette protéine est retrouvée dans la Pol II 

fonctionnelle. Les gènes POLR2J2 et 3 codent les isoformes appelés HsRPB11b et 

HsRPB11b. Le gène POLR2J4 a perdu le codon ATG, et serait plutôt à considérer 

comme un pseudogène.  

 

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

spécifique 

Les gènes POLR2J2, 3 et 4 sont transcrits et les niveaux de leurs messagers 

varient d’un tissu à l’autre, mais les protéines correspondantes n’ont pas encore été 

détectées. Ces transcrits sont soumis à des épissages alternatifs, ce qui n’est pas le 

cas des transcrits de POLR2J1. La différence entre ces deux types de gènes 

HsRPB11a et HsRPB11b se situe dans la partie 3. Le messager HsRPB11b diffère 

de b par l’excision de l’exon 3 suite à un mécanisme d’épissage alternatif. Ceci 

change la phase de lecture, l’exon 4 devenant entièrement codant. Le codon stop se 

retrouve alors dans le cinquième exon (figure 27 A) (Grandemange et al., 2001). 

Il est intéressant de remarquer que l’analyse des séquences montre que les 

polypeptides HsRPB11a, HsRPB11b et b ont des tailles similaires : 117, 115 et 

116 résidus avec un poids moléculaire d’environ 13,3, 13, et 12,7 kDa 

respectivement. La partie N-terminale de la sous-unité HsRPB11a diffère du 

polypeptide HsRPB11b par la présence d’une lysine supplémentaire à la jonction 

entre les exons 1 et 2. 

En revanche, les parties C-terminale de ces polypeptides sont très différentes 

(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 HsRPB11b, il génère un peptide hydrophobe de 10 résidus. 
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Concernant HsRPB11b, en raison de l’absence de l’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). 

 

 

 

 

Figure 27 : Structure de l’ARN messager et la séquence peptidique de HsRPB11.  
A) Structure de l’ARN messager de HsRPB11a, bα et bβ. 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 
indiquée. B) Séquences d’acides aminés des polypeptides HsRPB11a, bα et bβ. Les séquences 
codantes des ARNm identifiées pour les deux gènes (a et b) sont alignées avec leur nom et leur taille 
(acides aminés), indiquée sur la gauche et à droite, respectivement. Les bords des exons pour 
chaque partie de la séquence et leurs numéros correspondants sont indiqués. La séquence de 
HsRPB11a a été utilisée comme référence et la lysine supplémentaire à la jonction entre les exons 1 
et 2 est montrée en rouge. Seulement les résidus qui sont diffèrents sont indiqués. La séquence de 
RPB11 de S. cerevisiae (ScRPB11) est montrée ci-dessous (Grandemange et al., 2001). 
 
 

 

 

Les différents transcrits des gènes POLR2J ont été détectés par l’analyse de 

Northern-blot et RT-PCR dans la plupart des tissus humains. L’expression de ces 

ADNc 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 HsRPB11a est 

majeure dans plupart des tissus avec des niveaux plus élevés dans le cœur et le 

muscle squelettique. Son expression par contre est plus réduite dans le colon, le 

poumon, intestin grêle et l’utérus. En revanche, l’ARNm de HsRPB11b est le plus 

abondant dans le cerveau. La transcription de HsRPB11b est faible dans tous les 
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tissus, mais plus importante dans le cœur, les muscles squelettiques et de l’ovaire 

(Grandemange et al., 2001). 

Fanciulli et ses collaborateurs ont montré la surexpression des messagers de 

HsRPB3 et 11 dans certains tissus particulièrement dans le cœur, les muscles 

squelettiques après 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 à 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 l’isoforme HsRPB11b et les sous unités de l’ARNP II ont 

été étudiées et comparées à celles observées entre HsRPB11a et les autres sous-

unités de l’enzyme. La partie N-terminale codée par les exons 1 et 2, contient d’un 

motif conservé appelé le « motif  » responsable de l’interaction RPB3/RPB11 (figure 

28). Les différentes isoformes sont tous les trois capables d’interagir avec RPB3, ce 

qui n’est pas totalement inattendu puisque le motif  est présent pour toutes. 

L’isoforme HsRPB11b, comme HsRPB11a, n’interagit qu’avec HsRPB3. Par contre, 

HsRPB11b interagit également avec d’autres sous-unités : HsRPB4, 5, 6, 7 et 12 

(Grandemange et al., 2001). 

 

 

 

Figure 28 : Structure de la sous-unité RPB3 et RPB11 de la levure et l’homme.  

(A) Alignement des séquences peptidiques de ScRPB11 (Sc11), HsRPB11a (Hs11a) et HsRPB11b 

(Hs11b). Les homologies des séquences entre la levure et l’homme sont présentées. Les barres 
verticales et des points indiquent les résidus identiques et similaires, respectivement. L’élément 

conservé (motif ) est encadré. Les résidus surlignés en jaune ont été soumis à la mutagénèse 

dirigée. Les hélices alpha et les feuillets  sont présentés par des boîtes jaunes et les flèches 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 l’hétérodimère Sc3/Sc11. 
Les rubans rouge et jaunes représentent les polypeptides Sc3 et Sc11, 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 RPB11 ont 

montré que le variant HsRPB11b est capable de s’intégrer à l’ARNP pour former un 

complexe actif in vivo. Par contre, ni HsRPB11b, ni HsRPB11a, qui est le 

polypeptide détecté dans l’enzyme humaine, ne sont capables de complémenter 

dans la levure (Grandemange et al., 2001). 

Les isoformes HsRPB11b et HsRPB11b présentent des domaines 

(correspondant à l’exon 4) fortement homologues à des domaines présents dans des 

protéines HsPMS2L (Humain Post-Meiotic Segragation 2 Like) (Kondo et al., 1999). 

Ces protéines présentent elle-même une forte homologie avec des séquences 

peptidiques de la protéine HsPMS2, impliquée dans les mécanismes de réparation 

de l’ADN par « Mismatch Repair » (Kolodner and Marsischky, 1999). Les protéines 

HsPMS2L appartiennent également à une famille de gènes localisés dans les 

mêmes régions que les gènes HsRPB11 sur le chromosome 7. Il est fortement 

probable que la famille de gènes HsRPB11 provienne d’évènements de 

recombinaison entre les gènes HsRPB11a, les gènes HsPMS2L et un autre gène 

(uroplakin) correspondant à l’exon 5 de HsRPB11b. 

L’analyse comparative des hétérodimérisations des sous-unités RPB3 et 

RPB11 de l’homme et la levure a été effectuée par la méthode des double-hybrides. 

L’hétérodimérisation des sous-unités HsRPB3/HsRPB11a, HsRPB3/HsRPB11b et 

ScRPB3/ScRPB11 était facilement détectable, tandis que dans les mêmes 

conditions l’hétérodimère HsRPB3/ScRPB11 ne pouvait pas être détecté. Cette 

absence d’interaction explique l’incapacité de HSRPB3 pour à remplacer ScRPB3 

dans la levure. Par contre la sous-unité ScRPB3 peut interagir avec HsRPB11a et 

HsRPB11b et les résidus qui sont importants pour ces interactions ont été 

identifiés. Des résidus de ScRPB3 qui sont importants dans l’hétérodimérisation de 

ScRPB3/HsRPB11a et ScRPB3/HsRPB11b ont été identifiés. Ces résidus n’ont 

aucun effet sur l’interaction ScRPB3/ScRPB11 (Benga et al., 2005). 

La capacité de HsRPB11b, à la fois de remplacer la sous-unité ScRPB11 

dans la levure et à interagir avec ScRPB3 avec une efficacité similaire à celle de 

ScRPB11 indique que HsRPB11b a le potentiel pour s’intégrer dans le complexe 

d’ARNP II dans les cellules humaines et aussi chez la levure. 

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

testées avec HsRPB11a et HsRPB11b tandis qu’aucun effet sur les sous-unités de 
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la levure n’a pas été détecté. L’hétérodimère ScRPB3/ScRPB11 dépend fortement 

des résidus spécifiques dans la partie C-terminale contrairement aux hétérodimères 

HsRPB3/HsRPB11a ou b qui ne semblent pas s’appuyer autant sur ce contact 

(figure 29) (Benga et al., 2005). 

 

 

 

Figure 29 : Résumé des contacts identifiés entre les sous-unités RPB3 et RPB11 chez l’homme 
et chez la levure et leurs contributions à la stabilité des hétérodimères.  

Les contributions des domaines homologues de Sc11, Hs11a, Hs11b dans hétérodimérisation avec 
des sous-unités Sc3 et Hs3 sont représentées par des flèches à double tête avec des épaisseurs en 
fonction de l’importance des contacts (Benga et al., 2005). 
 
 

 

Ces données indiquent que les interfaces de l’hétérodimérisation ont été 

modifiées au cours de l’évolution d’une manière 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 thèse 

Cette introduction illustre l’importance de la sous-unité HsRPB11 dans le 

complexe de l’ARNP II. Cette sous-unité est une cible d’interaction pour certaines 

protéines notamment Che1, kératine 19 et P35 de baculovirus (Bruno et al., 1999; 

Fanciulli et al., 2000; Takramah et al., 2003). Le gène qui code cette protéine peut 

être surexprimé dans le cancer du poumon (Campbell et al., 2008b).  

L’hétérodimérisation de HsRPB11 avec HsRPB3 joue un rôle structural 

fondamental dans l’assemblage de l’enzyme (Fanciulli et al., 1998; Kimura et al., 

1997). La structure 3D de l’ARNP II humaine à été établie par 

cryomicroscopie électronique à 22 Å (Kostek et al., 2006). Cependant, très peu 

d’études détaillées sur la structure et l’assemblage du complexe de l’ARNP II sont 

disponibles à ce jour.  

L’objectif de cette thèse était de participer à la détermination de la structure 

tridimensionnelle de l’ARNP II 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 dimère très 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 dernière partie de notre projet de thèse 

un essai de détection de l’isoforme HsRPB11b en utilisant une approche de siRNA. 
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Résultats et Discussion 
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Chapitre 1 : Etude structurale de la sous-unité 
HsRPB11a par cristallographie 
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I. Clonage, expression, purification et cristallisation de HsRPB11a 

Le succès de l’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 après les essais de cristallisation. 

 

I.1. Clonage 

À mon arrivée au laboratoire, la séquence codante de la sous-unité HsRPB11a 

était cloné dans le vecteur d’expression pNIR sous le contrôle 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 l’ammonium (Frias et al., 1997). 

Ce gène a également été cloné dans un vecteur d’expression pET sous le 

contrôle 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 gène codant 

l’ARNP de T7 en aval du promoteur lac de telle sorte que la polymérase du phage ne 

soit synthétisée qu’après induction par l’IPTG. 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 système d’expression inductible de protéines recombinantes 

dans les cyanobactéries genre Anabaena avait été mis en place (Desplancq et al., 

2001). Ce système 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 système d'expression est le temps de division 

des cellules qui est relativement long (24h). Nous avons purifié la protéine 

HsRPB11a à 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 

irrégulier des molécules dans le cristal a été observé. 

Pour avoir plus de matériel et dans un temps plus court, nous 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). Après 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 électrophorèse 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). 

 

 

 

 

 

Figure 30 : Analyse SDS-PAGE de l’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 prélèvements des échantillons incubés à 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 flèche. 
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I.3. Purification des protéines 

Les bactéries provenant d’un litre de culture incubé à 37° C et induites à l’IPTG 

(400 M) ont été mises en suspension dans un tampon de lyse (20mM Tris pH 8, 

500mM NaCl, 0,5mM -mercaptoéthanol) contenant 20mM d’imidazole et lysées par 

sonication en présence d’inhibiteurs de protéases (Complete, Roche). Après une 

étape de clarification par ultracentrifugation (30 min à 31000 g), le lysat est incubé en 

«batch» avec la résine Ni-NTA-agarose (QIAGEN) à 4° C. Après un lavage en 

présence d’imidazole (20mM), les protéines fixées à la résine sont éluées par des 

concentrations croissantes d’imidazole ajustée à pH 8 dans le tampon Tris-HCl 

(100mM). Les protéines sont ensuite analysées par SDS-PAGE et les fractions 

d’intérêt (5 à 9) sont réunies pour une étape de gel-filtration (figure 31).  

 

 

 

 

 

Figure 31 : Etape de chromatographie d’affinité sur Ni-NTA suivie par SDS-PAGE. 
Les échantillons correspondant à 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 à l’extrait, effluent de colonne et la fraction après lavage de résine Ni-
NTA à 20 mM d’imidazole respectivement. Les pistes 4 à 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’à 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 déterminée selon la méthode de Bradford à 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 système AKTA FPLC (Fast 

Protein Liquid Chromatography). Le tampon utilisé (20mM Tris-HCl pH 8, 50mM 

NaCl, 0,5mM -mercaptoéthanol) dans ce système 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’après la courbe de calibration de la colonne, cela 

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

 

 

 

 

 

Figure 32 : Chromatogramme de gel-filtration. 
Le pic majeur est montré par une flèche qui correspond à 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 électrophorèse 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’électrophorèse a montré la présence d’une bande à 14,4 kDa correspondant à la 

protéine HsRPB11a soluble et homogène.  

 

 

 

 

 

Figure 33 : L’analyse de la pureté des échantillons obtenus après gel-filtration. 
La purification est suivie par électrophorèse 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 à la protéine 
HsRPB11a sont montrées par une flèche rouge. M : marqueur de poids moléculaires. 
 
 

 

Les fractions correspondant au pic majeur sont rassemblées et la solution 

protéique 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) à 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). 

 

 

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 l’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 à l’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 (Illkirch). 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 

à deux concentrations différentes (6 et 10 mg/ml) et 100 nl de la solution de 

cristallisation. Les essais ont été effectués à 25°C par la technique des gouttes 
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suspendues. Après 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. 

 

 

Figure 35 : Microcristaux obtenus à l’aide de kits de QIAGEN.  
Les micro-cristaux sont montrés avec des flèches blanches. 
 
 
 
 

Les conditions Composition des solutions 

46 100 mM HEPES pH 7,5 ; 800 mM Na2HPO4 ; 800mM KH2PO4. 

65 500 mM Li2SO4; 15 % PEG 8000. 

85a 200 mM (NH4)2SO4; 100 mM NaAc pH 4,6; 25% PEG 4000. 

83 200 mM (NH4)2SO4; 100 mM NaAc pH 4,6; 15% PEG 2000. 

85b 200 mM (NH4)2SO4; 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 à pH 4,6 en présence de PEG 

(PolyEthylène Glycol) qui joue le rôle d’agent cristallisant. Sur la base de ces 

résultats, plusieurs matrices de cristallisation ont été conçues. 

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 %. 

 

 

 

Figure 36 : Optimisation de condition de cristallisation par variation de la concentration du 
PEG. 
La composition de la solution mère (n° 83) est décrite dans le tableau 1. Une variation de pourcentage 
de PEG a été effectuée sans modifier les autres paramètres. Les gouttes sont composées de 1µl de 
protéine à 6 mg/ml et 1µl de la solution de cristallisation. Les cristaux sont observés après 24h 
d’incubation à 22° C. Le volume du réservoir est 500 µl. 



 85 

Nous avons continué à 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 l’effet de cette variation sur l’apparition des 

cristaux. Plus on augmente la concentration de sulfate d’ammonium, plus les cristaux 

sont petits et nombreux. La meilleure condition est difficile à identifier parce qu’à une 

concentration de sulfate d’ammonium 100 mM les cristaux, sont grands, mais pas 

complètement formés même après quelques jours, alors qu’à 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 l’optimum. 

 

 

 

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 
1µl de protéine à 6 mg/ml et 1µl de la solution de cristallisation. Les cristaux sont observés après 24h 
d’incubation à 22° C. Le volume du réservoir est 500 µl.  
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L’analyse de l’effet de changement de pH dans cette condition montre que cette 

protéine cristallise à 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 mère est la suivante : 150 mM NH4SO4 ; 100 mM NaAc pH 3,6, 4,6, 

5,6 et 6,6 ; 13 % PEG 2000. Les gouttes sont composées de 1µl de protéine à 6 mg/ml et 1µl de la 
solution de cristallisation. Les cristaux sont observés après 24h d’incubation à 22° C. Le volume du 
réservoir est 500 µl.  
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Les essais d’optimisation ont été effectués avec des concentrations de protéine 

qui varient de 5 à 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. 

 

 

 

Figure 39 : Optimisation de condition de cristallisation en fonction de la concentration de 
protéines. 
La composition de la solution mère est la suivante : 150 mM NH4SO4 ; 100 mM NaAc pH 4,6 ; 13 % 
PEG 2000. Les gouttes sont composées de 2 µl de protéine et 2 µl de la solution de cristallisation. Les 
cristaux sont observés après 24h d’incubation à 22° C. Le volume du réservoir est 500 µl.  
 
 

 

Les cristaux obtenus dans différentes conditions ont été congelés directement 

dans l’azote liquide après 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 pêché avec une boucle de taille adaptée et on l’a transféré dans la 

solution cryoprotectante. Les cryoprotectants utilisés étaient le glucose, le glycérol, 

l’éthylène glycol, et le MPD (Methyl Propane Diol) à 20 %. Les cristaux congelés 

dans l’azote liquide ont été testés par diffraction des rayons X à l’ESRF (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’à 2,9 Å de 

résolution. Les taches obtenues montrent une mosaïcité importante. Plus la protéine 

est concentrée plus la mosaïcité est grande et la divergence des faisceaux diffractés 

est importante. Cependant une forte mosaïcité risque d’entraîner des problèmes 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 à utiliser la structure de 

ScRPB11 comme modèle pour déterminer l’orientation et la position de la molécule 

recherchée. A cause de la mosaïcité observée, le phasage par la méthode de 

remplacement moléculaire ne nous a pas permis de valider la structure de manière 

définitive, mais il s’agit d’un modèle approximatif. 
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I.7. Construction du premier modèle  

Nous disposons d’un modèle approximatif de la structure de HsRPB11a (figure 

40). Les données de diffraction disponibles sont compatibles avec un dimère. Cette 

structure n’est pas publiable, car le modèle obtenu ne reflète pas l’ensemble des 

données expérimentales. Il est donc nécessaire d’utiliser une autre méthode de 

phasage.  

 

 

Figure 40 : Modèle approximatif de la structure de HsRPB11a. 
Les données de diffraction des rayons X ont été enregistrées jusqu’à 3,4 Å de résolution à 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. 
 
 

II. Résolution du problème de la phase 

II.1. Remplacement isomorphe multiple 

La méthode MIR (Remplacement Isomorphe Multiple) consiste à 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 

spécifiquement en des sites précis de la molécule, sans en modifier l’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), l'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 à obtenir des cristaux en 

présence des métaux lourds. Cette expérience de co-cristallisation montre l’effet de 

différentes concentrations des métaux lourds sur la formation et la croissance des 

cristaux (figure 41).  

 

 

Figure 41 : l’essai de co-cristallisation des protéines avec des métaux lourds. 
La composition de la solution mère est la suivante : 400 mM LiSO4 ; 100 mM NaAc pH 4,6 ; 11 % PEG 
8000. Les gouttes sont composées de 1 µl de protéine et 1 µl de la solution de cristallisation 
contenant 0,05 à 0,3 mM de Hg, Eu et le Pb. Les cristaux sont observés après 24h d’incubation à 22° 
C. Le volume du réservoir est 500 µl.  

 
 

Les cristaux obtenus ont été examinés au synchrotron à l’ESRF et aucune 

information de phase n’a pu être extraite de la mise à l’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. 



 91 

II.2. Analyse par spectrométrie de masse 

La protéine purifiée a été incubée pendant 24 h avec le mercure (0,2mM) et 

puis soumise à une électrophorèse sur gel de polyacrylamide en conditions 

dénaturantes (SDS-PAGE, 8%) (figure 42). Les bandes correspondant à 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 

génomique structurale de l’IGBMC. Le résultat a confirmé que le mercure n’a pas été 

fixé de façon covalente sur la protéine. 

 

 

 

 

Figure 42 : Les échantillons préparés pour être analysés en spectrométrie de masse. 
La bande correspondant à 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. 

 

 

III. 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 problèmes de macle et 

surtout d’augmenter l’ordre cristallin. Nous avons essayé de réduire la vitesse de 

croissance des cristaux par la cristallisation à 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 (Zn2+, Mg2+,…), 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 grâce à 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 régulière (Cudney et al., 1994). Les cristaux obtenus ont été examinés au 

synchrotron à l’ESRF. Aucune amélioration de la qualité de diffraction n’a été 

observée.  

Beaucoup de protéines purifiées résistent à la cristallisation en raison de la 

nature intrinsèquement flexible de certains résidus de surface. En particulier, les 

résidus lysine et acide glutamique à la surface des protéines ont des chaînes 

latérales longues qui sont très mobiles. Ces chaînes latérales doivent être localisées 

dans l’espace afin de promouvoir des interactions homogènes intermoléculaires 

nécessaires à la formation d'un réseau cristallin. L’addition de groupements méthyle 

sur l’amine de la chaîne latérale de lysines a été utilisée pour favoriser la 

cristallisation par « immobilisation » de ces chaînes 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 

apparaître 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 à la protéine non méthylée (13 468) un supplément de 

masse qui correspond à 24 groupements méthyle (24 fois 14 Da par méthyl). Ceci 
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est conforme à une réaction complète 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.  

 

 

 

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 à partir 
des protéines méthylées. Les masses moléculaires sont présentées en Da. 

 

 

 

Plusieurs autres kits de cristallisation (Additive Screen, Salt Rx, PEG Ion 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). Après 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 

33 

91 

Salt Rx 

0,7M tri-Sodium Citrate dihydrate ; 0.1 M Bis-Tris Propane pH 7.0 

1.2 M DL-Malic Acid pH 7.0 ; 0.1 M Bis-Tris Propane pH 7.0 

0.5 M Potassium Thiocyanate : 0.1 M Tris pH 8.5 

1 

2 

3 

6 

Additive 
Screen 

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

+ 
1) : 0.1 M Barium chloride dihydrate 
2) : 0.1 M Cadmium chloride hydrate 
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 même forme de cristal hexagonal avec le même problème de 

macle et une forte mosaïcité. La persistance du problème nous a amené à tenter de 

modifier le polypeptide lui-même.  

IV. 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 derrière de 

l’étiquette 6xHis. Ceci nous a permis, après 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. Après une 

étape de purification sur les résines Ni-NTA, l’échantillon a été dessalé sur une 

colonne (PD-10 de Amersham Biosciences) et incubé avec la protéase 6xHis+TEV à 

8°C pendant 12 heures.  

Une deuxième chromatographie d’affinité sur résine Ni-NTA agarose à été 

effectuée pour piéger la protéase TEV et éventuellement les protéines non digérées. 

Finalement la protéine est ensuite purifiée sur une colonne de gel filtration Superdex 

75 16/60 (GE Healthcare).  

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

des microcristaux avec la protéine étiquetée 6xHis. Nous avons aussi réalisé une 
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recherche de conditions de cristallisation à l’aide des kits « Classics suite » et « 

Classics lite suite » de QIAGEN. Les conditions obtenues sont pratiquement 

identiques à 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. 

 

 

 

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 à 8°C. Les pistes (1) et (2) 
correspondent à 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 à l’argent. M : marqueur de poids moléculaires en kDa.  

 
 

IV.2. Cristallisation de la protéine de fusion MBP-HsRPB11a 

La MBP (Maltose-Binding-Protein) est une protéine extrêmement soluble. Cette 

étiquette est couramment utilisée afin d’augmenter la solubilité de la protéine à 

laquelle 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-HsRPB11a 

La protéine MBP a été fusionnée à la protéine HsRPB11a en position N-

terminale (afin de trouver une autre forme cristalline). L’expression du gène de fusion 

a été induite en utilisant un milieu d’auto-induction (Studier, 2005) : un litre de culture 

d’E. coli BL21(DE3) transformées par le vecteur recombinant est incubé pendant 48h 
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à température ambiante (25°C). Le milieu d’auto-induction contient à 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 l'ordre de 

11 à 13 contre 5 à 7 dans un milieu LB induit par l’IPTG). 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 piste1) et aussi par Western-Blot (non montré).  

La protéine de fusion est ensuite purifiée, à partir de l’extrait brut contenant les 

protéines bactériennes (20mM Tris-HCl pH 8, 500mM NaCl, 1mM DTT, inhibiteurs de 

protéases (complete, Roche)), par une incubation en «batch» avec les billes de 

résine amylose (QIAGEN) à 4°C (figure 45 pistes 2 et 3). Après un lavage avec le 

tampon de lyse, les protéines fixées à 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-HCl pH 8, 50mM NaCl, 1mM DTT). Les 

fractions correspondant au pic sont rassemblées et la solution protéique est 

concentrée pour les essais de cristallisation. 

 

 

 

 

Figure 45 : Purification de protéines de fusion MBP-HsRPB11a. 
Analyse de la protéine de fusion MBP-HsRPB11a exprimée dans E.coli BL21(DE3). Après 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 électrophorèse 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 cristallogénèse sur la protéine MBP-HsRPB11a ont été effectués 

avec le crible des 864 conditions proposées par la plateforme à haut débit de 

l’IGBMC. Pour cela, un premier essai a été effectué avec une protéine concentrée à 

10 mg/ml. Lors de la première inspection après 48h, une séparation de phase est 

observée dans environ 60 % des gouttes (même après 1 mois) ce qui indique que la 

concentration de protéine est trop faible. Un deuxième 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-HsRPB11a à 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 lumière (DLS) 

La protéine de fusion MBP-HsRPB11a a été analysée par la technique de la 

diffusion de la lumière (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 l’ordre de 35 %. Cette polydispersité traduit une 

hétérogénéité qui explique peut-être l’absence de la cristallisation de cette protéine 

de fusion. 
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Figure 46 : Analyse de l’homogénéité 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 HsRPB11a 

Le but de cette expérience est d’améliorer l’homogénéité 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 à déléter les parties 

mobiles sans altérer la fonctionnalité des protéines, pour augmenter leur compaction 

et favoriser leur aptitude à cristalliser. Cette stratégie peut permettre d’obtenir ensuite 

des cristaux qui diffractent à plus haute résolution.  

IV.3.1. Les différentes constructions 

Le choix des résidus à déléter a été fait en analysant le modèle 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 l’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 à de petits peptides qui semblent mobiles dans la 

structure.  

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

acides aminés du côté C-terminal a également été construit (figure 47C). 
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Figure 47 : Présentation des mutants de délétion de HsRPB11a 
A) La séquence peptidique de la protéine HsRPB11a. B) Présentation des délétions effectuées dans 
les parties N et C-terminale par rapport à 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 à 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 paramètres au cours de l’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. 

Après 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 ((N (1-5) et 

C (112-117)) ont échoué en raison d’une très faible production de cette protéine. 

Les profils chromatographiques des protéines N (1-5) et C (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 à celui obtenu pour la protéine 

sauvage (figure 48 A).  

 

 

 

Figure 48 : Chromatogramme de gel-filtration et analyse des fractions par électrophorèse. 
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 à l’exception des 

mutants N (1-5) et C (112-117). Les pics 1, 2 et 3 correspondent à des masses moléculaires 

d’environ 80, 40 et 26 kDa respectivement. L’analyse de fraction des pics 1 à 3 sur gel (piste 1 à 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 N (1-5) et C (112-117) montre trois pics correspondants à des masses moléculaires 

d’environ 80, 40 et 26 kDa respectivement. L’analyse de fraction des pics 1 à 3 sur gel (piste 1 à 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 
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solution protéique est concentrée à 6 mg/ml pour les essais de cristallisation. 

 

 

Figure 49 : Analyse des protéines purifiée en gel SDS-PAGE 

La pureté des préparations a été vérifiée sur un gel de polyacrylamide en conditions dénaturantes 
(SDS-PAGE, 10-20 %). Le gel est coloré à l’argent. M : le marqueur de poids moléculaires en kDa. 
  

IV.3.3. Analyse par spectrométrie de masse 

Les protéines purifiées ont des tailles très proches. Elles sont difficiles à 

distinguer par électrophorèse 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 à la liste des masses expérimentales 

relevées sur les spectres. Toutes les masses obtenues correspondent exactement à 

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

 

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

Protéine 
Masse 

attendue 
(Da) 

Masse  
mesurée  

(Da) 
Protéine 

Masse 
attendue 

(Da) 

Masse  
mesurée  

(Da) 

∆ 1 13 337 13 337 ∆ 117 13 339 13 339 

∆ 1-2 13 223 13 226 ∆ 116-117 13 226 13 226 

∆ 1-3 13 152 13 151 ∆ 115-117 13 169 13 168 

∆ 1-4 13 054 13 054 ∆ 114-117 13 040 13 039 

∆ 1-5 12 957 12 957 ∆ 113-117 12 911 12 911 

La protéine 
WT (1-117) 

13 468 13 468 ∆ 112-117 12 783 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 à l’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 même 

façon que la protéine sauvage. Certains nous ont permis d’obtenir rapidement des 

micro-cristaux (après 24 h à 22°C), d’autres ont cristallisé plus lentement (après 48 à 

72 h à 22°C), enfin certains mutants n’ont pas cristallisé du tout dans ces conditions 

(∆N (1-4), ∆N (1-5) et ∆C (112-117)). Le tableau 9 présente les conditions obtenues 

pour chaque mutant ainsi que leurs compositions. 

 

 

 

Les mutants 
Les 

conditions 
La composition des conditions 

∆C (117) 26  
26) : 100 mM Citrate de sodium pH 5,6, 1M   

Phosphate d’ammonium. 
 
27) : 100 mM Tris-HCl pH 8,5, 2M Phosphate  

d’ammonium. 
 
46) : HEPES pH 7,5, 800 mM Phosphate de  

sodium, 800 mM Phosphate de potassium. 
 
65) :    500 mM Sulfate de lithium, 15% PEG 8000. 
 

∆C (116-117) 26 

∆C (115-117) 65 

∆C (114-117) 27 

∆C (113-117) 65,46,26 

∆N (1) 26 

∆N (1-2) 65 

∆N (1-3) 65 

 
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 même façon que décrit 

précédemment. Les cristaux sont toujours de forme hexagonale sauf dans la 

condition 65 avec les mutants ∆C (115-117) et ∆N (1-2), où une forme hexagonale 

sans pyramides a été observée (figure 50). 
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Figure 50 : Nouvelle forme cristalline obtenue à partir des mutants de délétion. 
Les cristaux obtenus à partir des mutants (1) ∆C (115-117) et (2) ∆N (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, 

éthylène glycol ou MPD avant d’être congelé dans l’azote liquide. Le test de 

diffraction a été effectué en collaboration avec Dr. Bruno P. KLAHOLZ de l’IGBMC. 

Dans ces conditions cryo-protectantes, les cristaux n’ont pas diffracté ou 

à très basse résolution. Nous avons observé la formation de cristaux d’eau à 

l’intérieur de l’échantillon. Ceci montre que les cryo-protectantes utilisées n’ont pas 

empêché 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, l’huile de paratone à permis de réduire la formation des cristaux de glace. La 

meilleure résolution (5 à 7Å) a été obtenue avec les deux mutants (N 1-2) et ∆C 

(116-117). Les jeux de données sur les différents cristaux montrent une mosaïcité en 

général élevée pour nos cristaux.  

 

 

 



 104 

V. Discussion et perspectives 

La purification de la protéine est une étape clé pour parvenir à sa cristallisation. 

Cette étape a fait l'objet de nombreuses optimisations. Notamment, le milieu d’auto-

induction a permis d’obtenir un taux d’expression des protéines 2 à 3 fois plus élevé 

par rapport au milieu induit par l’IPTG. Nous avons observé au cours de la 

purification par la chromatographie d’exclusion, que la protéine HsRPB11a se 

comporte plutôt comme un dimère. En effet, le profil d'élution de HsRPB11a 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 purifié HsRPB11a et obtenu des cristaux. Les données de 

diffraction des cristaux obtenus avec la protéine étiquetée (6xHis) ont révélé une 

mosaïcité importante, probablement liée à un problème de maclage des cristaux, 

correspondant à plusieurs phases cristallines d’orientations différentes dans le 

cristal. Ces problèmes 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 HsRPB11a par la méthode de remplacement 

moléculaire malgré une homologie importante avec la protéine de levure. En 

revanche, l’analyse de ces données indique que cette protéine est sans doute sous 

forme de dimère dans le cristal. 

Il est néanmoins important de noter que le processus de cristallisation de cette 

protéine était très rapide (5h à 22°C), ce qui pourrait expliquer un empilement 

incorrect des molécules dans le cristal, favorisant ainsi un maclage. Nous avons 

réussi à réduire la vitesse de nucléation et de croissance des cristaux (3 à 5 fois) par 

la cristallisation à 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 l’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 l’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 l’une des méthodes les plus utilisées pour 

déterminer la phase des facteurs de structure des macromolécules biologiques. En 

effet, l’un des avantages de la méthode MAD est qu’il est possible d’obtenir plusieurs 

jeux de données nécessaires à la résolution de la structure, à partir d’un seul cristal. 

La méthode consiste à exprimer la protéine d'intérêt en incorporant dans le milieu de 

culture de la sélénométhionine à la place de la méthionine, l’atome de soufre de cet 

acide aminé étant remplacé par un atome de sélénium. Le problème 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 l’homodimérisation. 

Les propriétés des cristaux de protéines peuvent souvent être 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 mosaïcité, une 

amélioration des profils des taches de diffraction, une amélioration de la résolution 

ou du pouvoir de diffraction de l’échantillon. 

Une autre méthode que nous avons employé pour améliorer la qualité des 

cristaux est la méthylation des protéines. La méthylation hétérogène de HsRPB11a a 

peut-être 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 façon générale 

sa présence s’avère gênante dans la cristallisation, mais dans le cas de HsRPB11a 

aucune différence n’a été observée par rapport à la protéine non clivée. 

Un essai de cristallisation de la protéine de fusion MBP-HsRPB11a a été 

effectué, car la MBP est une protéine très 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 

HsRPB11a avec la MBP a généré une protéine de fusion avec des comportements 

complètement différents de HsRPB11a au point de vue cristallographique. Plusieurs 

conditions de cristallisation (à différentes concentrations) ont été utilisées. Le test 

préliminaire de précipitation par le PEG donne un indice sur la concentration 

nécessaire de la protéine à cristalliser. Ce test a été positif avec la protéine 

concentrée à 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 être due à la 

concentration élevée des protéines ou à un repliement hétérogène.  

Nous avons tenté de co-exprimer les sous-unités RPB3 et RPB11a et de les 

cristalliser. Nous avons rencontré d’importants problèmes 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 entraîner 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 N (1-5) et C (112-117) a pu être compensée en 

augmentant le volume de culture. 

Les cristaux obtenus à partir des mutants ont montré le même problème de 

mosaïcité. Les clichés de diffraction obtenus ont été plus ou moins contaminés par la 

formation des cristaux de glace au cours de la congélation. Néanmoins, l’optimisation 

de la composition du cryo-protectant n’a pas permis d’empêcher la formation de la 

glace. Cependant, la recherche des cryo-protectants est en cours.  

Les cristaux obtenus à partir des deux mutants N (1-2) et ∆C (116-117) ont 

diffracté le mieux (5 à 7Å), si on les compare aux autres mutants (8 à 12Å). Des tests 

de cristallisation dans l’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 à résoudre la structure de la protéine HsRPB11a.  
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I. Analyse de l’homodimérisation de la sous-unité HsRPB11a 

L’étape de purification de la protéine HsRPB11a par chromatographie 

d’exclusion a permis de constater que cette protéine se comportait comme un dimère. 

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 parallèle l'homodimérisation des protéines HsRPB11b et 

ScRPB11. 

Nous avons également utilisé la technique du double-hybride pour comparer la 

formation de l’homodimère HsRPB11a avec celle de l’hétérodimère HsRPB3-

HsRPB11a déjà 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 

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

 

I.1. Analyse de l'homodimérisation 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 à l’ADN issu du répresseur LexA, la 

protéine qualifiée d’« appât ». 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 l’expression du gène 

rapporteur -galactosidase intégré dans le génome de la levure L40 (Mat, his3 

200, trp1-901, leu2-3,112, ade2, LYS2::(lexAop)4-HIS3, URA3::(lexAop)8-LacZ, 

GAL4, GAL80). 

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 gène TRP1) et la leucine (pVP16 porte le gène 

LEU2). L’activation du gène rapporteur -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-HsRPB11a seule induit une faible 

activité -galactosidase (-gal) (figure 51, N° 1). En présence de la fusion VP16-
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HsRPB11a, l'activité -gal est fortement augmentée (figure 51, N° 7), ainsi qu’en 

présence de la fusion VP16-Sc11 (figure 51, N° 19). En revanche, en présence de la 

fusion VP16-HsRPB11bα, seule une légère augmentation de l’activité -gal peut être 

observée (figure 51, N °13). Quand une forme mutée de la LexA-HsRPB11a dans le 

motif α est exprimée (E38A, D39A, L42A), pratiquement aucune activité -gal n’est 

détectable (figure 51, N° 2, 8, 14, 20). La protéine HsRPB11a est capable aussi bien 

d’interagir avec elle-même et qu'avec la protéine de levure. Les mutations dans le 

motif  de HsRPB11a affectent fortement ces interactions.  

L’expression de la protéine de fusion LexA-HsRPB11bα seule induit une activité 

-gal légèrement plus élevée (figure 51, N° 3) que celle de la fusion Lex-HsRPB11a 

(figure 51, N° 1). En présence de la fusion VP16-HsRPB11bα, une forte 

augmentation de l’activité -gal est visible (figure 51, N° 15), alors qu’elle est plutôt 

marginale en présence de la fusion VP16-HsRPB11a ou VP16-Sc11 (figure 51, N° 9 

et 21). A nouveau, quand une fusion LexA-HsRPB11bα mutée dans le motif α est 

exprimée (E37A, D38A, L41A), aucune activité -gal n’est détectable (figure 51, N° 4, 

10, 16, 22). La protéine HsRPB11bα a donc la capacité d’interagir avec elle-même et 

légèrement avec HsRPB11a et ScRPB11. Les mutations dans le motif  de 

HsRPB11bα inhibent ces interactions. 

L’expression de la fusion LexA-Sc11 n’induit aucune activité -gal (figure 51, N° 

5). En présence d’une fusion VP16-HsRPB11a, l’activité -gal est fortement 

augmentée (figure 51, N° 11). En présence de la fusion VP16-HsRPB11bα, seule 

une augmentation très marginale de l'activité -gal peut être détectée (figure 48 N° 

17). En revanche, en présence de la fusion VP16-Sc11 (figure 51, N° 23) une très 

légère augmentation de l’activité -gal est présente. Quand une forme mutée dans le 

motif α de la protéine de fusion LexA-Sc11 est exprimée (E38A ; D39A, L42A) au lieu 

de la fusion de type sauvage, l’activité -gal est très similaire (figure 51, comparer N° 

5 et 6, 11 et 12, 17 et 18). Seule la faible activité induite par le type sauvage VP16-

Sc11 est affectée par cette mutation (figure 51, comparer N° 23 et 24). La protéine 

ScRPB11 présente une très faible capacité à former un homodimère, mais elle peut 

fortement interagit avec la protéine humaine HsRPB11a.  
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Figure 51: Étude 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 à 
l’ADN de la protéine LexA (pLexA) fusionnée soit à une protéine sauvage ou à 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 à l’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 mêmes protéines 
sauvages, comme indiqué en haut de la figure. Dans chaque cas, quatre colonies indépendantes ont 
été testées. Les levures ont été étalées côte à côte sur un milieu minimum YNB (Yeast Nitrogen Base) 
complémenté en adénine et histidine. La présence de l’activité bêta-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 à gauche de des colonies de levures. 

 
 
 

Les protéines humaines (HsRPB11) et la protéine de levure (ScRPB11)                  

présentent des propriétés intrinsèques différentes. Les deux isoformes humaines 

HsRPB11a et HsRPB11bα ont montré une capacité d’homodimérisation similaire, 

mais elles interagissent très peu l’une avec l'autre. En revanche, la protéine 

ScRPB11 présente une très faible capacité d’homodimérisation.  

Les trois résidus conservés dans le motif α s’avèrent indispensables pour 

l’homodimérisation dans le cas des protéines humaines (HsRPB11a). En revanche, 

la mutation des mêmes résidus a un effet marginal sur l’interaction de la  protéine 

ScRPB11. 

 

I.2. Analyse comparative de l’homodimérisation et de l’hétérodimérisation de 

HsRPB11a avec HsRPB3 

Nous avons décidé de nous focaliser sur la sous-unité HsRPB11a et 

d’examiner l’effet de plusieurs mutations qui affectent cette sous-unité lorsqu’elle est 
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fusionnée au domaine de liaison à l’ADN de LexA sur les interactions 

HsRPB11a/HsRPB11a et HsRPB11a/HsRPB3 (figure 52). Nous avons comparé 

deux séries de fusions VP16 qui ne diffèrent 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(1) et pVP16(2), respectivement. 

L’expression des protéines de fusion LexA-HsRPB11a seule, soit de type 

sauvage, soit mutées, induisent une activité -gal faible (figure 52, N° 1-6). Encore 

une fois, en présence d'une fusion VP16-HsRPB11a, l’activité -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 α (E38A et 

D39A) n’induit aucune activité -gal (figure 52, comparer N° 2 et 1).  En présence 

d'une fusion VP16-HsRPB11a, l’activité -gal est très proche de celle observée en 

présence de la protéine sauvage LexA-HsRPB11a (figure 52, comparer N ° 7 et 8, 19 

et 20). Au contraire, en présence de la fusion VP16-HsRPB3, une diminution de 

l'activité -gal est observée lorsqu’on compare le type sauvage avec le mutant de 

LexA-HsRPB11a (figure 52 comparer N° 13 et 14, 25 et 26). La double mutation 

(E38A et D39A) dans le motif α n’a d’effet que sur l’hétérodimérisation. 

L’expression du triple mutant (E38A, D39A et L42A) de LexA-HsRPB11a 

supprime le bruit de fond (figure 52, N° 3). En présence d'une fusion VP16-

HsRPB11a, l'activité -gal reste très faible par rapport à la protéine sauvage de 

LexA-HsRPB11a (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 α affecte donc fortement à la fois l’homo- et 

l’hétérodimérisation. 

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 -gal est très proche de celle observée avec 

la protéine sauvage de LexA-HsRPB11a (figure 52, comparer N° 7 et 10, 19 et 22). 

De même, en présence d'une fusion VP16-HsRPB3, l'activité -gal est très proche 

de celle observée en présence de la protéine sauvage LexA-HsRPB11a (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, l’activité -gal 

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

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

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

sont essentiels pour l’homo- et l’hétérodimérisation. 

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

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

l’activité -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-HsRPB3, 

l’activité -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 à un impact plus important sur l’homodimérisation que 

l’hétérodimérisation. 

 

 

 

Figure 52 : Analyse de l’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 à 
l’ADN de la protéine LexA (pLexA) fusionnée soit à une protéine sauvage ou à une protéine mutée 
comme indiqué. Le domaine présenté en couleur bleu correspond au peptide codé par l’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 
(pVP16(1) et pVP16(2)).  Le résultat de chaque combinaison de plasmide est présenté pour quatre 
colonies de levures indépendantes. Les levures ont été étalées côte à côte sur un milieu minimum 
YNB (Yeast Nitrogen Base) complémenté en adénine et histidine. La présence de l’activité bêta-
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 à  gauche de 
des colonies de levures. 
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La formation de l'hétérodimère HsRPB3/HsRPB11a apparaît plus efficace que 

la formation de l'homodimère HsRPB11a.  

Le remplacement de deux résidus (E38A et D39A) dans le motif α par des 

alanines n'a pas affecté significativement l’homodimérisation de HsRPB11a, alors 

que la formation de l’hétérodimère HsRPB11a/HsRPB3 est fortement affectée.  

Au contraire, le remplacement de trois résidus (E38A, D39A et L42A) dans le 

motif α abolit à la fois homo- et hétérodimérisation. 

La partie C-terminale (79-117) de HsRPB11a joue un rôle important pour 

l’homo- comme pour l’hétérodimérisation tandis que la partie (1-79) est plus 

particulièrement critique pour l’homodimérisation.  

 

 

I.3. Analyse de l'homodimérisation par FRET dans les cellules humaines 

Nous avons démontré l’homodimérisation de HsRPB11a 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 (Förster / 

Fluorescence Resonance Energy Transfer) (Forster, 1948). Le technique de transfert 

d’énergie, FRET a été beaucoup utilisée pour démontrer l’existence d’interactions 

protéines-protéines. La molécule « donneur » porte un fluorochrome dont la longueur 

d’onde d’émission correspond à la longueur d’onde d’excitation du fluorochrome 

place sur la molécule « accepteur », l’interaction entre les deux molécules permettant 

le rapprochement des deux fluorochromes. Si les paramètres 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 HsRPB11a est exprimée sous forme de 

protéine de fusion avec un tag protéique (SNAP-tag de BioLabs) soit en position N-

terminale, soit en position C-terminale. Le SNAP-tag est un mutant de l’O6-

alkylguanine-DNA-alkyltransférase humaine (h-AGT), une protéine de 20 kDa de la 

machinerie de réparation de l’ADN. Ce tag protéique lie de façon covalente un 

fluorophore de synthèse de faible taille. Les fluorophores utilisés sont les suivants : la 

TMR (TetraMethylRhodamine) Star (jaune-orange) avec une longueur d'onde 

d'excitation maximale à 554 nm et une longueur d'onde d'émission maximale à 
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580 nm, le SNAP-Cell 505 (vert) avec une longueur d'onde d'excitation maximale à 

504 nm et une longueur d'onde d'émission maximale à 532 nm. L’expression de la 

protéine de fusion SNAP-HsRPB11a ou HsRPB11a-SNAP a été vérifiée dans les 

cellules HeLa 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-HsRPB11a ou HsRPB11a-SNAP a été identifiée. 

 

 

 

Figure 53 : Analyse de l’expression de la protéine de fusion par western blot. 
Les cellules HeLa ont été transfectées par le plasmide pSNAP-HsRPB11a à l’aide d’un agent de 
transfection (TransIT de Mirus). 24h après 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 
HsRPB11a. La membrane est ensuite révélée après incubation en présence de l’anticorps secondaire 
couplé à une molécule fluorescente par le système d’imagerie Odyssey®. Les bandes correspondant 
à la protéine de fusion dans la partie N-terminale (1) et C-terminale (2) sont montrées avec une flèche 
rouge. M : marqueur de poids moléculaires en kDa. 
 
 
 

Le test de marquage des protéines de fusion par des fluorophores (TMR et 

SNAP-Cell 505) (10M) a été effectué dans les cellules HeLa selon le protocole 

conseillé par le fabriquant (SNAP-Cell Starter Kit de BioLabs). Un marquage 

satisfaisant a été obtenu avec le fluorophore TMR. En revanche un rendement de 

fluorescence très 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 l’étude de FRET. 

Nous avons finalement choisi d’utiliser de la eGFP (Enhanced Green 

Fluorescent Protein) (avec une longueur d'onde d'excitation maximale à 488 nm et 

une longueur d'onde d'émission maximale à 509 nm) et de la TMR comme couple de 

fluorophores donneur-accepteur respectivement (figure 54). 

 

 

 

 

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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I.3.1. Observation des protéines surexprimées au microscope  

La localisation des différentes protéines de fusion a été examinée dans les 

cellules HeLa. Ces cellules ont été transfectées avec des vecteurs qui expriment les 

protéines fusionnées avec la eGFP et le domaine SNAP. Après 24h de transfection, 

les protéines de fusion (SNAP-tag) ont été marquées avec la TMR. La fixation des 

cellules à été effectuée par le paraformaldéhyde à 4%. Les échantillons sont 

observés au microscope à fluorescence (figure 55).  

Une localisation nucléaire et cytoplasmique a été observée avec la protéine 

HsRPB11a fusionnée au domaine SNAP ou à la eGFP (figure 55 A N° 1, N° 4). La 

mutation du motif  (E38A, D39A, L42A) n’affecte pas cette localisation (figure 55 A 

N° 2). Nous observons la même localisation pour la protéine HsRPB3 fusionnée à la 

eGFP (figure 55 N° 3). 

La co-expression des protéines de fusion SNAP-HsRPB11a et eGFP-HsRPB3 

révèle 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-HsRPB11a (E38A, 

D39A, L42A) et eGFP-HsRPB3 présente une co-localisation principalement 

cytoplasmique (figure 55 B N° 6). Ces mutations dans le motif  paraissent 

empêcher 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-HsRPB11a et eGFP- 

HsRPB11a 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-HsRPB11a (E38A, 

D39A, L42A) et eGFP-HsRPB11a 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 à 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. 
Après 24h, les protéines de fusion (SNAP-tag) ont été marquées avec la TMR. La fixation des cellules 
a été effectuée par le paraformaldéhyde à 4%. Les échantillons sont observés au microscope à 
fluorescence. La fluorescence verte et rouge correspond à la eGFP et le SNAP (TMR) 
respectivement. Les noyaux sont colorés au DAPI en bleu. A) les numéros 1 et 2 correspondent 
respectivement à la  surexpression de la protéine HsRPB11a sauvage ou mutant (EDL) fusionnée 
avec SNAP-tag. Les numéros 3 et 4 correspondent respectivement à la surexpression de la protéine 
HsRPB11a ou HsRPB3 fusionnée à la eGFP. B) les numéros 5 à 8 présentent la surexpression des 
différentes combinaisons des protéines de fusion. 
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I.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 à une grande quantité 

d’énergie, il perd ses propriétés de fluorescence. De plus, il est possible de 

photoblanchir sélectivement l’un des deux fluorophore, si leurs spectres d’excitation 

sont bien séparés. Lors de phénomènes de FRET, le donneur va transférer une 

partie de son énergie pour exciter l’accepteur de façon non radiative. En détruisant 

sélectivement cet accepteur, on aura donc augmentation de l’intensité du donneur et 

diminution de l’intensité de l’accepteur. La mesure de l’intensité d’émission du 

donneur avant et après photoblanchiment de l’accepteur nous donnera une 

estimation de ce transfert d’énergie.  

Nous avons effectué l’expérience du FRET par photoblanchiment en 

microscopie confocale. Dans cette expérience nous avons observé une 

photoconversion de l’accepteur (TMR) après le blanchiment. Cela signifie que 

l’accepteur seul émettait, dans le canal du donneur lorsque l’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 l’accepteur. 

 

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

Afin de vérifier l’homodimérisation de HsRPB11a dans le contexte de cellules 

humaines, nous avons entrepris des expériences de co-immunoprécipitations. Des 

cellules HeLa ont été co-transfectées avec différentes combinaisons de vecteurs 

d’expression : GFP-HsRPB11a et HsRPB3 ; GFP-HsRPB11a et HsRPB11a ; 

HsRPB11a et GFP. Les protéines ont été immunoprécipitée à l’aide d’un anticorps 

anti-GFP. Les protéines précipitées ont été éluées dans du tampon de dénaturation 

(Laemmli) et séparées par électrophorèse sur gel SDS-PAGE. Ces protéines ont 

ensuite été transférées sur une membrane de nitrocellulose puis révélées avec des 

anticorps dirigés contre les protéines HsRPB11a 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 HsRPB11a a 

confirmé la présence de la protéine de fusion GFP-HsRPB11a précipitée par 

l’anticorps anti-GFP (figure 56, pistes 2 et 4). La révélation par des anticorps de lapin 
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dirigés contre la protéine HsRPB3 confirme la présence attendue de HsRPB3 dans 

le matériel co-précipité par la fusion GFP-HsRPB11a (figure 56, piste 2). Cette 

interaction constitue notre contrôle positif. 

Une bande faible mais clairement détectable est visible ; elle correspond à la 

protéine HsRPB11a co-précipitée avec la protéine de fusion GFP-HsRPB11a mais 

pas avec la GFP seule (figure 56, piste 4 et 6). Ceci confirme la capacité de 

l’homodimérisation de la protéine HsRPB11a dans les cellules humaines. 

 

 

 

 

Figure 56 : Analyse de l’homodimérisation par co-immunoprécipitation. 
Les cellules Hela sont co-tranfectées pendant 24h avec les plasmides permettant l’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 à une 
immunoprécipitation à l’aide des billes de protéine G-sépharose couplées à l’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-HsRPB11a (signal rouge) (pistes 1 à 6) et anti-GFP (pistes 5 et 6). La 
présence des anticorps secondaires couplés à une molécule fluorescente sur la membrane est 
vérifiée par imagerie Odyssey®. Les cellules transfectées avec le vecteur GFP / HsRPB11a sont 
utilisées comme contrôle négatif (pistes 5 et 6). Les bandes correspondant à 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 l’isoforme 

humaine HsRPB11a a la capacité de former des homodimères. Ceci est cohérent 

avec le comportement chromatographique sur gel exclusion de la protéine 

HsRPB11a surproduite qui se comporte comme un dimère, et avec les images 

préliminaires déduites de l’analyse des cristaux obtenus (voir chapitre 1). La 

présence de domaines fusionnés en N-terminal de HsRPB11a ne semble donc pas 

gêner cette interaction. A l‘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-HsRPB11a est capable d’entraîner la protéine 

HsRPB11a, et ceci cette fois-ci dans le contexte d’une cellule humaine en culture. La 

capacité de cette protéine à homodimériser ne fait guère de doute. 

Toutes ces expériences ont cependant en commun une surproduction 

significative des protéines observées, ce qui est de nature à 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 mutagenèse 

ciblée de l’un ou l’autre des partenaires de l’interaction. Le système des double-

hybrides se prête le mieux à ce type d’analyse. Nous avons analysé en parallèle 

l’effet des mutations affectant HsRPB11a sur l’hétérodimère HsRPB11a/HsRPB3. 

Nous avons observé que trois résidus conservés (E38, D39 et L42) dans le 

motif α 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 phénomène 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 l’interaction entre ScRPB11 et ScRPB3 structure établie dans le contexte de 

l’ARNP II complète de la levure et de l’interaction potentielle entre HsRPB11a avec 

elle-même qui n’est qu’hypothétique. Nous n’avons certes pas de garantie que 

l’interface entre HsRPB11a et HsRPB3 soit identique à celle de ses homologues de 

levure, mais le fait que HsRPB11b (très semblable tout de même à HsRPB11a) 

puisse remplacer ScRPB11 plaide pour une certaine conservation de cette interface.  

Le motif  N-terminal de RPB11 se trouve proche d’une petite hélice alpha qui 

interagit de façon anti-parallèle 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 l’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 modèle de l’homodimère se révèle juste, les deux hélices alpha de HsRPB11a 

interagiraient différemment, écartant de l’interface les résidus E38 et D39 qui ne 

seraient donc plus impliqués dans l’interaction (figure 57). Il y aurait donc une 

certaine compatibilité entre nos observations expérimentales et le modèle provisoire 

de l’homodimère de HsRPB11a. 

L’absence de la grande hélice C-terminale (79-117) de HsRPB11a empêche 

toute interaction, que ce soit avec HsRPB3 ou avec HsRPB11a. Cette hélice (79-

117) isolée est capable d’interagir avec la sous-unité HsRPB3 mais pas du tout avec 

HsRPB11a. L’analyse de nos modèles (figure 57) permet peut-être de rendre compte 

de cette observation : on voit clairement des feuillets  localisés dans le domaine N-

terminal de ScRPB3 interagir avec l’hélice C-terminale de ScRPB11, contribuant à la 

stabiliser. Un tel domaine n’existe pas dans la protéine HsRPB11a, l’interaction entre 

HsRPB11a et l’hélice C-terminale isolée ne peut avoir la même stabilité. 

La protéine HsRPB11a n’interagit donc pas de la même façon avec elle-même 

et avec la sous-unité HsRPB3. 
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Figure 57 : Comparaison des interactions HsRPB11a/HsRPB11a et ScRPB3/ScRPB11. 
Représentation en rubans de la structure de l’homodimère HsRPB11a et l’hétérodimère 

ScRPB3/ScRPB11. Les résidus conservés dans le motif  (E38, D39, L42) sont en bleu. Les résidus 
79 et 106 à partir desquels les mutants de délétions de la partie C-terminale de HsRPB11a sont 
construits sont montrés. L’atome de zinc est représenté par une sphère bleu clair. 

 

 

 

Signification physiologique ? 

Le fait que deux interactions soient possibles pour HsRPB11a 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 particulière aux protéines humaines. En effet, l’isoforme HsRPB11bα 

présente également cette propriété de pouvoir interagir avec elle-même 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’être notée. 

Pour le reste, la durée de vie in cellulo de tels homodimères est inconnue. Ils 

pourraient constituer de simples intermédiaires d’assemblage. On peut aussi 

imaginer que leur formation peut être éventuellement régulée, mais il se pose la 

question préalable de l’existence des isoformes HsRPB11bα in vivo dans des 

cellules humaines. 

Des expériences d’immunomicroscopie par fluorescence nous ont permis 

d’observer que des fusions N-terminales de HsRPB11a se répartissent dans 

l’ensemble de la cellule de même que les fusions de HsRPB3. Leur co-expression 

semble entraîner une augmentation  de la concentration de RPB3 dans le noyau, ce 

qui matérialiserait leur interaction (voir figure 55). Surtout, la co-expression de 

HsRPB11a mutée dans son motif  (E38A, D39A et L42A) empêche cette 

relocalisation et piège HsRPB3 dans le cytoplasme (figure 55). 

Cette mutation a un effet encore plus spectaculaire sur la colocalisation des 

fusions eGFP-HsRPB11a sauvage et de la fusion SNAP-HsRPB11a mutée, puisque 

les deux protéines se retrouvent piégées dans une structure cytoplasmique qui 

pourrait être l’aggrésome. Cet effet paraît suggérer que les deux protéines 

interagiraient dans ce contexte, contrairement à ce que les données de double-

hybride semblaient indiquer. Une séquestration de ce type expliquerait à elle seule 

l’absence de dimère dans le noyau qui laisserait conclure à une absence 

d’interaction. Il reste à démontrer si cet effet existe ou non dans la levure.  

Quoiqu’il en soit, cette colocalisation et relocalisation des deux fusions 

HsRPB11a mutées ou non sont un argument supplémentaire en faveur de 

l’existence d’une interaction homodimérique dans le contexte d’une cellule humaine. 
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Chapitre 3 : Recherche de l’isoforme 

HsRPB11b 
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I. 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 

HsRPB11b par immunoprécipitation et Western-Blot en utilisant des anticorps 

spécifiques dirigés contre HsRPB11b.  

I.1. Détection de l’ARNm des différentes isoformes 

Les deux ARN messager des isoformes HsRPB11a et HsRPB11b ont été mis 

en évidence par RT-PCR. Les ARN totaux sont purifiés à partir d’une lignée de 

cellules HeLa par extraction au Trizol (Invitrogen). La reverse transcription a été 

amorcée à l’aide d’un oligonucléotide oligo dT. Des amorces spécifiques des 

isoformes humaines de RPB11 ont été synthétisées. Elles ont été choisies à partir 

des séquences génomiques publiées dans GenBank (NM-006234, NM-032959) afin 

d’amplifier spécifiquement l’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 l’ADNc de l’hypoxanthine guanine phosphoribosyl 

transférase (HPRT) a été utilisée comme contrôle interne.  

 

 

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

 
 

 Oligonucléotides sens Oligonucléotides Anti-sens 

HsRPB11a 5’-ATCCGAGTGCAGACCACGCCGGAC-3’ 5’-TCTTTTATGGCCACCCGAAAGCGCRCCT-3’ 

HsRPB11bα 5’-ACGTGCCTGCTTCCCCTTCG-3’ 5’-TGGGGCACATAGCTGATGAG-3’ 

HPRT 5’-GACTAATTATGGACAGGACTGAACG-3’ 5’-CCAGCAGGTCAGCAAAGAATT-3’ 

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

 

 



 126 

 

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

 

 

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 l’ADNc de l’HPRT a été utilisée comme contrôle interne. Les 
tailles de tous les fragments amplifiés sont indiquées en paires de bases (pb). 
 
 

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

Deux séquences siRNA « 19 » et « 20 » (respectivement si10819 et si10820 

commandé chez Applied Biosystems) ont été utilisées pour le gène POLR2j1 

(Tableau 11). Ils sont dirigés contre la partie 3’ non codante spécifique de 

HsRPB11a. Une séquence siRNA « 54 » (si54728 de Applied Biosystems) dirigée 

contre l’exon 2 du gène POLR2j a été utilisée comme contrôle, car il devrait agir sur 

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

 

siRNA sens Anti-sens 

si10819 CGGUGACUUCGCAAGCAAAtt UUUGCUUGCGAAGUCACCGct 

si10820 GCAUAACUCGAAACACCUUtt AAGGUGUUUCGAGUUAUGCag 

si54728 CCCAAUGCCUGUUUAUUCAtt UGAAUAAACAGGCAUUGGGta 

Tableau 11 : Liste des séquences des siRNA utilisés 

 

Les cellules HeLa sont transfectées par les différentes concentrations de siRNA 

(10 à 35 nmol) en utilisant l’agent de transfection HiPerFect de QIAGEN. Un siRNA 

portant un fluorochrome été utilisé en parallèle en tant que contrôle de transfection. 

Les cellules sont récoltées après 48 et 72 heures de transfection. Les ARN extraits et 

purifiés sur colonne (QIAGEN) sont rétrotranscrits en ADNc.  

Nous avons mesuré la quantité d’ARNm du gène cible par PCR quantitative 

(qRT-PCR) afin d’évaluer le pourcentage d’inhibition de l’expression. L’amplification 

de l’ADNc de l’HPRT a été utilisée comme contrôle interne. Le niveau d’expression 
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des ARNm a été normalisé par rapport à celui de l’HPRT. Les données d’expression 

de RT-PCR sont analysées avec le logiciel StepOne de Applied Biosystems.  

Le même niveau d’inhibition de l’expression des ARNm a été observé à partir 

d’une concentration de 20 nmol des siRNA. Malgré une bonne efficacité de 

transfection (> 70%), un très faible niveau d’inhibition de l’ARNm de HsRPB11a ( 25 

à 30 %) a été obtenu pour les siRNA « 19 » et « 20 » respectivement ou ensemble « 

19/20 » (figure 60).  

Dans les mêmes conditions le siRNA « 54 » s’est révélé plus efficace (70 à 

80% d’inhibition de l’ARNm, 2 à 3 jours après la transfection), mais aucun phénotype 

majeur sur la croissance cellulaire n’est observable. 

 

 

Figure 60 : Analyse de la fonctionnalité des siRNA dirigés contre le gène POLR2j1 par qRT-
PCR. 
Les qRT-PCR ont été réalisées à partir des ADNc extraits des cellules HeLa transfectées par deux 
siRNA 19 et 20 dirigés contre la partie 3’ non codante spécifiques de HsRPB11a et un siRNA 54 
dirigés contre l’exon 2 du gène POLR2j. 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 à partir de ces cellules pour 

étudier l’expression de la protéine HsRPB11a endogène 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 endogène. 
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II. Discussion et perspectives 

L’analyse des interactions protéine-protéine par la technique du double-hybride 

a montré que la protéine HsRPB11bα se comporte comme la protéine HsRPB11a qui 

est une protéine fonctionnelle dans le complexe de l’ARNP II. Cependant, la 

présence effective de HsRPB11bα dans la cellule est une question que nous nous 

posons de façon récurrente depuis quelques années dans notre équipe.  

Nous avons réussi à détecter les ARNm correspondant aux deux isoformes 

dans les cellules HeLa. Par une approche de siRNA nous avons tenté de réduire 

spécifiquement le messager codant la protéine HsRPB11a en utilisant deux siRNA « 

19 et 20 » dirigés contre la partie non codante de l’exon 4. Malheureusement, ces 

deux siRNA ne se sont pas avérés efficaces.  

Le siRNA « 54 » ciblant l’exon 2 a été beaucoup plus efficace et nous avons 

obtenu une inhibition de 80% de l’expression des messagers codant les deux sous-

unités. L’absence de phénotype majeur sur la croissance cellulaire peut être dû à la 

présence d’une quantité suffisante de la protéine HsRPB11a dans la cellule. 

Malheureusement, nous n’avons pas pu examiner l’effet de cette inhibition sur le 

niveau d’expression de la protéine endogène, car le seul anticorps disponible ne 

permet de détecter que la protéine surproduite.  

Suite à ces résultats négatifs, nous avons entrepris d’établir des lignées 

cellulaires stables qui expriment soit l’isoforme HsRPB11bα ou l’isoforme 

HsRPB11bα et un shRNA fonctionnel dirigé contre HsRPB11a. Ces lignées nous 

serviront à établir si les protéines HsRPB11bα s’intégrent effectivement dans les 

complexes ARNP II (expériences d’mmuprécipitation de l’ARN polymérase II). 
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Discussion générale 

L’ARN polymérase II (ARNP II) transcrit la quasi-totalité du génome nucléaire 

eucaryotique. Nombre d’oncogènes agissent au niveau de l’expression des gènes en 

tant que facteurs de transcription (c-jun, c-fos, c-myc etc…). Le contrôle de l’activité 

de l’ARNP II 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 à développer divers cancers (Xeroderma 

pigmentosum).  

Nous nous sommes intéressés à l’ARNP II elle-même. L’ARNP II de levure est 

constituée de 12 sous-unités et sa structure a été établie par cristallographie à 2,8 Å 

(Cramer et al., 2001). Chez la levure, chaque sous-unité est codée par un gène 

unique. Ils sont nommés RPB1 à RPB12, 10 d’entre eux sont essentiels. Dans le 

génome humain, ils sont nommés POLR2A à L selon la nomenclature internationale 

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

 

Etudes structurales de l’ARNP II 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 l’ARNP II humaine complète a été 

analysée par la cryo-microscopie électronique à une résolution de 22 Å (Kostek et 

al., 2006). Cette méthode d’analyse a permis de montrer l’existence de plusieurs 

conformations possibles pour cette enzyme, en l’absence même de tout substrat ou 

interactant. 

Cependant la structure cristallographique de l’enzyme humaine n’a pas encore 

été élucidée. L’enzyme de la levure Saccharomyces cerevisae est sans doute un bon 

modèle de l’enzyme humaine ainsi qu’on peut le penser du fait de l’existence de 

complémentation fonctionnelle de plusieurs sous-unités de l’ARNP II humaine dans 

la levure. Il demeure que l’homme n’est pas la levure et que cette étude reste à faire. 

Une équipe américaine (Dr A. Gnatt) a été capable, voici quelques années, de 

cristalliser des préparations d’ARNP II 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 l’étude de 

HsRPB11a que nous savions soluble. 

Au cours de ce travail de thèse, nous avons réussi à cristalliser cette protéine 

HsRPB11a surproduite et purifiée à 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 à une 

résolution de 2,9 Å. Ils semblent néanmoins mâclés 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 l’élucidation de la structure tridimensionnelle de 

l’ARN polymérase II humaine qui recèle peut-être encore des surprises. 

 

L’assemblage de l’ARNP II 

Le mécanisme par lequel chacune des 12 sous-unités de la polymérase II est 

assemblée dans le complexe est encore mal connu. 

Les sous-unités RPB3 et RPB11 présentent des homologies avec la sous-unité 

α de l’ARNP d’E. coli. L’hétérodimérisation de RPB11 avec RPB3 joue un rôle 

structural fondamental dans l’assemblage de l’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 l’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 l’enzyme eubactérienne, le premier intermédiaire 

d’assemblage d’un complexe stable. Il semblait qu’une similitude entre le système 

eubactérien et eucaryotique se dessinait.  

Il restait pourtant à expliquer le recrutement des huit autres sous-unités et 

savoir comment se transpose ce travail au système humain. Plusieurs travaux 

récents ont mis en lumière les mécanismes de transport de l’ARNP II 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 Iwr1, conservée de la levure à l’homme, qui se fixe dans le site de 

fixation de l’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 

l’assemblage des sous-unités, il reste beaucoup à découvrir, mais l’implication de 
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plusieurs protéines juoant un rôle 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 façon générale, il semble que deux sous-complexes soient 

assemblés autour des deux grande sous-unités séparément, d’un côté 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 être observé dans la levure (voir plus haut). Le détail de l’ordre des interactions 

entre les sous-unités reste toutefois à établir. 

Ainsi que nous l’avons discuté plus haut, nos résultats indiquent que la sous-

unité HsRPB11a est capable de former un homodimère, au contraire de son 

homologue de levure qui en est incapable. Dans quelle mesure la formation de 

l’homodimère de HsRPB11a peut-elle intervenir dans l’assemblage ? Il est sans 

doute bien moins stable que l’hétérodimère HsRPB3/HsRPB11a, mais pourrait être 

stabilisé in vivo dans des conditions qui restent à établir. Dans l’hypothèse où 

d’autres isoformes pourraient être présentes dans la cellule humaine, ce pourrait être 

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

 

Existence de plusieurs isoformes de RPB11 chez l’homme 

Les gènes qui codent les sous-unités de l’ARNP II humaine sont uniques sauf 

un : il existe dans le génome humain d’une famille de 4 gènes (POLR2J1 à 4) 

susceptibles de coder des isoformes de la sous-unité RPB11 de l’ARNP II 

(Grandemange et al., 2001). Le gène POLR2J1 code la sous-unité HsRPB11a dont 

la séquence peptidique est identique à son orthologue de souris qui, lui, est unique. 

Cette protéine est retrouvée dans le complexe ARNP II fonctionnel. 

Les trois gènes 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 gène POLR2J2 qui a donné POLR2J3 serait la plus récente 

(Shematorova et al., 2010). Nous savons que les gènes POLR2J2, 3, 4 sont 

transcrits et que les niveaux de ces transcrits varient d’un tissu à l’autre, mais nous 

n’avons pas pu mettre en évidence les protéines correspondantes, même en inhibant 

l’isoforme HsRPB11a. Ces transcrits sont soumis à 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, HsRPB11b, est fonctionnelle et constitue 

une sous-unité viable de l’ARNP II dans la levure (Grandemange et al., 2001). 
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Nos observations peuvent s’interpréter en supposant que les gènes qui codent 

HsRPB11b ont été sélectionnés par l'évolution dans les génomes des grands 

singes pour produire de protéine avec des propriétés nouvelles. L’expression de 

cette protéine peut être requise uniquement dans des circonstances particulières, qui 

restent à identifier. Nous proposons la conjecture qu’il puisse exister un deuxième 

forme de l’ARNP II humaine qui intègre la sous-unité HsRPB11b à la place de 

HsRPB11a, lui confèrant une ou plusieurs fonctions spécifiques. 
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Analyse génétique des sous-unités de l’ARNP II de 

Plasmodium falciparum dans la levure 

 

Le paludisme est une maladie infectieuse potentiellement mortelle transmise 

par la piqûre d’un moustique du genre Anopheles. Elle est causée par un parasite 

eucaryote unicellulaire de la famille des Apicomplexes et du genre Plasmodium.  

Chez l’homme, quatre espèces de plasmodies sont infectieuses : P. falciparum, 

P. vivax, P. ovalae et P. malariae. Parmi ces quatre agents responsables du 

paludisme identifiés à 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 l’efficacité de ces antipaludiques est sans 

cesse remise en cause par l'évolution particulièrement 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, l’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 gènes est comparable à ce que l’on 

connaît de la structure des gènes chez les eucaryotes. De plus, le génome nucléaire 

de Plasmodium falciparum contient des candidats pour l’ensemble des 12 sous-

unités de l’ARN polymérase II (Coulson, 2004). Les gènes de P. falciparum étant 

transcrits de façon très spécifique au cours du cycle infectieux, une altération des 

fonctions transcriptionnelles devrait perturber de manière sensible le développement 

du parasite (Bozdech et al., 2003).  

Dans l’optique de l’identification de cibles nouvelles à des fins thérapeutiques, 

l’ARNP II de P. falciparum nous est apparu comme un candidat stratégiquement 

intéressant. La mise en évidence d’inhibiteurs spécifiques de l’enzyme du parasite 

pourrait ainsi être le point de départ de nouveaux antipaludiques contre l’une des 

plus graves maladies parasitaires humaines. 

Nous avons entrepris la caractérisation génétique de l’ARNP II 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 à 

cloner les séquences complètes 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 l’ARNP II de P. falciparum dans les levures. La complémentation 

des sous-unités de l’ARNP II humaine dans les levures a été effectuée en parallèle 

comme contrôle.  

Nous avons montré que cinq de ces sous-unités sont fonctionnelles dans la 

levure (PfRPB4, 5, 7, 9 et 12) confirmant que ces protéines sont bien les orthologues 

de l’enzyme parasitaire (Tableau 1 de l’article).  

Nous avons ainsi construit 5 souches viables de levures exprimant chacune une 

sous-unité de l’ARNP II de P. falciparum. Quatre de ces souches présentent un 

phénotype, à savoir croissance ralentie par rapport aux souches sauvages 

correspondantes, et surtout à température élevées. Seule la souche exprimant 

PfRPB9 est quasiment sans phénotype (figure 1 de l’article). 

 

 P. falciparum Homo sapiens 

Sous-unités de 

l’ARNP II 
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 

RPB8 - 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’-amanitine est un inhibiteur sélectif de l’ARNP II à une faible concentration. 

Une étude comparative du site de fixation de l’-amanitine sur l’ARNP II 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 l’-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 chimères de ScRPB1 ont 

montré que seules les deux constructions où les 6 acides aminés ont été remplacés 

étaient viables.  

Ce travaille a été la première tentative de caractérisation génétique de l’ARNP 

II 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 

l’-amanitine. Les souches de levure obtenues pourront être utilisées pour identifier 

de nouveaux médicaments antipaludiques potentiels. 
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