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RESAME

Le sérum de nombreux patients atteints de maladies auto-immunes telles, le lupus

érythémateux ou le syndrome de Sjôgren, contient des anticorps dirigés contre une

protéine cellulaire de 48-50 kDa appelée la protéineLa.Lacaractérisitique principale de

cette protéine résulte dans son association transitoire avec des ARNs nouvellement

synthétisés par I'ARN polymérase III (Pol III). La séquence reconnue par la protéine La
se situe à I'extrémité 3'du transcrit. Elle est constituée d'un minimum de quatre résidus U
successifs et correspond à l'équivalent ARN du signal de terminaison de la transcription

par Pol III (Tn, n'4) (11). Depuis1989, des expériences suggèrent que la protéine La est

un facteur de terminaison de la transcription par Pol III, en étant nécessaire à la fois pour

compléter la synthèse des transcrits (51,52) et pour les relâcher du complexe de

transcription (5 1,52,98).

Dans Xenopus laevis existent deux protéines La très conservées, d'environ 49

kDa et 62Vo identiques à la protéine humaine. Dans le but d'étudier la fonction de la
protéine de Xenopus en utilisant des composants purifiés, nous avons cloné dans un

vecteur d'expression bactérien I'ADNc codant la protéine de xénope majoritairement

représentée. Afin d'obtenir des anticorps polyclonaux dirigés contre la protéine de

Xenopus, des lapins ont été imunisés avec la protéine recombinante de grenouille. Ces

anticorps ont servis à éliminer progressivement la protéine La des extraits S-100 préparés

à partir de culture de cellules de rein de X. laevis. En accord avec les résultats de Gottlieb
et Steitz (5I,52), nous avons observé que des extraits ainsi immunodéplétés génèrent un

nombre réduit de transcrits Pol III, certains d'entre eux étant plus courts que la normale.

L'addition de protéine La recombinante restaure partiellement le nombre et la longueur

des transcrits naissants. Cependant, ces changements (quantité et taille des transcrits)

peuvent être dissociés des mécanismes de transcription par Pol III puisque des résultats

identiques sont obtenus en incubant dans des extraits déplétés en protéine La, des

précurseurs d'ARNt synthétisés préalablement par I'ARN T7 polymérase. Nos résultats

10



1

suggèrent plutôt que La protège les transcrits précurseurs d'une dégradation
3'exonucléasique.

Des extraits déplétés en protéine La et fractionnés sur colonne de phosphocellulose pour
éliminer les nucléases endogènes, synthétisent des transcrits de longueur normale. De

même la transcription du gène d'ARNtPhe dans de tels extraits non fractionnés pendant un
temps très court, permettant de visualiser les précurseurs en absence de dégradation

nucléasique, génère également des précurseurs de longueur normale. Ces résultats

suggèrent que la protéine La de Xenopus n'est pas nécessaire pour compléter la synthèse

des transcrits Pol Itr.
Différentes approches cofirme I'utilisation d'héparine pour inhiber la réinitiation de la
transcription ou I'immobilisation du gène d'AItNtPhe sur des billes magnétiques

indiquent, contrairement aux résultats de Maraia et al. (98), que des extraits

immunodéplétés en protéine La sont respectivement capables d'assurer plusieurs tours de

transcription et que les ARNs transcrits sont normalement libérés du complexe de

transcription. Ces résultats suggèrent que la protéine La de Xenopus n'est pas non plus un

facteur de relâchement des transcrits naissants.

Afin d'identifier de nouvelles fonctions pour la protéine La, nous avons cloné le
gène YLA1 codant une protéine de Saccharomyces cerevisiae qui présente certaines

homologies avec la protéine La des eucaryotes supérieurs. Ce gène, non essentiel à la
viabilité cellulaire, code la protéine LaY composée de 274 acides aminés et capable de

lier préférentiellement un précurseur d'ARNt possédant la séquence uUUUou à son

extrémité 3'.La construction de protéines LaY mutantes montre que la région comprise

entre les acides aminés 136 et 185 est nécessaire à la liaison avec un tel ARN. L'analyse

comparative des séquences protéiques révèle une homologie globale de 35-40Vo avec la
protéine La des eucaryotes supérieurs pouvant atteindre 74Vo pour les 192 premiers

acides aminés. Ni la disruption du gène LaY, ni la surexpression de la protéine de

Xenopus dans la levure n'ont permis I'identification d'un phénotype particulier.

I
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INTRODUCTION

A: LA TRANSCRIPTION PAR L'ARN POLYMERASE III

Trois ARN polymérases ADN dépendantes (Pol I, Pol II et Pol III) coexistent dans les

cellules eucaryotes pour transcrire les gènes. Aussi distingue t-on trois classes de gènes

selon qu'ils sont transcrits par chacune de ces polymérases. Rappelons que les gènes

codant pour les ARNs ribosomiques ou gènes de classe I sont transcrits par Pol I, les

gènes codant pour les ARNs messagers ou gènes de classe II sont transcrits par Pol II et

les gènes codant pour les petits ARNs (ARNsn) ou gènes de classe III sont transcrits par

Pol III.
Auparavant, on pensait que chaque polymérase correspondait à une entité distincte des

autres polymérases et que chacune possédait ses propres facteurs de transcription. Or, on

sait maintenant que les ARN polymérases partagent entre elle plusieurs sous unités et que

toutes utilisent au moins un facteur de transcription commun, TBP (TATA binding

protein), initialement caractérisé par sa liaison sur la boîte TATA des séquences

promotrices des gènes de classe II.
Au cours de ces dernières années, des progrès considérables ont été réalisés aussi bien

dans la caractérisation des facteurs de transcription que dans les mécanismes

d'assemblage des complexes transcriptionnels, notamment grâce aux études menées chez

la levure. L'image qui ressort de ces investigations montre à quel point les gènes

transcrits par Pol III utilisent les mêmes stratégies de formation des complexes de

transcription et, occasionnellement les mêmes composants, que les gènes transcrits par

Pol II.

Dans un premier temps, nous décrirons quels sont les promoteurs utilisés par Pol III ainsi

que les différents facteurs impliqués dans la formation du complexe de transcription. Puis

t2



nous verrons coûlment s'assemblent ces facteurs pour permettre à la polymérase de se

positionner correctement sur le site d'initiation. Enfin, les processus d'élongation et
particulièrement ceux de terminaison seront discutés.

4.1. INITIATION DE LA TRANSCRIPTION PAR POLIN

1.) Les promoteurs des gènes de classe III

Les gènes transcrits par Pol III codent pour des ARNs de fonctionnalité très diverses

puisqu'ils interviennent à la fois dans la synthèse protéique, la maturation des pré-rRNAs,

des pré-ARNm et des pré-ARNt. Les gènes d'ARNt et les gènes 55 ont été les premiers à

être caractérisés. Ces gènes possédant des promoteurs intragéniques, on a longtemps cru

que la présence de tels promoteurs était une particularité des gènes de classe III.
Cependant, d'autres gènes possédant des promoteurs extragéniques comme U6 et 7SK ont

été découverts plus récemment comme étant aussi transcrits par Pol III. Le tableau 1

regroupe I'ensemble des gènes cellulaires et viraux transcrits par Pol III. Parmi ces gènes,

certains combinent des promoteurs extragéniques et intragéniques, suggérpnt une

complexité jusqu'alors insoupçonnée des promoteurs des gènes de classe III. La figure 1

résume les caractéristiques de chacun des types de promoteurs qui sont détaillés ci-

dessous.

a) promoteurs intragéniques

Les gènes codant les ARNI, I'ARN 55 , les ARNs viraux VAI et VAII de I'Adénovirus et

les transcrits Alu se trouvent sous le contrôle de promoteurs intragéniques(49). On

distingue deux types de promoteurs :

Le promoteur intragénique de type 1 est spécifique des gènes 55 ; il est composé de 3

éléments couvrant environ 50bp de la région codante, le bloc A (+50 à +64), le bloc C
(+80 à +97) et le bloc intermédiairel (+67 à +70).

Les représentants les plus courants des gènes qui possèdent un promoteur intragénique de

type 2 sont les gènes d'ARNt et les gènes VA de I'adénovirus. Seuls 2 éléments sont

relativement bien conservés entre les espèces, le bloc A (+8 à +19) et le bloc B (+45 à

+62).
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b) promoteurs extragéniques

Certains gènes de classe III possèdent exclusivement leurs promoteurs en amont de la

séquence codante. Ces promoteurs, dits de type 3, sont présents dans les gènes U6 (mais

seulement chez les vertébrés) et 7SK. La région codante de ces gènes possède un bloc A
inactif qui n'influence pas I'efficacité de transcription puisqu'il peut être délété sans

conséquence pour I'initiation (90). Les promoteurs de type 3 sont constitués de 3

éléments: une boîte TATA à -30, une séquence proximale PSE à -60 et distale DSE à -

250. Les éléments TATA et PSE constituent le promoteur de base, tandis que l'élément

DSE fonctionne plutôt comme enhancer de la transcription. Il est important de noter que

l'élément TATA détermine la spécificité Pol III de la transcription (90,103). En effet, le

gène U6 est le seul gène codant pour un ARNsn transcrit par Pol III. Les autres ARNsn

sont transcrits par Pol II et, paradoxalement, les séquences promotrices de ces gènes ne

possèdent pas de boîte TATA. La transcription par Pol II constiturait un état par défaut.

En efl'et, si la séquence TATA de U6 est transférée dans le promoteur du gène U2, ce

dernier est transcrit par Pol III. Inversement, si la boîte TATA est mutée de sorte que

TBP ne peut lier I'ADN, alors U6 est transcrit par Pol II. Par contre, les éléments PSE et

DSE sont interchangeables entre les gènes ARNsn transcrits par Pol II ou par Pol III.

c) promoteurs mixtes

D'autres gènes transcrits par Pol III possèdent des promoteurs à la fois extragéniques et

intragéniques, comme par exemple,les gènes EBER du virus Epstein-Barr,le gène U6 de

levure, et les gènes codant pour I'ARNI sélénocystéine (ARNt (Ser)Sec) de xénope ou

I'ARN 7SL.

L'expression des gènes EBER nécessite la présence simultannée des blocs A et B, de la

boîte TATA et des sites de liaison pour les facteurs de transcription Spl et ATF (60).

Cette boîte TATA n'est pas interchangeable avec celle d'un gène de classe II (61).

Le promoteur du gène d'ARNt (Ser)Sec de Xénope est différent de celui des autres gènes

d'ARNt puisqu'il contient 2 éléments externes, PSE et boîte TATA, fonctionnellement

équivalents à ceux des gènes U6 (19). En plus de ces éléments, une séquence Sph-like

(fonctionnellement équivalente aux séquences DSE des promoteurs de type 3) fait office

de enhancer (114) et un bloc B intragénique agit en synergie avec le promoteur

extragénique pour augmenter I'efficacité de transcription. La séquence codante de ce

gène contient également un bloc A, inactif dans les conditions normales, mais capable

d'agir en synergie avec le bloc B seulement en absence de séquences promotrices

extragéniques (19).

Contrairement au gène U6 des vertébrés, le gène U6 de levure contient une région
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promotrice comparable au bloc B intragénique. Cette région se localise soit dans I'intron
du gène U6 de Schizosaccharomyces pombe (45) ou en aval du site de terminaison du
gène U6 de Sacchnromyces cerevisiae (15). Chez S. cerevisiae,la déLétion du bloc B est
léthale. Par contre, aucune évidence à ce jour n'est disponible concernant ce même
élément chez 

'S. 
pombe. Le promoteur intragénique du gène U6 de S. cerevl,srae possède

également un bloc A nécessaire à I'initiation correcte de la transcription (41).

Diversité fonctionnelle des transcrits Pol [[I

transcrit fonction source promoteur

Iarcau-tt Compilation des ARNs cellulaires et viraux synthétisés par Pol III.
Pour chaque gène sont indiqués le type de promoteur et lâ fonctionèelulaire du transcrit
correspondant.

RNAs cellulaires
IRNA
55 RNA
U6 snRNA
RNase P RNA
télomérase RNA
TSLRNA

U3 sn RNA
Y scRNA
TSKRNA
vRNA
G8RNA !

Myc (ler exon)

RNAs viraux:
VARNA

EBERRNA
HVPRNA

synthèse protéique
sous-unité 605 du ribosome
splicing des pré-mRNAs
maturatiotr 5' des pré-tRNAs
synthèse des télomères
tianslocation des protéines
dans le REL
maturation des pré-rRNAs
composant des Ro scRNP
?
,!

'l
2

traduction préférentielle
des mRNAs viraux
?
,|

multi-espèces
multiespèces
multi-espèces
homme, lewre
tetIahymena
multi-espèces

plantes
homme
homme
rat, grenouille
tetrâhymena
homme

Adenovirus

virus Epstein-Bar
virus Herpès

tyw2
type I
type 3 ou mixte
type 3 ou mixte
2

mixte

type 3
2

type3
tyw2
type 3
type 3

tywz

mixte
,|
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Les promoteurs des gènes de classe lll

a) intragéniques

PSE
Type 3

EIFgI .)'II
ltlggs

Spl ATF TATA A B
rrrr EBER

Type 1

Type 2

tRNA seleno'cystéine (Xénope)

Atc

b) extragéniques

DSE

c) mixtes

TTTT
PSE TATA B

DSE?
TTTT 7SL

PSE

_t_l_ U6 (S. cerevisiae)

Figure 1: Représentation schématique des régions promotrices des gènes de classe III.
Chaque catégorie de promoteur est représenté avec ses éléments classiques internes
(blocs A, B, C et I) ou externes (TATA, PSE, DSE).
IN représente le nouvel élément intragénique identifié pour le géne 7SL.
Les positions approximatives des éléments qui agissent en cis (Spl, ATF, Sph-like) sont
indiquées relativement au site d'initiation de la transcription (flèche).

DSE
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2) L'ARN polymérase III

Cette enzyme a été isolée à partir de plusieurs types cellulaires et identifiée comme un

énorme complexe polypeptidique. La polymérase de levure contient au minimum 16

polypeptides pour une masse d'environ 650 kDa. Certaines de ces chaînes protéiques

sont partagées entre les trois polymérases eucaryotes. La plupart des sous-unités de Pol

IfI ont été clonées et séquencées et chacun de ces gènes s'est révélé unique et essentiel à

la viabilité cellulaire (47). Le noyau de Pol III est constitué de 4 sous-unités : C160,

CI28, AC40 et AC 19. Les deux grosses sous-unités (C160 et C128) présentent de fortes

homologies, respectivement avec les sous-unités ' et de la polymérase procaryotique,

tandis que AC40 et AC19 présentent des homologies avec les sous-unités de cette même

polymérase. A ce noyau s'ajoutent 5 sous-unités communes aux trois polymérases

(1'8C27,23, 14.5, l0 et 10) et 7 polypeptides spécifiques à Pol III (C82, C53, C37, C34,

C3I, C25 et Cl1). Seules trois séquences ne sont pas encore clonées ; C37, C25 et CLI
(142). L'importance fonctionnelle du pa.rtage des sous-unités n'est pas encore déterminée

mais on imagine facilement que ces sous-unités interagissent avec des facteurs de

transcription communs aux polymérases ou permettent des mécanismes de régulation

communs.

En mutant certaines de ces sous-unités chezlalevure et en identifiant les suppresseurs de

mutation, on comprend progressivement comment ces polypeptides interagissent. Grâce

au système du double hybride (42), une interaction directe entre AC19 et AC40, ainsi

qu'une interaction entre chacune de ces 2 sous-unités et ABC10 ont été déterminées(80).

Par ailleurs, la région doigt à zinc de C160 interagit avec les protéines C82, C34 et C3l
pour stabiliser I'association de la polymérase avec le complexe de transcription (164).

D'autres part, des études génétiques (149) et biochimiques (55) montrent que certaines

des sous-unités de Pol III sont soumises à des changements d'état de phosphorylation qui

modifient I'activité transcriptionnelle de la polymérase. Ce mécanisme de régulation

serait d'ailleurs commun aux trois polymérases.

3) Les facteurs de transcription de I'ARN polymérase III

De nombreux facteurs de transcriptions de Pol III ont été caractérisés, essentiellement

grâce à deux approches complémentaires qui sont d'une part la purification

chromatographique d'activités biochimiques (TFIIIA, TFIIIB, TFIIIC, TFIIIR et TFIIIE),

l
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et d'autre part, la recherche de gènes suppresseurs de mutations (introduites sur des

séquences promotrices ou dans des facteurs de transcription).

3.1) TFIIIB, déterminant de la spécificité de Pol III

narticularités de TFIIIB

TFIIIB a été partiellement purifié à partir de nombreux organismes ; il est défini comme

une fraction protéique capable de reconstituer in vitro, en association avec d'autres

fractions, la transcription des gènes de classe III.

Chezla levure, TFIIIB est composé d'au moins 3 polypeptides, de 70 kDa, 90 kDa (69)

et TBP (99). TFIIIB, seul, est incapable de lier I'ADN (86). Pourtant, il représente le

facteur d'initiation par excellence. Chez la levure, TFIIIB suffit pour assurer plusieurs

tours de transcription pour les gènes d'ARNt et les gènes 55 (71). Lcs autres facteurs de

transcription tels TFIIIC et TFIIIA permettent I'assemblage de TFIIIB dans le complexe

de transcription. La polymérase se positionne alors correctement sur le site d'initiation.

Lorsque TFIIIB entre dans le complexe de transcription, il étâblit de nombreux contacts

avec I'ADN. Des expériences de protection à la digestion par la DNase I in vitro (72) et

in vivo (62) ont montré que TFIIIB se lie sur environ 50pbs dans les régions promotrices

en amont du site d'initiation. Une fois que TFIIIB a contacté I'ADN et que la

transcription est initiée, TFIIIB reste fortement associé à la matrice puisque I'addition

d'héparine ou de sels à forte concentration dissocie du complexe des facteurs tels que

TFIIIC ou TFIIIA (71). Le complexe minimal de transcription, composé seulement de

TFIIIB et de Pol III, reste fixé de façon stable sur la matrice et I'addition de NTPs permet

l'élongation de la chaîne ARN.

Récemment, les polypeptides de 70 kDa et 90 kDa ont été séparés en deux fractions,

respectivement, TFIIIB' et TFIIIB" (70). Ce fractionnement à permis d'établir que la

protéine de 7O kDa se fixe en premier sur le complexe TFIIIC/ADN. Cette liaison est

nécessaire à la fixation ultérieure de la protéine de 90 kDa. La présence simultannée de

ces deux protéines rend le complexe résistant à I'héparine.

De plus, I'incorporation de TFIIIB dans le complexe d'initiation provoque une courbure

de I'ADN (85). Ce phénomène aide sans doute I'accession de Pol III sur la matrice etlou

I'ouverture de la double hélice d'ADN nécessaire pour initier la transcription (70).

TBP : sous unité de TFIIIB

La découverte fondamentale durant ces deux dernières années dans le domaine de la
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transcription est sans aucun doute I'identification de TBP comme facteur universel de

transcriptio n (27,29,139, 1 65).

Auparavant, TBP fut découvert comme un facteur de transcription de Pol III grâce aux

études menées sur le gène U6 de levure (99) et le gène U6 humain (88). Des expériences

de reconstitution in vitro ont montré que I'addition de TBP recombinant à certaines

fractions purifiées permettait la transcription par Pol III du gène U6. A cette époque, la
présence d'une boîte TATA fonctionnelle dans le promoteur du gène de classe III corrèle

avec une transcription TBP-dépendante de ce gène. Maintenant, on sait que TBP est

nécessaire à la transcription de tous les gènes de classe III, même si leurs promoteurs ne

possèdent pas de séquence TATA. D'ailleurs, TBP est apporté par des complexes

protéiques différents selon la nature du promoteur.

Pour la première fois, \Vhite et al. (165) suggèrent que TBP est nécessaire à la
transcription des gènes de classe III dont les promoteurs sont intragéniques. Il montre

qu'un excès d'oligonucléotides possédant la séquence TATA inhibe la transcription des

gènes d'ARNt, 55 et VA dans des extraits cellulaires Hela. Cet effet est réversible par

simple addition de TBP humain recombinant. Finalement, des expériences réalisées chez

la levure in vivo (29) et in vitro (139) , ont montré que TBP était non seulement

nécessaire à la transcription de tous les gènes de classe III, mais que TPB est aussi un

facteur de transcription universel utilisé toutes les ARN polymérases eucaryotes. 
.

La structure de TBP de plante Arabidopsis Thaliana a récemment été déterminée par

cristallographie aux rayons X (1) et révèle que la protéine est capable de s'assoir sur le

duplex ADN. Il semble que chaque face de TBP assure un rôle distinct. La face interne

est sensée interagir avec I'ADN , tandis que la face exteme interagit avec les autres

facteurs de transcription. Plusieurs expériences soutiennent ces suppositions puisque les

mutations qui affectent la liaison de TBP sur la boîte TATA se localisent principalement

sur la face interne (30). Cetaines mutations affectent spécifiquement la transcription par

Pol III. Elles sont situées exclusivement sur la face exteme de TBP (30). Cette région

hypersensible de TBP s'est d'ailleurs révéIée interagir avec la protéine de 70 kDa

(TDS4/PCF4ÆRF1) récemment clonée et qui compose TFIIIB (cf ci dessous).

TFIIIB et la transcription à partir des promoteurs Pol III ne contenant pas de boîte

TATA.
En isolant des suppresseurs extragéniques de mutations dans TBP ou dans le bloc A des

promoteurs de gène d'ARNt, trois groupes ont indépendamment identifiés chez Ia levure

le gène TDS4/PCF4/BRFl (16,26,91). Ce gène code la protéine de 70 kDa qui compose

la fraction TFIIIB'. L'isolement de BRFl en tant que suppresseur allèle spécifique d'un
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mutant thermosensible de TBP suggère que ces deux protéines interagissent directement.

Comment TFIIIB s'assemble t'il sur un gène d'ARNt? Chezla levure, des expériences de

photo-cross-linking ont déterminé que les protéines de TFIIIB interagissent avec I'ADN

(70). Quand TFIIIC se lie aux blocs A et B du promoteur des gènes d'ARNt, la sous-

unités de 131 kDa de TFIIIC se projette en amont du site d'initiation de la transcription et

interagit avec BRFI (10). L'incorporation de BRF1 dans le complexe recrute TBP (8).

En absence de TBP, I'association de BRF1 avec le complexe TFIC/ADN est peu stable.

C'est la liaison de la protéine de 90 kDa qui stabilise le complexe sur I'ADN (Fig.2).

Parallèlement à ces études chezla levure, plusieurs goupes ont montré que TBP est aussi

associé au TFIIIB humain (89,144,154,165). Cependant, la nature exacte des

polypeptides qui composent cette fraction reste inconnue. Récemment, Lobo et al. (89)

ont séparé sur colonne mono Q I'activité TFIIIB en deux fractions O.38M-TFtrIB et

0.48M-TFIIIB, toutes deux nécessaires à la transcription des gènes VA et d'ARNt

(Fig.3). La fraction O.38M-TFIIIB contient TBP et trois polypeptides associés (TAF) de

54 kDa, 82 kDa et 150 kDa. Plusieurs études se sont attachées à déterminer si certains

des TAFs associés à la transcription par Pol III sont aussi nécessaires à Pol II. Toutes

suggèrent que les TAFs sont importants dans le déterminisme de la spécificité des

polymérases (24,89, I 10).

Le complexe de transcription d'un gène 55 est, quant à lui, identique à celui d'un gène

d'ARNt mais nécessite la fixation première de TFIIIA pour permettre I'associaton

successive des autres facteurs (Fig.3).
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Pol lll

GENE IRNA (S.cerevisiae)

BA

TFIIIB

TFIIIB'

TFlllB"
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= 90kD

TFiltC

138kD [fCFg) = bloc B

95kD FCFI?I + 60kD = blocA

131kD FCF4/PCFI)
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50kD

Figurp.2: Assemblage du complexe de transcription sur un promoteur de type 2 chez S.
cerevisiae.
Le9 protéines, connues à ce jour pour constituer les facteurs TFIIIC et TFIIIB, sont
in$-quées. Les sous-unités de 138 kDa et 95 kDa contactent respectivement le bloc B et
le bloc A du promoteur. Cette double liaison projette la sous-uniie Ae t:t kDa en amont
du site d'initiation qui induit l'assemblage de TFIIIB (voir détails dans le texte
correspondant).
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PROMOTEURS SANS BOITE TATA

GENE 55

Pol lll

ffil@l o.38M TFiltB

TTTT

GENE IRNA
TFIIIB

BA

Figure 3: Assemblage du complexe de transcription sur les promoteurs de type 1 et de

type Zchez les eucaryotes supérieurs.
Éôur les gènes d'ARN 55 et it'ARNt, TBP est apporté pqla fraction 0.38M TFIIIB et se

trouve as-sociée à d'autres protéines, les TAFs. C'est par I'intermédiaire de ces{AFs que

TBP incorpore le compleie puisque ces gènes ne possèdelt qus_q9J9rye1t.TATA. La
transcriptidn de ces gènès nécèssitê la présènce sup_plémentaire de TFIIIC, 0.48M TFtrIB
et Pol IÎL Dans le càs du gène 55, TFIÏIA doit se fixer en premier sur le bloc C de I'ICR
pour permettre I'assembtàge de TFIIIC sur le bloc A. Dans le gq__{1 gène d'ARNt,
ffmÔ contacte simultané-ment les blocs A et B. Une fois que TFIIIC est incorporé,
TFIIIB s'assemble à son tour dans le complexe d'initiation.

TFIIIB

Pol lll

ïFiltA
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TFfIIB et la transcription à partir des promoteurs Pol trI contenant une boîte TATA
Le complexe d'initiation de transcription du gène U6 humain contient au moins deux
formes de TBP. Le fractionnement chromatographique d'extrait Hela révèle que le
facteur qui reconnait la séquence PSE du gène U6 co-élue systématiquement avec le
complexe SNAPc (sn RNA associated protein). Ce complexe, dans lequel TBP est

associé à plusieurs protéines, est nécessaire à la transcription par Pol II des autres gènes

d'ARNsn. Si un extrait est déplété avec un anticorps monoclonal anti-TBP qui ne

reconnaît pas TBP dans le complexe SNAPc, le gène U6 est transcrit par simple addition

de TBP recombinant (89). Ce résultat confirme la présence de deux formes de TBP dans

le complexe d'initiation du gène U6, I'une complexée avec le SNAPc et qui reconnaît

l'élément PSE, I'autre qui reconnaît directement l'élément TATA (Fig.a) (136).

De même, la transcription in vitro du gène U6 nécessite la présence simultannée des

fractions SNAPc, TFIIIB, Pol III ainsi que la protéine recombinante TBP. Or, SNAPc et

TFIIIB contiennent déjà TBP, ce qui suggère qu'un autre composant de ces fractions et

notemment de TFIIIB est important pour la transcription du gène U6 par Pol III. Quel est

ce composant? Est-il spécifique au promoteur de U6 ou commun aux promoteurs des

gènes de classe III? Certaines expériences réalisées in vitro montrent que les composants

de TFIIIB nécessaires à la transcription d'un gène de classe III, sont différents en

fonction du type de promoteur. Par exemple, le composant de TFIIIB nécessaire à la
transcription du gène U6 semble être contenu dans la fraction 0.48M-TFIIIB. Pour ce

promoteur, TBP et SNAPc recruteraient 0.48M-TFIIIB pour permettre I'entrée de Pol III
dans le complexe d'initiation (Fig.a). Par contre, pour la transcription du gène VAl, c'est

la fraction 0.38M-TFIrrR qui est importanre (56).

Etrangement, le gène U6 de levure semble se comporter plus comme un gène d'ARNt
que cofirme le gène U6 humain, dans la mesure où TFtrIC doit se fixer sur le bloc B pour

lever la répression chromatinienne de la transcription (17). Actuellement, il n'existe pas

de données précises quant aux intéractions des sous-unités de TFIIIC avec le gène de

levure. On sait que le TBP contenu dans TFIIIB est essentiel pour la transcription du

gène (99) mais il n'est pas clair s'il entre seul dans le complexe d'initiation ou par

I'intermédiaire des TAFs de TFIIIB (Fig.a).
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PROMOTEURS AVEC BOITE TATA

GENE U6 (vertébrés)

PSE TATA

GENE U6 (S. cerevisioe)

Ë/
DSE TATA

SNAPc

TTTT

DSE A

PSE

BA

Figure 4: Assemblage du complexe de transcription sur un promoteur d'un gène de classe
trI possédant un élément TATA.
Deux catégories de promoteurs sont ici considérées: le promoteur de type 3,
exclusivement extragénique, représenté par le gène U6 des vertébrés; et le promoteur
mixte représenté par le gène U6 de levure. (se référer au texte pour un commentaire
détaillé).

TBP

TAFs

TBP

Pol lll

Pol lll
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3.2) Les facteurs d'initiation séquence-spécifiques

TFIIIA et gènes 55

TFIIIA a été le premier facteur de transcription à être purifié et cloné (50). C'est le
facteur de Pol III spécifique pour la transcription du gène 55. Lorsque le complexe

d'initiation se forme sur le gène 55, TFIIIA se fixe en premier sur la région de contrôle
interne (ICR), ce qui permet la fixation ultérieure de TFIIIC, puis de TFIIIB et enfin de

Pol III. L'introduction de mutations ponctuelles dans les différents éléments de I'ICR a

permis d'établir que TFIIIA de Xénope reconnaît les blocs C et I (95,107). Depuis, la
purification biochimique du TFIIIA de levure (161) et humain (140) a été réalisée ainsi

que le clonage du gène TFIIIA de levure (5,170). La disruption de ce gène montre que

TFIIIA est essentiel à la viabilité cellulaire. Quelques différences entre la protéine de

xénope et celle de levure ont pu être établies :

-bien que la protéine de levure (50 kDa) soit plus grande que celle du xénope (38 kDa),
elle couvre une plus courte région du gène 55 : 30bp chezla levure (13) contre 50bp

pour le xénope (108,169).

-les deux protéines présentent la même structure "doigt à zinc" avec une particularité

chez la levure qui possède un grand espacement entre les doigts No8 et No9. En dehors

des résidus C2H2 des doigts à zinc,la similarité de séquence entre les deux espèces ne

dépassent pas 20Vo. C'est probablement pour cette raison qu'un gène 55 de xénope ne

peut être transcrit dans un extrait brut de levure. Ceci corrèle avec I'incapacité du TFIIIA
de levure à reconnaître I'ICR du gène de xénope (150).

-chez le xénope, la région doigt à zinc de la protéine est nécessaire et suffisante pour lier
spécifiquement I'ADN (137) tandis que la partie carboxy-terminale correspond au

domaine d'activation de la transcription (97). La distance qui sépare le doigt No9 du

domaine d'activation doit être conservée pour maintenir I'efficacité transcriptionnelle.

Chez Ia levure, cette partie C-terminale peut être délétée sans conséquence sur la
transcription. Par contre, la portion comprise entre les doigts No8 et No9 (=gl AA) est

indispensable à I'activité transcriptionnelle (I I I).

TFIIIA est une protéine particulière par la dualité de ses fonctions. Non seulement c'est

un facteur de transcription du gène 55, mais c'est aussi une protéine de stockage des

ARNs 55. L'association TFIIIA/ARN 55 forme des particules ribonucléoprotéiques, les

7S RNPs. Plusieurs groupes ont récemment montré que certains doigts à zinc de TFIIIA
reconnaissent I'ADN alors que d'autres reconnaissent préférentiellement des structures

secondaires de I'ARN (111,158).

ji
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TFIIIC

Ce facteur de transcription est également très important car sa fixation préliminaire sur

les gènes d'ARNt détermine la fixation ultérieure de TFIIIB et, par conséquent de Pol III.

TFIIIC est un complexe multiprotéique (600 kDa) dont la composition peut désormais

être évaluée grâce aux efforts de purification du facteur humain (76,172) et celui de

levure (9,48,117).

Chez Ia levure, TFIIIC est composé d'au moins 6 polypeptides (145/138 kDa, l35ll3I
kDa, 100/95 kDa, 90 kDa, 62 h,Da et 55 kDa) fortement associés les uns aux autres.

L'implication de chaque sous-unités a été mise en évidence par des approches très

diverses : South-Western, méthodes immunologiques ou UV-cross-linking (67,117).

Parmi ces études, celles de Bartholomew fournissent le plus d'indication (9,10) quant aux

interactions entre TFIIIC et les gènes d'ARNt, ainsi qu'entre les sous-unités de TFIIIC. A

ce jour, sculement 3 protéines qui composent TFItrC sont clonées :

-TFCI (95 kDa) par Swanson et al. (153) et Parsons et V/eil (118).

-TFC3 (145/138 kDa) (aD.

-TFC4 (t35tl3l kDa) ou PCFI (128). Le gène PCF1 a d'abord été isolé comme

suppresseur d'une mutation dans le bloc A du promoteur d'un gène d'ARNt (168). La

mutation compensatrice de co gène semble augmenter I'efficacité de transcription en

facilitant I'incorporation de TFIIIB dans le complexe d'initiation (167).

TFIIIC interagit avec les blocs A et B des promoteurs intragéniques (120). Plus

précisément, des expériences de cross-linking montrent que TFC1 contacte le bloc A des

gènes d'ARNt (12). Dans le cas des gènes 55, TFC1 se lie au même endroit par rapport

au site d'initiation bien qu'un bloc A-like se situe 30pbs en aval, suggérant une interaction

non-spécifique de la séquence d'ADN. TFC3, quant à lui, se fixe sur le bloc B des gènes

d'ARNt (Fig.2).

Une caractéristique importante du TFIIIC de levure a été établie par le groupe de

Sentenac. In vitro,la transcription du gène U6 est indépendante de la présence de TFtrIC

(ll2). Seule les fractions TFIIIB et Pol III sont nécessaires. Pourtant, in vivo,le bloc B

du gène U6 est indispensable à une transcription efficace. Burnol et al. ont réussi à

montrer que TFIIIC est en fait capable de lever I'inhibition chromatinienne de la

transcription de U6 (17). Pour cela, ils ont utilisé 2 plasmides portant le gène U6. Un des

plasmides contient un bloc B dans la séquence de U6, I'autre pas. L'addition d'histones

purifiées à ces plasmides permet la constitution de nucléosomes. Dans ces conditions,

seul le gène U6 contenant un bloc B peut être transcrit in vitro en présence de TFIIIC.

Les protéines du TFIIIC humain apparaissent moins fortement associées que leurs
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homologues chez la levure car une étape chromatographique a permis de les séparer en

deux sous fractions, TFIIIC1 et TFtrIC2 (172). TFIIIC2 contient 5 protéines :23O,ll},
100, 90 et 60 kDa. Seule la sous-unité de 230 kDa, d'ailleurs récemment clonée, peut

cross-linker avec I'ADN (I73). Son clonage a permis d'établir que cette protéine

intervient dans la transcription des gènes d'ARNt, 55 et VAI et n'est pas requise pour la

transuiption des gènes U6 et 7SK (79).

Autres facteurs liant les régions 5' flanquantes

La transcription des gènes U6 chez les vertébrés nécessite la présence d'une protéine PBP

qui reconnaît la séquence PSE du promoteur extragénique. La protéine PBP humaine, 90

kDa, a été partiellement purifiée (160) et fixe effectivement la séquence PSE (-42 à -7S)

du gène U6. La transcription du gène Ul par Pol II nécessite également la présence d'une

séquence PSE dans le promoteur extragénique. læs séquences PSE étant interchangeables

entre les gènes U6 et U2 (88) et les gènes Ul et U2 étant transcrits par la même

polymérase, on peut se demander si PBP et PSEI sont équivalentes. D'autre part, dans

une étude concernant le gène 7SK, la protéine PTF, capable de lier les séquences PSE

des promoteurs Pol II et Pol III, a également été purifiée (113). Il reste désormais à

définir si PTF, PSE1 et PBP représentent la même activité. Des évidences suggèrent dèjà

que PSE1 et PTF sont deux facteurs différents puisque seul PSE1 reconnaît

spécifiquement des extrémités d'ADN.

La transcription par Pol III chez le ver à soie et TFIIIR

Chez Bombyx mori,la nomenclature des facteurs nécessaires à la transcription par Pol III
peut porter à confusion puisque TFIIIC et TFIIID correspondent respectivement au

TFIIICI et TFIIIC2 humain. Alors que TFItrC2, seul, est capable de lier I'ADN au

niveau du promoteur intragénique, ni TFIIIC, ni TFIIID ne lient spécifiquement cette

région. La présence simultanée de ces deux facteurs est nécessaire (175). Une découverte

étonnante a été réalisée par le groupe de K. Sprague qui travaille sur la transcription des

gènes 55 et d'ARNt chez le ver à soie Bombyx mori. Par reconstitution in vitro, ce groupe

a identifié un nouveau facteur de transcription TFIIIR (174). Le poids moléculaire

apparent de cette activité se situe aux alentours de 45 kDa. TFIIIR présente des

caractéristiques particulières puisqu'il résiste à la chaleur, au phénol, aux protéases et aux

DNases. Par contre, il est sensible aux agents alcalins et aux RNases, suggérant que la

forme active de TFIIIR est un ARN et non une RNP. Cet ARN a depuis été séquencé et

identifié comme I'ARNt Isoleucine (37). Cet ARNt, transcrit in vitro par I'ARN T7

21



polymérase, est capable de remplacer I'activité TFIIIR. Il semble que TFIIIR n'influence

pas la formation des complexes de transcription mais plutôt la capacité de ces complexes

à assurer plusieurs tours de transcription. De récentes expériences suggèrent que I'ARNI
Ile inhibe des protéines qui déstabilisent les complexes de transcription dans les

évènements de réinitiation (38).

TFIIIE
Dans le but d'observer des différences entre le système du ver à soie et celui de la levure,

le groupe de Sprague a purifié des extraits de levure selon l'e protocole normalement

utilisé pour des extraits de ver à soie (36). Ils ont ainsi identifié une fraction, TFIIIE, qui

supplémentée à TFIIIB, TFIIIC et Pol fII est nécessaire à la transcription des gènes

d'ARNt et 55. L'activité TFIIIE est présente dans la fraction TFIIIB du groupe de

Geiduschek (levure), mais différente des activités TFtrIB'et TFIIIB" puisque TFIIIE est

présente en mêmes proportions dans chacune de ces fractions.

TFIIIE (30 kDa) ne lie pas I'ADN et ne stabilise pas la liaison de TFIIIC ou de TFtrIB
sur le complexe d'initiation. Pourtant, TFIIIE semble êtfe requis pour assurer le premier

tour de transcription. Apparemment, TFIIIE n'est pas I'homologue chez la levure de

TFIIIR puisqu'il est résistant aux nucléases.

4.2- ELONGATION ET TERMINAISON DE LA TRANSCRIPTION
PAR POL NI

L) L'élongation

En fonction des promoteurs, des facteurs spécifiques ou communs s'assemblent de

manière ordonnée pour permettre à la polymérase de se positionner correctement sur le

site d'initiation. D'une manière générale, TFIIIA et TFIIIC sont plutôt considérés comme

des facteurs d'association tandis que TFIIIB est considéré comme le véritable facteur

d'initiation de la transcription (71).

L'étude des complexes de préinitiation (complexe binaire = Pol III+ADN) et d'élongation

(complexe ternaire = Pol III+ADN+ARN) montre que les sous-unités de Pol III contacte
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I'ADN en des points différents selon les deux situations (8). Dans les complexes binaires,

I'ensemble des sous-unités de Pol III intéragit avec I'ADN sur environ 10 pbs de part et

d'autre du site d'initiation. Dans le complexe ternaire arrété en position +19 de la chaîne

ARN, les contacts avec I'ADN sont privilégiés sur une vingtaine de nucléotides en 5' du

site de pause, principalement dans la bulle de transcription. Quelles sont les différentes

étapes qui permettent la transition d'un complexe d'initiation à un complexe d'élongation?

Lorsque le complexe binaire se stabilise suite à I'incorporation de Pol III, la double hélice

d'ADN s'ouvre localement sur environs 22bps (70). Cette transition du complexe fermé

au complexe ouvert est un processus endothermique réversible. L'ouverture augmente

progressivement quand la température varie de 10'C à 40'C. A 0oC, la bulle de

transcription n'existe pas. Lorsque la synthèse d'ARN est initiée, le complexe ternaire est

extrêmement stable en présence de polyanions ou de sels à haute concentration. On

distingue deux sortes de complexes ternaires post-initiation qui diffèrent selon la
longueur de la chaîne ARN. Quand I'ARN est court (Snts), la bulle de transcription

s'étend sur 22pbs, alors que cette ouverture est réduite à 13-17nts quand I'ARN atteint

17nts (70).

De très récentes expériences montrent que l'élongation est un mécanisme processif. La
vitesse d'élongation varie en fonction de la séquence à transcrire. Par exemple, le temps

de pause de la polymérase s'allonge lorsque les résidus A ou U succèdent à un autre

résidu U dans la chaîne ARN (7,101).

2) La terminaison

Alors que les éléments qui dirigent I'initiation de la transcription par Pol III sont

désormais bien caractérisés, ceux qui contrôlent la terminaison des transcrits de classe III
le sont beaucoup moins. La séquence consensus nécessaire à la terminaison de la
transcription par cette polymérase est constituée d'une série de résidus T dans le brin non

codant de I'ADN (11). Chez les eucaryotes supérieurs, un minimum de 4 T suffit à
assurer une terminaison efficace, tandis que chez la levure au moins 6T sont nécessaires

(3). Si ces résidus sont délétés, la polymérase génère de longs transcrits qui se terminent

dans le prochain groupe de T rencontré. Ces transcrits sont processés normalement si la

mutation n'affecte pas la séquence codante (2). Inversement, I'insertion d'un groupe de T
dans le brin non codant d'un gène provoque I'arrêt prématuré de la transcription (75).

Les séquences qui entourent cette suite de T affectent I'efficacité de terminaison mais

ij
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aucun consensus n'a pu être établi. Dans le cas du gène 55 de xénope, la présence de

séquences riches en GC renforce le terminateur alors que des séquences riches en A

I'affaiblissent (11). A I'inverse, les séquences terminatrices normales du gène codant

I'ARNI Lys du xénope sont riches en A. Des mutations introduisant des séquences riches

en GC diminuent I'efficacité de terminaison (105). Cependant, contrairement à la
polymérase d'E. coli, la présence de séquences palindromiques proches du site de

terminaison ne semblent pas être requises (11). D'autres signaux de terminaison plus

exotiques ont été identifiés pour le gène 55 de souris (39) et pour un membre de la

famille Alu (58), respectivement constitués de 23 et 9 résidus A. De telles séquences

terminatrices ont également été catactérisées chez les procaryotes (122).

Des études concernant la terminaison de la transcription par Pol III ont conduit à des

antagonisrnes, à savoir la thèse d'une terminaison facteur-indépendante et celle d'une

terminaison facteur-clépendante. Des expériences utilisant des préparations purifiees de

Pol III suggèrent que la polymérase est capable de terminer efficacement la transcription

en absence de tout autre facteur (18,31,163). D'autres expériences montrent que la

polymérase purifiée de Xênope reconnaît le signal de terminaison comme un site de

pause mais le transcrit naissant n'est relaché que s'il n'est pas fortement hybridé à IADN

(1S). La reconnaissance du signal de terminaison et le relâchement du transcrit seraient

deux évènements indépendants.

Chez\a levure, le gène suppresseur d'une mutation qui affecte I'efficacité du signal de

terminaison d'un gène de classe III code pour la sous-unité CI28 de la polymérase III
(64,65). Cette protéine est I'homologue de la sous-unité B de I'ARN polymérase d'8. coli

impliquée dans les évènements de terminaison de la transcription (I22). A coté de ces

résultats qui suggèrent que Pol III, seule, termine efficacement la terminaison, d'autres

expériences proposent qu'un facteur protéique, la protéine La, intervient dans ce

processus de terminaison. La prochaine section s'attache à décrire les principales

propriétés de cette protéine et les données expérimentales qui ont conduit à I'hypothèse

que La est un facteur de terminaison de Pol III.

3) Implication de la protéine La dans la terminaison par Pol

La protéine La est une phosphoprotéine (=50 kDa) localisée principalement dans le

III
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noyau des cellules eucaryotes (54) et caractérisée initialement par son

immunoprécipitation avec des sérums de patients atteints de maladies auto-immunes

comme le Lupus érythémateux dissiminé ou le syndrome de Sjôgren (127). La principale

caractéristique de cette protéine est son association transitoire avec une série d'ARN de

petit poids moléculaire, formant des particules ribonucléoprotéiques La-RNPs (84). La
majorité de ces ARN sont des transcrits primaires synthétisés par Pol III. Il s'agit des

précurseurs d'ARNt, d'ARN 55 (133), des transcrits de la famille Alu (143), de I'ARN 75
(21),U6 (134), mais aussi de transcrits viraux comme les ARNs VA de I'adenovirus (44)

ou EBER du virus Epstein-Barr (83). La peut aussi être associée aux précurseurs de

I'ARN Ul transcrit par Pol II (94), à I'ARN leader du virus de la somatite vésiculaire ou

encore à I'ARN viral du Poliovirus (109), tous deux transcrits par la polymérase virale
(78). Excepté I'ARN du virus de la Polio, I'ensemble de ces ARNs ont en communs de

posséder à leur extrémité 3' une suite de résidus U qui correspond au site de liaison pour

la protéine La (100,129,148). Ces résidus, codés par les gènes de classe III, sont

équivalents au signal de terminaison reconnu par Pol IIL Cette corrélation a

naturellement conduit à I'idée que la protéine La pouvait être impliquée dans les

processus de terminaison, de maturation ou de transport des transcrits primaires

synthétisés par Pol III.

Le gène VAI transcrit dans un extrait cellulaire immunodéplété en protéine La par des

anticorps o-La de patient génère peu d'ARN et I'extrémité 3' de ces ARNs est manquante.

Ces expériences ont suggérées qu'en absence de protéine La,La polymérase est incapable

de transcrire I'extrémité 3' de I'ARN, en particulier les résidus U terminaux. Par

conséquent, le complexe de transcription s'arrête en amont du signal de terminaison et la

transcription est bloquée. L'addition de protéine La recombinante humaine restaure à la
fois la longueur et le nombre des transcrits, suggérant que La est non seulement

nécessaire pour compléter la synthèse des ARNs mais aussi pour les relâcher du

complexe de transcription et permettre de recycler la polymérase (51,52). Récemment, un

autre groupe propose que La facilite le relâchement des transcrits Pol IIL Un gène Alu
est immobilisé sur des billes d'agarose et incubé avec un extrait cellulaire HeLa en

présence d'ATP, CTP et GTP pour initier la synthèse d'un petit ARN. Les complexes

ternaires (Protéines/ADN/ARN) ainsi formés sont lavés plusieurs fois pour éliminer la

protéine La endogène. La synthèse des ARNs se poursuit par addition des NTP, et les

ARNs qui sont relâchés se trouvent dans le surnageant tandis que les autres restent

accrochés aux billes. Lorsque les complexes ternaires sont lavés, la majorité des ARNs

sont retenus sur les billes. L'addition de protéine La recombinante humaine permet de
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libérer ces transcrits dans le surnageant (98). Par analogie avec la protéine Rho, une

fonction ADN/ARN hélicase a été proposée pour la protéine La (6). Plus récemment, un

groupe a identifié une fonction ARN/ARN hélicase pour la protéine La (l7I). Ce résultat

est cohérent avec la découverte du groupe de Sonnenberg qui a montré que La est

impliquée dans I'initiation interne de la traduction de I'ARNm du Poliovirus en stimulant

et corrigeant la traduction de la protéine Pl (109). Il a été observé que I'infection virale

provoque la fuite de La vers le cytoplasme ce qui rend possible une telle fonction pour la

protéine La.

Certains faits suggèrent en outre, par analogie avec les snurps, que La pourrait contrôler

le transport de précurseurs non matures par I'intermédiaire de sa liaison avec les transcrits

primaires. Par exemple, le précurseur de I'ARN 55 se lie transitoirement à la protéine La

qui est rapidement rcmplacée par la protéine ribosomale L5 ou TFIIIA favorisant le

passage de cet ARN vers le cytoplasme (53). On peut aussi imaginer que La régule la

maturation des précurseurs comme it I'a déjà été mentionné,e (124,157).

Plusieurs années après sa découverte, I'ambiguité fonctionnelle de la protéine La n'est

toujours pas élucidée. Le principal travail de cette thèse a porté sur l'étude de la protéine

La de Xénope dans la terminaison de la transcription par Pol III. Nous avoris cherché à

montrer par des approches biochimiques si cette protéine est réellement nécessaire à la

synthèse des U terminaux et au relâchement du transcrit primaire. Mais avant de

présenter et de discuter les résultats obtenus, regardons quels sont les mécanismes de

terminaison de la transcription utilisés par les organismes procaryotes et eucaryotes.
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B: LES MECANISMES DE TERMINAISON DE LA
TRANSCRIPTION DES GENES

L'appareil transcriptionnel des cellules procaryotes et eucaryotes utilisent des

mécanismes plus ou moins sophistiqués pour contrôler la biosynthèse des ARNs. Les

évènements liés à la terminaison de la transcription ne sont d'ailleurs pas sans importance

dans le contrôle de I'expression génétique. Les ARN polymérases ADN dépendantes

utilisent des signaux, localisés sur I'ADN ou sur I'ARN naissant, qui sont reconnus

comme terminateurs de la transcription. Aucune séquence, structure ou même facteur

protéique commun n'a pu être défini à partir de l'étude comparative de ces régions

terminatrices. Cependant, les mécanismes qui aboutissent à la terminaison de la
transcription sont parfois très semblables et dépendent moins du type d'organisme que

des impératifs nécessaires à la survie cellulaire.

Chez les procaryotes, les processus d'élongation et de terminaison de la transcription ont

pu être étudiés en combinant des approches biochimiques et génétiques (46). Ces études

ont permis d'identifier avec précison les sites de terminaison et les facteurs qui

influencent I'efficacité de la terminaison. Par contre, chez les eucaryotes, des études

comparables sont difficilement réalisables, souvent faute de mutants interressants, car les

ARNs nouvellement synthétisés sont très rapidement maturés. Les ARNs isolés à partir

de cellules eucaryotes ne correspondant pas à des transcrits primaires, la possibilité

d'identifier des sites de terminaison par ce procédé est exclue.

La terminalogie utilisée dans la littérature pour décrire les mécanismes de terminaison

porte parfois à confusion. Par définition, la terminaison résulte à la fois d'un arrêt de la

transcription par la polymérase et du relâchement du transcrit. On parle de terminaison

intrinsèque quand, dans un système où la polymérase et I'ADN ont été purifiés

biochimiquement, I'enzyme arrête la transcription et relâche le transcrit en I'absence de

tout autre facteur. Il ne faut pas confondre terminaison et pause de la transcription. En

effet, la pause de la transcription résulte seulement en I'arrêt de l'élongation mais ne

s'accompagne pas du relâchement du transcrit. Lorsque la polymérase a ainsi stoppée

l'élongation, elle a la possibilité soit de terminer la transcription en relâchant le transcrit,

soit de poursuivre la synthèse de la chaîne ARN. Le choix de poursuivre ou de terminer

la transcription est presque toujours sous la dépendance de facteurs protéiques régulateurs

(cf ci-dessous).

I
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B.L QaELS SONr LES SIGNAUX DE TERMINAISON
RECONNUS INTRINSEQAEMENT PAR LES ARN
POLYMERASES ?

Seulement certains sites sont reconnus de façon intrinsèque par les polymérases

bactériennes (I22), phagiques (66) ou eucaryotes (49,131). Un signal de terminaison

intrinsèque implique une interaction entre la polymérase et les acides nucléiques (ARN

et/ou ADN), et doit provoquer à la fois I'arrêt de la transcription et le relâchement du

transcrit.

La plupart des transcrits bactériens possèdent une série de résidus uridine à leur extrémité

3' précédée d'une région palindromique riche en GC capable de former une structure en

forme d'épingle à cheveux (I22). Cette région est communément appelée terminateur

Rho-indépendant. Des mutations ponctuelles qui consistent à stabiliser ou, au contraire, à

destabiliser la structure secondaire, augmentent ou diminuent respectivement I'efficacité

de terminaison (23). La réduction du nombre de résidus U terminaux affaiblit également

le potentiel du terminateur (93). Le modèle actuel propose que la structure en forme

d'épingle à cheveux favorise I'arrêt de la polymérase tandis que la présence d'uridine

f'acilite le relâchement du transcrit puisque I'appariemment rU-dA est exceptionnellenent

instable.

Pour certains terminateurs, une série de résidus adénine remplace celle de résidus uridine,

toujours précédêe de la même région riche en GC, comme c'est le cas pour les gènes

codants la protéine Rho ou certaines sous-unités de la polymérase procaryote (122).

De même, chez les eucaryotes, les sites de terminaison intrinsèques correspondent à des

régions riches en résidus thymine dans le brin non codant (49,13I). En général, le

nombre de T ne permet pas de prédire la force du terminateur, et toutes les régions riches

en T ne provoquent pas I'arrêt de la polymérase. Les séquences qui entourent le site

terminateur influencent I'effîcacité de terminaison (74,156) mais contrairement à la

polymérase bactérienne, la structure de I'ARN naissant n'est pas nécessaire pour que les

ARN polymérase II et III (11,74) terminent la transcription. Par contre, I'efficacité de

terminaison intrinsèque est affectée par la structure de I'ADN (74) ou par sa séquence

(r19,r47).

Des expériences récentes ont étudiées la longueur de I'hybride ADN:ARN dans la bulle

de transcription (région déroulée de I'ADN permettant la transcription du brin non codant

par la polymérase) en soumettant les complexes ternaires (ARNiADN/polymérase) à une

digestion par la ribonucléase A. Dans ces conditions, le transcrit naissant est entièrement
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dégradé excepté les 3 derniers nucléotides de I'extrémité 3' (132). Ce complexe reste actif
en transcription puisqu'il est capable de continuer l'élongation.

L'efficacité avec laquelle les polymérases reconnaissent des sites de terminaison est

modulée par de nombreux facteurs qui peuvent intéragir sur les trois partenaires du

complexe de transcription, à savoir I'ARN naissant, I'ADN transcrit ou la polymérase.

Nous allons discuter succéssivement ces différents mécanismes.

B.2-REGALATION DE LA TERMINAISON PAR DES
PROTEINES LIANT L'ARN NA/SSANT

L) Procaryotes

L. l")Terminaison Rho-dépendante

L'élongation des transcrits est un mécanisme processif c'est à dire que I'ARN n'est pas

synthétisé à vitesse constante. Deux évènements affectent la vitesse d'élongation : les

sites de pause qui induisent temporairement et de façon réversible I'arrêt de la synthèse et

les terminateurs qui provoquent le relâchement du transcrit. La protéine Rho facilite cette

dernière étape. Elle se produit lorsque la polymérase s'arrète en des sites de ternninaison

spécifiques appelés Rho-dépendants. Ces terminateurs sont présents dans les molécules

d'ARN naissants et correspondent à une séquence d'environ 80 nts en amont du site de

terminaison. Ces séquences, peu structurées et riche en C, constituent les sites de fixation

de Rho sur le transcrit (34,123). Le facteur Rho est une protéine héxamérique composée

de sous-unités identiques (123). Chacune possède deux domaines séparés : un domaine

de liaison à I'ARN et un domaine de fixation et d'hydrolyse d'ATP. La liaison de Rho

avec I'ARN active sa fonction ATPase qui fournit l'énergie nécessaire à la translocation

de Rho le long de I'ARN jusqu'au terminateur, et à son activité hélicase qui libère le

transcrit du complexe de transcription en séparant I'hybride ADN/ARN.

1.2)Antiterminaison

Des protéines régulatrices modifient les propriétés d'élongation de la polymérase de telle

sorte que cette dernière passe au travers des terminateurs. Généralement, I'intervention de

ces protéines a pour effet d'augmenter la vitesse d'élongation. Par conséquent, le temps

de pause de la polymérase sur les terminateurs diminue et la terminaison est inhibée.

La protéine N du phage l" provoque I'antiterminaison de la transcription en des sites Rho-
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dépendant et Rho-indépendant, en synergie avec des protéines bactériennes comme NusA

(34). L'antiterminaison nécessite la présence de sites spécifiques sur I'ADN, les sites nzr,

qui doivent être transcrits par la polymérase(59). On sait depuis peu que N lie I'ARN sur

l'équivalent de ces séquences nut, mus on ignore comment N modifie les propriétés

transcriptionnelle de la polymérase .

Par contre, la protéine psu du phage P4 supprime de façon spécifique la terminaison Rho-

dépendante. Une des hypothèses suggérée pour expliquer cette spécificité est qae psu

entre en compétition avec Rho pour la liaison avec I'ARN (34).

1.3)Atténuation

Certains opérons biosynthétiques d'E coli possèdent un site spécifique de terminaison

appelé atténuateur qui contrôle la terminaison de la transcription des gènes en réponse à

un signal métabolique. Très souvent, le ribosome en cours de synthèse protéique

participe au processus d'atténuation.

Dans le cas de I'opéron bgl, la terminaison de la transcription est contrôlée par une

protéine qui lie le transcrit naissant (34). Cet opéron contient 3 gènes (BglG, BglF et

BglB) nécessaires pour I'utilisation des B-glucosides comme source de carbone par la

bactérie. Le gène BglG code la protéine régulatrice qui lie I'ARNm de I'opéron bgl. En

présence de B-glucosides, BglG est déphosphorylée. Ainsi activée, elle lie sous forme de

dimère I'ARNm cible en des régions qui contiennent des terminateurs en forme d'épingle

à cheveux. La liaison de BglG sur I'ARNm inhibe la formation de structures terminatrices

et permet I'expression de I'opéron bgl.

2) Virus

2.l)Terminaison par la polymérase du virus de la vaccine

Dans ce cas, le signal de terminaison (UUUUUNU) ne correspond pas directement au

site de terminaison puisque cet évènement se produit 20 à 50 nts en aval du signal. Si ce

dernier est incorporé dans une structure secondaire, l'efficacité de la terminaison est

affectée.

L'enzyme qui coiffe I'extrémité 5'des ARNm viraux est un hétérodimère (95 et 34 kDa)

capable d'aider la polymérase virale à terminer la transcription. Seule la sous-unité de 95

kDa est suffisante pour lier I'ARN. Cette liaison est inhibée préférentiellement par ta
présence de poly(U) (92) mais paradoxalement, I'enzyme ne lie par les ARNm au niveau
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du signal de terminaison. Le mécanisme par lequel cette protéine aide à la reconnaissance

du site de terminaison reste inconnu. Il pourrait impliquer des intéractions protéiques où

la protéine de 95 kDa intéragit avec un facteur qui reconnaît le signal de terminaison.

2.2)Antiterminaison par la protéine Tat du virus HIV
La transcription du génome de HIV est initiée à partir de promoteurs forts (LTR) pour

produire des ARNs viraux qui possèdent à leur extrémité 5' une séquence régulatrice en

forme d'épingle à cheveux, TAR. La protéine virale Tat reconnaît l'élément TAR et la
liaison protéine/ARN stimule I'initiation de la transcription (82). En absence de protéine

Tat, les ARNm viraux se ierminent majoritairement au niveau de la séquence TAR. Des

expériences montrent que Tat aide la polymérase II à transcrire le gène en stabilisant le

complexe d'élongation lorsque ce dernier rencontre la séquence TAR. Si des mutations

sont introduites dans la protéine Tat ou dans l'élément TAR de sorte à inhiber

I'intéraction TAR/Tat, l'élongation de la transcription est affectée (34). Malgré

I'identification de composants cellulaires capables d'intéragir avec Tat, les mécanismes

par lesquels cette protéine module I'efficacité de terminaison restent aujourd'hui

inconnus.

3) Eucaryotes

3.L)Terminaison par I'ARN polymérase II
En ce qui concerne la transcription des gènes codant les ARNm polyadénylés, la

terminaison nécessite la présence de deux signaux : un site de polyadénylation

(AAUAAA) fonctionnel et un site de pause proche du site de terminaison (96).

L'efficacité de terminaison semble dépendre de la distance séparant le signal fonctionnel

de polyadénylation et l'élément de terminaison (155). Une mutation ponctuelle dans le

signal de polyadénylation inactive non seulement la maturation 3' de I'ARNm mais aussi

accroît la longueur des transcrits primaires au-delà du site naturel de terminaison (126).

La maturation 3' des transcrits doit donc être un évènement important dans la terminaison

de la transcription. Un modèle propose que lorsque le signal de polyadénylation est

accessible au système de maturation des ARNm, le transcrit est relâché grâce au clivage

qui se produit normalement en 3'du signal AAUAAA. La polymérase synthétise alors un

ARN dont I'extrémité 5' n'est plus protégée par la structure "coiffe". Cet ARN devient

sensible à I'action d'exonucléases qui dégradent I'ARN dans le sens 5'-+3'. D'autres
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protéines de type hélicases doivent intervenir pour dérouler I'hybride ADN:ARN et

relâcher I'ARN (126). Des résultats récemment obtenus chez Ia levure Saccharomyces

cerevisiae supporte ce modèle en identifiant sur I'ADN des régions en aval du signal de

polyadénylation où la transcription s'arrête temporairement (63). De telles séquences ont

également été identifiées chez les eucaryotes supérieurs. Ces sites de pause facilitent

I'utilisation d'un signal faibte de polyadénylation localisé en amont de ce site, voire même

I'utilisation d'un site de polyadénylation localisé à I'intérieur d'un intron (40).

La terminaison de la transcription des ARNm des histones est comparable à celle des

ARNm polyadénylés dans le sens que terminaison et maturation 3' de ces ARNs sont

intimement liées. Ces ARNs sont clivés par des endonucléases mais les séquences

signales et les facteurs impliqués dans ce processus sont différents de ceux rencontrés

dans la maturation des ARNm polyadénylés (25,96).

8.3- REGULATION DE LA TERMINAISON PAR DES
PROTEINES LIANT L'ADN

Ce mécanisme ne dirige pas toujours une terminaison au sens stricte du terme car si ces

protéines participent à I'arrêt de l'élongation, elles ne sont pas pour autant impliquées

dans le relâchement du transcrit. En effet, certaines protéines bloquent l'élongation, mais

ce bloquage ne s'accompagne pas toujours d'une déstabilisation du complexe ternaire

ARN/ADNÆolymérase. Dans ce cas, la polymérase peut continuer la synthèse d'ARN

lorsque ces protéines quittent I'ADN.

L) Procaryotes

1.L)Terminaison du gène codant pour le répresseur de I'opéron lactose

Chez E. coli,Ie gène codant pour le répresseur de I'opéron lactose lacl, est localisé juste

en amont de ce même opéron. Le represseur et les trois gènes structuraux (lacZ, Y et A)

sont transcrits dans la même direction. Une région de 84 nts située entre la séquence

codante pour le répresseur et le site d'initiation de la transcription du gène lacZ conttôIe

I'expression de I'opéron. Cette région contient un site de liaison pour le répresseur /4c1.

La liaison de IacI sur cet opérateur permet d'accomplir simultanément deux fonctions :

38



ii
réprimer la transcription du gène lacZ et terminer efficacement la transcription du

répresseur lacl (141). Il est intéressant de noter que dans le cas de constructions

chimériques où le site de liaison pour lacl est inséré dans un gène normalement transcrit
par Pol II, la présence de lacl sur I'ADN bloque l'élongation de la transcription par la
polymérase eucaryote (35). Ceci suggère que I'activité des polymérases procaryotes et

eucaryotes peut être régulées par des mécanismes communs.

1.2)Antiterminaison

Le cycle lytique du phage À est contrôlé par les protéines d'antiterminaison N (cf ci-
dessus) et Q qui permettent I'expression respective des gènes précoces et tardifs du

phage. La protéine Q lie I'ADN en reconnaissant une séquence dans le promoteur des

gènes tardifs (qut). Nus A agit en synergie avec Q pour modifier les propriétés

enzymatiques de la polymérase puisqu'en présence de Q, la vitesse d'élongation est

augmentée d'un facteur 3 au minimum. [æs propriétés d'antiterminaison de a
s'appliquent indépendamment du type de terminateur (intrinsèque ou Rho-dépendant). Un

modèle qui tente d'expliquer le mécanisme d'action de Q suggère que cette protéine

réduit le temps de pause de la polymérase sur les terminateurs en facilitant I'intéraction

de I'enzyme avec les NTPs (135).

2) Eucaryotes
Chez les eucaryotes, les ARN polymérases I et II ainsi que I'ARN polymérase

mitochondriale utilisent des protéines qui lient I'ADN dans le but de stopper le processus

d'élongation.

2.l)Transcription par I'ARN polymérase I
L'étude de la transcription par Pol I a montré qu'une courte séquence de 18 bps, appelée

boîte Sal chez Ia souris et T3 chez le Xénope, était impliquée dans les évènements de

terminaison (119). Cet élément est spécifique de I'espèce et est situé entre chaque unité

transcriptionnelle codant pour les ARNs ribosomiques (ces unités étantÉpétées plusieurs

fois en tandem dans le génome). Ce terminateur peut fonctionner de façon

unidirectionnelle dans un contexte hétérologue, mais reste spécifique de Pol I, c'est à dire

qu'il est incapable de terminer la transcription par Pol II ou par une polymérase

bactérienne. Chez la souris, plusieurs protéines intéragissant avec la boîte Sal ont été

identifiées comme étant le facteur de terminaison murin (TTFI) (146). En fait, ces
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protéines sont issues de la protéolyse limitée d'une protéine précurseur de 130 kDa. Cette

forme précurseur possède peu d'affinité pour I'ADN contrairement à ses dérivés

protéolytiques. La liaison de TTFI sur la boîte Sal induit une courbure de I'ADN

suggérant que des modifications structurales sont impliquées dans les évènements de

terminaison. D'autre part, la spécificité de ce facteur de terminaison suggère qu'il

intéragit probablement avec un des composants du complexe d'élongation de Pol I, voire

une sous-unité spécifique de la polymérase.

2.2)Transcription par I'ARN polymérase mitochondriale

Chez certains patients, le syndrome de MELAS (encephalopathie mitochondriale) est

associé à une mutation de I'ADN mitochondrial dans une séquence nécessaire pour la

terminaison de la transcription des gènes ribosomiques. Une expérience récente montre

que cette séquence qui dirige la terminaison fonctionne in vivo, chez les bactéries,

indépendamment de son orientation comme un terminateur Rho-dépendant (147).

Le facteur de terminaison mTERM qui reconnaît spécifiquement cette séquence a été

purifié par chromatographie d'affinité pour I'ADN à partir de lysats mitochondriaux

humains (77). mTERM est composé de trois polypeptides : 2 sous-unités de 34 kDa et

une de 31 kDa. Seules les sous-unités p34 sont nécessaires pour assurer I'activité de

terminaison de la transcription (33).

2.3)Transcription par I'ARN polymérase II
La transcription du proto-oncogène c-myc et des ARNsn Ul et U2 constitue un exemple

aujourd'hui bien caractérisé où les séquences promotrices influencent les propriétés des

complexes d'élongation.

Le gène codant pour c-myc possède deux régions promotrices Pl et P2 à partir desquelles

la transcription peut être initiée. L'injection de ce gène dans des oocytes de Xénopus

révèle que la majorité des transcrits se terminent dans la jonction exonL:intronl à

I'intérieur de séquences riches en T (81). L,es transcrits initiés à partir de P2 sont plus

sensibles à ce signal de terminaison, peut-être parce que leur transcription implique un

complexe d'élongation de type Pol III plutôt que Pol II (151).

De même, les mécanismes de terminaison de la transcription des gènes codant les ARNsn

(surtout Ul et U2) ont été bien caractérisés (57). La maturation de I'extrémité 3' de ces

ARNs est co-transcriptionnelle et est probablement responsable de la terminaison de la

transcription de ces gènes. Une séquence appelée boîte 3' et conservée parmis tous les

gènes ARNsn transcrits par Pol II, à été identifiée comme étant nécessaire pour terminer

efficacement la transcription. La reconnaissance de la boîte 3' comme signal de
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terminaison dépend des séquences promotrices du gène et par conséquent du complexe

de transcription associé (facteurs de transcription et polymérase). En effet, si les

promoteurs de ces gènes sont remplacés par des promoteurs d'ARNm, la boîte 3' est

ignorée par le complexe d'élongation et la transcription se poursuit au-delà du signal de

terminaison (57). De même, si le promoteur est remplacé par celui du gène U6 (transcrit

Pol III), les gènes sont transcrits par Pol III et se terminent à I'intérieur d'une suite de T
qui correspond au signal de terminaison normalement reconnu par Pol III (90). Ces

résultats impliquent que Pol tr etlou des facteurs associés au complexe de transcription de

ces gènes sont impliqués dans la reconnaissance de la bolte 3'.

D'autres séquences promotrices comme CCAAT reconnues spécifiquement par des

protéines sont impliquées dans la terminaison de la transcription par Pol II en bloquant

l'élongation de la synthèse d'ARN (28).

8.4. REGALATION DE LA TERMINAISON PAR DES FACTEURS
I N T E RAGISSANT AVE C L' ARN P O LY M E RAS E

L) Procaryotes

1.l)Atténuation
En réponse à un signal métabolique, le ribosome en cours de synthèse participe aux

évènements de terminaison de la transcription de certains opérons. Ce mécanisme de

régulation de la terminaison implique un couplage entre la traduction et la transcription

puisque selon les cas, le ribosome contraint le transcrit naissant à adopter une structure

secondaire qui provoque Ia terminaison de la transcription, ou au contraire inhibe la

formation de ce terminateur (81).

Par exemple, dans le cas de I'opéron tryptophane (trp), la synthèse d'un peptide leader

contenant des codons régulateurs trp gouveme la formation d'un terminateur quand le trp

est suffisamment abondant dans la cellule. La terminaison de I'opéron trp est Rho-

indépendante. La régulation de la transcription de cet opéron nécessite la formation de

deux structures secondaires qui sont exclusives I'une de I'autre : I'une correspond au

signal de terminaison, I'autre à I'atténuateur. A basse concentration intracellulaire en trp,

I

I
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le ribosome ralentit la synthèse du peptide leader au moyen des codons de contrôle trp.

Ce ralentissement force le transcrit à adopter la structure "atténuateur", ce qui exclue la

formation du terminateur. Par conséquent, les gènes de I'opéron trp sont exprimés.

Inversement, quand le trp devient abondant, le ribosome progresse rapidement jusqu'au

codon stop empêchant la formation de la structure "atténuateur". Par défaut, la structure

secondaire correspondant au terminateur est permise et la transcription se termine (81).

Dans le cas de I'opéron pyrBl, la terminaison est régulée par la concentration d'UTP. Cet

opéron code un enzyme de la biosynthèse des pyrimidines et possède un site de

terminaison rho-indépendant en amont de I'atténuateur. La région où la polymérase

stoppe momentanément la transcription est riche en résidus U. Lorsque le taux d'UTP est

faible, la polymérase s'arrête suffisamment longtemps pour permettre au ribosome

d'initier la synthèse d'un peptide "leader" de 44 AA. La traduction se poursuit jusqu'à ce

que le ribosome rejoigne la polymérase. L'intéraction entre les deux entités empêche la

polymérase de reconnaître I'atténuateur et la transcription se poursuit jusqu'au

terminateur. Par contre, lorsque la concentration d'UTP est suffisante, l'initiation de la

traduction du peptide "leader" ne peut se faire car le temps de pause de la polymériNe est

trop court (81) et les transcrits se terminent majoritairement au niveau de l'atténuateur'

L.2)Antiterminaison

La purification de I'ARN polymérase d'8. coli a montré que la protéine nusA est associée

à I'enzyme. Selon les conditions expérimentales, nusA agit comme facteur de terminaison

ou d'antiterminaison. La présence de nusA réduit la vitesse d'élongation, ce qui a pour

effet d'accentuer le temps de pause de la polymérase favorisant ainsi la terminaison de la

transcription. Ce phénomène s'explique actuellement par une compétition entre le site de

liaison de nusA et celui des NTPs sur la polymérase (74).

2) Euçaryotes

Plusieurs protéines intéragissant physiquement avec Pol II ont été identifiées (34,74)-F;n

particulier, une protéine nucléaire, appelée différemment selon les sources (protéine SII,

TFIIS, RAP38 ou P37) stimule l'élongation quand la polymérase rencontre un site de

pause (130). Au moins deux ADNc codant la protéine SII humaine sont clonés (22). Des

expérience s in vitro réalisées avec Pol II et SII purifiées (chez la drosophile ou à partir de
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thymus de veau) montrent que ces deux protéines sont suffisantes pour médier
l'élongation de la transcription (145). Cependant, tous les sites de pause ne sont pas

affectés par la présence de SII.

Un homologue de SII chez la levure a également été identifié, mais contrairement à la
protéine humaine, la protéine de levure est aussi active dans la transcription par Pol I et

PoI II (138). La liaison de TFIIS sur un complexe binaire (Pol IUARN) à I'arrêt induit le
clivage de I'ARN. Il semble que cette activité ribonucléasique soit intrinsèque à Pol II. Ce

mécanisme aurait pour but de secourir la polymérase immobilisée dans un complexe de

transcription inactif (68). rl
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MATERIELS ET METHODES

A: MODIFICATIONS ENZYMATIQUES DE L'ADN

A.1: Digestion par les endonucléases de restriction
En général, lpg d'ADN purifié est digéré par lU d'enzyme en 60mn. Il est possible de digérer jusqu'à 4pg
d'ADN dans irn volume hnal de 20pl-. Tottefois, le volume d'enzyme de restriction à ajouter ne doit pas

excéder 1/10 du volume final car le glycérol contenu dans le tarnpon de conservation de l'enzyme peut
diminuer I'efficacité de la digestion.
(dans tous lcs cas, se référer aux indications du vendeur)
Èour effectuer des digestions partielles, on peut augmenter Ie volume final de réaction à 100p-l et
diminuer la quantité d'énzyme (maximum 0.3u/pg d'ADN). Prélever à des intervalles de temps engg 3_till
et 60mn, 16td de réaction et ajouter de I'EDTA à 20mM final, puis le tampon de charge 5 x FDM. Les
échantillons sont prêts à être directement chargés sur un gel d'agarose'

A.3: Phosphatase alcaline (CIP)
Cette enzyme est utilisée pour déphosphoryler I'extÉmité 5' des acides nucléiques dans le but:
- de marquer en 5' avec un radioiôotope3zY un fragment d'ADN qui doit être séquencé par la méthode de
Maxam-Gilbert ou un ARN qui doit être séquencé par fingerprint.
- d'éviter une ligation sur lui-même d'un vecteur ADN préalablement digéré., _ - - ^
Le plus souveni, la réaction s'effectue dans le tampon utilisé pour digérer I'ADN. On ajoute lpl de CIP

A.2: Fragment Klenow de I'ADN polymérase I d'8. coli
Cette enzyme correspond à la partie carboxyl terminal de I'ADN polymérase. FJle conserve les activités
ADN polymérase et èxonucléase 3'-)5' mais a perdu I'activité exonucléase 5'-+3'.
Marqriagé de I'extrémité 3'de I'ADN par un cr-32p aa.fp ou un BioT-dATP
ADN 0.75mgiml
dNTPs GaufdATP) l00pMchacun
dATP (a-32e ou BioT) 50pCi ou 20pM
Klenow 15u/ml
HzO qsp 20Pl
réaction:lhà37'C
Remplissage 3'-)5' des extrémités ADN: La réaction est la même que précédemment mais on augmente
la quantité de dNTPs à lmM chacun.

10x tampon Pol I 500mM Tris-HCl pH7.5
100mMMgSO4
10mM DT'I
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(l-qq à la réaction et I'on poursuit I'incubation 30mn à 37oC. L'enzyme est inactivée en chauffant 10mn à
70"C ou par extraction au phénol.

4.4: T4 polynucléotide kinqse (PNK)
Cette enzyme catalyse le transfert du phosphate y de I'ATP sur I'extrémité 5' hydroxyle des acides
nucléiques.

Fragment de restriction 10-200pmoles d'extrémités
É2F-afp (a.s > 5000Ci/mmole) 50pCi ^

PNK lOU
H20
réaction:lhà37oC.

qsp 20trr1

10 x tampon kinase: 0.5M Tris HCI pH7.5
0.lM MgClz
50mMDTI
lmM spermidine

1i

i1

I

I

I

Rq: Pour un oligonucléotide, on phosphoryle lOpmoles dans un tampon qui ne contient pas de
spermidine. S,i l-a phqnhorylation ne s'accompagne pas d'un marquage radiôactif, le f2p-61p "r,remplacé par 5mM ATP final.
L'enzyme est inactivée en chauffant 10mn à 70oC.

4.5: T4 ADN ligase
Cette enzyme catalyse la formation d'une liaison phosphodiester entre les groupes terminaux 3'OH et 5'P
d'un duplex ADN.
vecteur 50,ng
insert 3-10 x d'excès molaire
T4 ADN ligase lU
HzO qsp 10pl
réaction : 30mn minimum à RTC (20'C).
Pour la ligation d'extrémités cohésives, augmenter le temps d'incubation (5 heures minimum)

10 x tampon ligase: 200mM Tris HCI pH7.5
100mMMgCl2
100mM DTf
5mM ATP

4.6 : Mutagénèse dirigée
Un kit commercialisé chez Amersham permet d'obtenir une grande efficacité de mutagénèse en éliminant
de façon spécifique le brin non muté, générant ainsi un homoduplexe ADN mutant. -
Un oligonucléotide portant la mutation désirée est hybridé à une matrice ADN simple brin et sert
d'amorce po-ur la synthèse du brin complémentaire. Un hétûoduplexe ADN composé d\rn brin de type
sauvage,et d'un brin muté est ainsi généré. Ir'élimination sélective du brin non muté est rendue possible
grâce à I'incorporation dans le brin mutant d'un thionucléotide au cours de la synthèse par le fiagment
Klenow.-de la polyméras1l._En présence de ce type de nucléotide, I'enzyme de-restrictiôn NciI né peut
cliver I'hétéroduplexe ADN mais génère seulement une coupure dans le brin non muté qui peimet
ultérieurement à I'exonucléase III de digérer spécifiquement ce brin.

A.6.1- Synthèse de I'ADN simple brin
Le plasmide Gem3LaY contenant le gène codant la protéine La de S.cerevisiae est digéré avec Hind III.
Un fragment de 150 pb issu de la digestion et contenant la région RNPl de la protéine est sous cloné dans
le vecteur pBS qui possède une origine de réplication pour le phage M13. Une souche d'8. coli infectée
par le phage M13 est transformée avec ce nouveau plasmide et est surinfectée avec un phage helper à
raison de 2.1610pfu/ml, soit un excès de phage égal à 20 fois le nombre de bactéries.
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A.6.2-Synthèse du brin mutant
10 pmol d'oligonucléotide contenant la mutation sont phosphorylées

hybridées à 5pg d'ADN simple brin en chauffant 3mn à 70'C puis
placer sur la glace. La synthèse du brin mutant est effectuée pendant
Klenow et 6U de T4 ADN ligase et d'cr-S-dCTP.

corune décrit dans la section A.4 et
en incubant 30mn à 37oC avant de
la nuit à 16'C en présence de 6U de

A.6.3-Filtration de I'hétéroduplexe
Les molécules d'ADN simple brin non converties en hétéroduplexe sont éliminées par filtration. A 0.5M
NaCl, IADN simple brin i'attache à la membrane de nitrocellulose alors que I'hétéroduplexe passe au
travers et se trouve ainsi purifié.
-ajouter à la réaction de synthèse du brin mutant l701tlH2O et 30 pl NaCl 5M.
-filtrer en centrifugeant 10 mn à 1500 rpm, RTC.
-rincer le filtre en ajoutant 100 pl de 0.5M NaCl et centrifuger à nouveau.
-précipiter le filtrat avec de l'éthanol dans 0.3M NaOAC final.

A.6.4-Coupure du brin non muté par NciI
Le thionucléotide cr-S-dCTP n'est pas mutagénisant et ne modifie pas la spécificité d'appariemment des
bases. Incorporé dans le brin mutant au cours de la première étape, il protège ce dernier au niveau des
sites NciI dé I'action de I'enzyme de restriction correspondante qui ne peut alors que faire une simple
coupure dans le brin non mutant. 5U de NciI sont ajoutées au filtrat et la réaction est incubée 90 mn à
37"C.

A.6.5-Digestion du brin non mutant par l'éxonucléase III
Cette enryme digère I'ADN dans le sens 3'+5' à partir d'une extrémité 3' libre. Pour les raisons décrites
ci-dessus, seul le brin non muté est digéré par cette enzyme. 50U d'éxonucléase III sont suffisantes pgur
digérer la totalité du brin non muté en 30 mn ù37"C. L'enzyme est inactivée en chauffant 15 mn à 70"C.

La réaction s'effectue la nuit à 1 en présence de 3U d'ADN polymérase I et 2U de ligase.
L'ADN est précipité 10 mn à RTC en ajoutant:

-1 volume de 4M NH4OAc pH5.4
-4 volumes d'éthanol.

Après centrifugation, le culot est resuspendu dans 100 pl de TE.
Lâ souche DH5c est transformée avec ce nouveau plasmide qui contient 2 acides aminés mutadts dans la
région RNP1 de la protéine Lade S.cerevisiae. Cette mutation est vérifiée par séquençage (cf. F.1.2) puis
le-fragment est réintroduit dans la séquence originale à la place du fragment de type sauvage.

B: ELECTRO-TRANSFORMATION D' B. COZI

B. 1 : Prépardtion de s c ellule s éle ctro -comp étente s

-à partir d'une colonie d'8. coli DH5, inoculer 15ml de LB et cultiver la nuit à 37"C.
-avec 10ml de cet inoculum, ensemencer 1L de LB et incuber à 37'C en agitant vigoureusement jusqu'à
obtenir une D.O600nm=0.5 - 0.8 1=21t;.
-refroidir les cellules dans la glace 15-30mn et centrifuger dans un rotor froid à 40009 pendant 15mn.
-resuspendre les cellules dans 500m1 dH2O refroidie sur glace et centrifugercornme précédemment.
-recommencer I'opération en resuspendant les cellules dans 500m1 dH2O froide et centrifuger.
-resuspendre dans 10ml de lOTo glycérol et centrifuger à nouveau.
-resuspendre dans 1.5m1 de lOVi glycérol et aliquoter par 50pl en congelant directement sur carboglace.
Stocker les aliquots à -70"C.

8.2 : Ele ctro -transformation
-refroidir tubes et cuvettes sur la glace.
-régler l'appareil Gene Pulser (Biôrad) sur une capacité de 25pF et 2.5kV et une résistance de 200C).

-ajouter [ SOpt de suspension cellulaire, 21tl de la réaction de ligation (= 1/5). Mélanger et laisser sur
glace environ lmn.
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-transférer dans une cuve à électroporer (0.2cm, Biorad). Vérifier I'absence de bulles d'air et appliquer le
pulse jusqu'au signal sonore.

;ajouter immédiatement lml de SOC (conservé à RTC) dans la cuvette avec une pipette Pasteur,
homogénéiser doucement et transférer le tout dans un tube de polypropylène.
-incuber th à 37'C, 225rpm.
-étaler sur milieu sélectif à raison de 250p1 pour une grande boîte de Petri.

il

rl

ilil

il

rl

SOC : 27o Bacto tryptone (Gibco)
O.5Vo Bacto yeast extract (Gibco)
10mM NaCl
2.5mM KCI

1ml
qsp 1l

l0mM MgCl2
10mMMgSO4
20mM glucose

C: PREPARATION DE L'ADN PLASMIDIOUE

C.I: Minipréparation de plasmides
-inoculer 1 colonie par 5ml de LB + antibiotique de sélection et incuber la nuit à 37'C, 250rpm.
-centrifuger 3ml de culture dans un tube Eppendorf et éliminer le surnageant par aspiration. 

-

-resuspendre le culot dans 100p1 d'une solution 50mM glucose, 25mM Tris-HCl pH8, 10mM EDTA pH8
en vortexant.
-ajguter 200p1 d'une solution 0.2N NaOH, 17o SDS fralchement préparée. Mélanger par inversion du tube
et incuber 5mn à RTC.
-ajouter 150p1 de 3lv1/5M KAc (conservé à 4'C) et vortexer sur le bouchon. Incuber 5mn à 4oC.
-centrifuger 2mn à RTC à 10000rpm.
-transférer le surnageant dans un nouveau tube Eppendorf et extraire avec 1 volume de chloropan (1 vol.
phénol / 1 vol. chloroform).
-ajouter 1ml d'éthanol lOÙVo et incuber lmn à RTC. Centrifuger 2mn à RTC.
-rincer les culots avec 500p1 d'éthanol 80Vo et sécher les culots avant de les resuspendre dans 50pl d'
H20.

Rql: les ADNs plasmidiques préparés selon cette méthode peuvent être directement séquencés. Dans ce
cas, le culot est dissous dans seulement 30pl H2O et 4 à 5pl sont utlisés pour séquencer ielon Sanger.

Rq2: pour les analyses de restriction,2ltlde suspension (soit l/25) sont suffisants.

LB Tryptone
Extrait de levure
NaCl
NaOH lN
H20
autoclaver 20mn à I}O"C.

C.2: Maxipréparation de plasmides
-inoculer 1 colonie dans 1lml de LB + antibiotique de sélection et cultiver la nuit à 37"C, 250rpm.
-ajouter 5ml de la pré-culture à 500m1LB contenant I'antibiotique et incuber à37"C,250rpm jusqu'à une
D.O6ggnp=1 (=4h).
-ajouter 200pg/ml final de chloramphénicol (= lml d'une solution à 100mg/ml dissous dans l'éthanol
807o) pour amplifier I'ADN plasmidique en incubant la nuit à 37'C, 250-300 rpm.
-centrifuger 15mn à 4000rpm.
-laver les cellules en les resuspendant dans 20ml de 50mM Tris HCI pH8 et centrifuger à nouveau.
-resuspendre dans 4.2m1 de 25Vo sucrose, 50mM Tris HCI pH8.
-lyser les bactéries par addition de 1.4 ml lysozyme à l0mg/ml (dissous dans 50mM Tris HCI pH8) et
incuber 5mn dans la glace.
-ajouter 23m1de 0.25M EDTA et incuber 10mn dans la glace.
-ajouter 5ml d'une solution 27o triton X-100,60mM EDTA, 50mM Tris HCI pH8 et incuber 30mn sur
glace.

1og
5g
5g
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-transférer le mélange dans des tubes polycarbonate et centrifuger th à 32000 rpm, 4"C (rotor Ti60).
-prélever le surnageant et ajuster le volume à 14ml avec dH2O. Mélanger ce volume à l4g de CsCl
préalablement pesé et ajouter lml EtBr à l0mg/ml.
-centrifuger la nuit à 37000rpm, 20oC (rotor vertical VTI65).
-récolter la bande inférieure (ADN plasmidique) et extraire 4 fois avec I volume d'isoamylalcool saturé
en CsCl.
-dialyser 3 x 2h dans 1L TE à 4'C, ajuster à 0.3M NaOAc pH7.4 et précipiter avec 2.5 volume d'éthanol
la nuit à -20'C.
-centrifuger à 10000rpm, 4oC. Rincer le culot avec lml d'éthanol à 80Vo et resuspendre le culot dans
170p1 TE.

TE: 10mM Tris HCI pH7
lmM EDTA pH8

C.3: Purification sur colonne Biogel A-50 (Biorad)
Cette procédure permet l'élimination des ARNs contaminants la maxipréparation d'ADN plasmidique.
-hydrater le biogel A-50 avec une solution 20mM Tris HCI pH8, 0.2M NaCl, 1mM EDTA. Laisser
gonfler la résine la nuit à RTC et remplir une colonne (A=Icm,l=25cm, Biorad).
La colonne doit être rincée au moins 2h entre chaque purification.
-ajouter 30pl de colorant 25Vo glycine,0.lVoBPB,0.5Vo bleu de Sarkosyl aux 170p1de solution ADNÆE
et charger l'échantillon sur la colonne.
-laisser pénétrer et récolter 30 fractions de 500p1 en éluant avec le même tampon que celui ayant servi à
gonfler la résine. Mesurer la D.O à 260nm ; le premier pic d'élution correspond à la sortie d'ADN, le
second pic à la sortie d'ARN.
- grouper les fractions contenant I'ADN puis précipiter cet ADN en ajoutant 2.5 volumes d'éthanol. Après
centrifugation à 10000rpm, rincer le culot avec lml d'éthanol et le resuspendre dans 500p1 H2O.

Rq: en général, 500m1de culture contiennent 500pg d'ADN plasmidique.

D: ELECTROPHORESE

Cette technique permet de séparer selon le poids moléculaire, non seulement des protéines mais aussi des
fragments d'ADN ou d'ARN. Une fois linéarisés, ces derniers parcourent une distance qui est inversement
proportionnelle au logtO de leur taille (nombre de paires de bases).

D.1: Gel d'agarose
Il est utilisé pour séparer et purifier des fragments d'ADN dont la longueur est comprise entre 0.5kb et
25kb.
L'agarose est dissous dans du tampon lxTEB, puis I'EtBr est ajouté à 0.2pglml final.
Le tampon de charge Ficoll Dye Mix (FDM) est ajouté aux échantillons. Laisser migrer de 1 à 10V/cm
(distance de séparation des deux électrodes).

5xFDM: 10% Ficoll
50mM EDTA
O.lVo (wlv) XCFF
0.17o (w.v) BPB

10 x TEB Tris base
acide borique
EDTA
H20

96.9g
49.5s
3.7s
qsp lL
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D.2: Gel d'acrylamide non dénaturant

Ç9 typ" de gel sépare des fragments d'ADN dont la taille est inférieure à 1000pb.
Un volume de solution d'acrylamide/bisacrylamide 29:t (wlv) est mesuré selbn le pourcentage désiré et
mélangé au tampon TEB lx final.
La migration se fait à RTC, à puissance constante de 12W. Le tampon de charge des échantillons est le
même que celui utilisé pour les gels d'agarose.

30-1
t2-0.8
10-0.5
7-O.4
3-0.2

0.5
0.7
I

1.2
1.5

résolution (kb)Vo d'asarose

250-300
120
70

100

65
45
20
T2

100-1000
100-500
60-400
50-200
5-100

3.5
5
8
12
20

migration du XCFF ftb'mieration du BPB ftb)résolution (kbqo aervlàmide

D.3: Gel d'acrylamide dénaturant
L'urée à la concentraton de 8M est l'agent dénaturant.
On utilise également une solution d'acrylamide à40Vo (387o acrylanidel2To bisacrylamide w/v)

D.3.1.: Gel de séquence d'ADN:
Acrylamide 407o (6Vo,87o ou t4%o final)
10 x TBE 7ml
urée 35g
HzO qsp 70ml

L'urée est dissoute par chauffage à 37'C.
Une fois coulés, ces gels de séquences sont préchauffés th à une puissance constante de 50W pour les
gels à 87o et l4%o, de 45rW pour les gels à 6Vo.
Le culot d'ADN est resuspendu dans le tampon de charge suivant:

Formamide 957o
XCFF 0.17o
BPB 0.1%
EDTA 10mM

L'ADN doit être dénaturé en le chauffant 3mn à 95oC et refroidi sur glace avant d'être chargé.

10 x TBE Tris base
acide borique
EDTA
H20

D.3.2: Gel de transcription
Le principe est le même que pour les gels de séquence mais le tampon TEB est remplacé par du TBE. Le
gel est préchauffé th à puissance constante de 30W.
Les ARNs sont resuspendus dans le tampon suivant:

Urée 7M
XCFF 0.1%

lt

i1

ll

il

il

: 1099
:55.79
:9.3g
: qsp lL
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TEB 0.25 x
Les ARNs doivent être dénaturés 3mn à 65"C et refroidis sur glace avant d'être chargés.
Poursuivre l'électrophorèse à 30V/ pendant lh à 1h30.

130
106
75
55
40

35
26
t9
12

5
6
8
10
12

XCFF (nt)BPB (nt)Vo d'acwlamide

D.4: Gel de protéines à une dimension
Dalg u1t. gel_ dgnaturant SDS-polyacrylamide, -les protélles !on! séparées sur la base de leur poids
moléculaire. L'échantillon protéiqr1e est dénaturé parihauffage à 100"e en présence de SDS et d'un àgent
r.éducteur, le B-mercaptoetlTanol. De cette façon, la quantité de SDS incdrporée dans les protéines"est
directement proportionnelle à sa longueur.
La- procédure détaillée ci-dessous correspond à celle utilisée pour un minigel de protéines (Protean II
gels, Biorad).

728148533310001433r7661933H20
SDS 207o

2OVo

6660
650

1875*

17.SVo

5830
730

1875*

I5Vo

5000
870

3740

12.SVo

4t66
1033
3740

l0Vo

3333
1300
3640

7.5Vo

2500
1930
3740

5Vo

1,666
2600
3740Tris lM pH8.7

bisacrylamide 17o

acrylamide3OVo

Gel de séparation
(oour 10ml)

ajouter 37.51u1APS 107o et3.751tl TEMED pour la polymérisation.

5x tampon de protéine pH8.3 : Tris base : 15g
glycine :72g
SDS : 5pH2o : qip u.

2 x tampon de charge (pour 1.5m1, pH6.8) :

* volume en pl de Tris 2M pH8.7
ajouter 40pl APS lOVo et4pl TEMED pour la polymérisation

Gel de concentration (pour 5ml) : acrylamide3D%o
bisacrylamide 17o
Tris 1M pH6.8
SDS 207o
Lno

835pI
650p1
6251tl
251tl
2850p1

20Vo glycérol
lOVo B -mer captoethanol
67o SDS
125mM Tris pH6.8
0.O2VoBPB
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E: EXTRACTION D'ACIDE NUCLEIOUE D'UN GEL

8.7: Gel d'agarose

E.1.L : Extraction par électroélution

-découper-la banlle d'ADN dans le gel d'agarose et la mettre dans un sac à dialyse contenant un peu de
tampon 0.5 x TEB.
-plaqgr le sac dans une cuve à^ql_e_ctrophorèse, perpendiculairement au champ électrique.
-_lPPliqu_er- un courant de 100V pendant 15-30mn. Vérifier sous la lainpe U.V que I'ADN a été
électroélué.
-purifier I'ADN sur colonne NACS. Pour cela ajouter du NaCl à 0.5M final.

Colonne NACS
-hydrater la colonne avec 3ml 2M NaCVTE.
-équilibrer avec 3ml0.5M NaCVTE.
-charger l'échantillon.
-rincer avec 4ml0.5M NaCl/TE.
-éluer avec 3 x 200pl2M NaCVTE.
-précipiter I'ADN comme suit: 200p1 d'éluat

200p1 TE
2pg ARNt d'E.coli
lml EtOH 1007o

-précipiter à nouveau en resuspendant IADN dans 0.lM NaCl.
-resuspendre enfin dans du TE.

E.1.2: Extraction par élution sur feuille de DEAE

-découper la feuille de DEAE NA-45 (Schleicher & Schull) selon les dimensions nécessaires.
-rincer cette membrane dans d-H?O, puis dans le tampon A (1.6M NaCl, 20mM Tris pH8, lmM EDTA).
-plaggr la membrane derrière la bande à éluer et ajouter du tampon 1 x TEB sur les bbrds du gel.
-appliquer un courant de 100V pendant 10-15mn.
-mettre la membrane contenant I'ADN dans 400p1 de tampon A et incuber th à 65"c.
-précipiter 2 fois I'ADN. (pour la première précipitation, àjouter 2pg d'ARNt d'E.coli)

E.1.3: Extraction par liquéfaction de I'agarose
cette méthode ne nécessije pas_l'utilisation d,un agarose spécial. L,ADN est extrait du gel à I'aide d'un kit
commercialisé par Biorad : kit PrepA Gene.
(Suivre la procédure fournie par la firme)

8.2: Gel d'acrylami.de
Les^acides nggtéjgugt présents dins un gel d'acrylamide sont facilement extraits par simple diffusion à
RTC ou à 37"C. L'efficacité de récupération dépend de la longueur du fragment :

95Vo pour un oligonucléotide de 20nt
60-70Vo pour un fragment de 250pb
30-40Vo pour des fragments de 400pb

-découper en petits morceaux la bande d'acrylamide contenant I'acide nucléique.
-placer les morceaux dans une pipette de 1ml dont I'extrémité interne est obslruée par un coussin de laine
de verre et I'extrémité externe par du parafilm.
-ajouter 400p1de tampon MG et incuber la nuit à 37"C.
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-récupérer l'éluat en perçant l'extrémité extérieure de la pipette et précipiter avec 2.5 volumes d'éthanol
IOOVo et lOpg d'ARNt d'E.coli (sauf si le fragment doit être phosphorylé).

tampon MG-ADN , 
il$+ÎAc 

pH7 
; ?#

tampon MG-ARN: NH4OAc pH5.3
EDTA
SDS

0.5M
0.lmM
O.l%o

F: SEOUENCAGE DES ACIDES NUCLEIQUES

F.1: Séquençdge de I'ADN

F.L.lSelon Maxam et Gilbert
Cette méthode chimique de séquençage
Après avoir isolé et purifié un fragment
231tlH2O dans des tubes siliconnés.
Répartir comme suit :

4pl pour la réaction G
7pl pour la ràaction R (G+A)
7pl pour la réaction Y (C+T)
5pl pour la réaction C

est décrite en détail dans Methods in Enzymology, 65 :499-559
d'ADN marqué à une extrémité, resuspendre le culot d'ADN dans

précipiter 30mn à -70'C.
centrifuger et rincer le culot avec lml EIOH 807o.
resuspendre dans 0.3M NaAc pH7.5 et précipiter à nouveau.
resuspendre les culots dans:

100uI100lrl30ul3oul
Pipéridine lM

YcGR

vortexer et incuber 30mn à 90"C.
lyophiliser 3x dans 30pl H2O.
resuspendre les culots dans 8pl de tampon de charge.
chauffer 3mn à 90"C, refroidir sur glace avant de charger

Composition des solutions:

Pyridinium formate (Pyr. For.) : acide formique 4Vo
pyridine (pour ajuster à pH2)

7
.l3plH2O

30pl Hydrazine

12m,20"C

2()Opl T-stop

5

l5pI NaCl 5M

30pI Hydrazine
l4mn,20"C

200td C-sûop

4
200p1Caco Mix

IFI DMS

3mn,20"C

50plSxDMS-stop

7
l3;rl H2O

2pl Pyr. For.

15m,37"C

220p1 NaAc0.3M

ADNpI
ajouter
mélanger
incuber
aiouter

et

YCGRRéaction
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Acide formique SOVo

DMS (Fluka)
Hydrazine anhydre pure, 957o (Serva)
Pipéridine pure (Serva)

5 x DMS-Stop : NaOAc 1.5M pH7
B-mercaptoéthanol lM

Caco Mix sodium cacodylate 50mM pH8
EDTA lmM

NaOAc 30mM
EDTA 0.1mM

NaOAc 300mM
EDTA 0.1mM

C-Stop

T-Stop:

Bs Le DMS est inactivé par une solution 5M NaOH.
L'hydrazine est inactivée par une solution 3M chlorure de fer

F.L.2: Selon Sanger
Cette méthode est aussi appelée séquençage par terminaison de chaînes (Sanger et al., 1977, PNAS 74 :

s463-s467).
Une amorce oligonucléotidique complémentaire est hybridée à la matrice ADN. L'amorce sert de point
d'ancrage à une ADN polymérase qui initie la synthèse d'ADN à partir de I'extrémité 3'de I'amorcè. La
synthèse se fait dans 4 tubes différents, chacun contenant un ddNTP et les trois dNTPs restants. La
présence du ddNTP incorporé dans la chalne naissante provoque l'arrêt de la synthèse par la polymérase.
La procédure suivie pour séquencer selon Sanger est décrite en détail par le fournisseur du kit Séquenase
(usB).
L'ADN double brin est dénaturé 30mn à 37"C dans une solution 0.2M NaOH, 2mM EDTA avant d'être
hybridé à I'amorce. L'ADN est ensuite précipité dans du NaOAc 0.3M pH5.5.

X'.2: Séquençage d'ARN
Le principe du fingerprinting est détaillé par Gupta et al., 1979, NAR 7 :959-971.
La structure primaire d'un ARN est déterminée en 2 étapes:
-I'ARN est digéré par des endonucléases et les oligonucléotides sont séparés selon leur charge.
-ces oligonucléotides sont ensuite séparés par chromatographie sur couche mince selon leur masse et leur
séquence.

1.2.1: Ilydrolyse de I'ARN par la RNase T1
Cette endonucléase coupe les liaisons phosphodiesters après les 3'P des résidus guaniliques.
L'ARN est marqué au32P, purifié sui gel d'acrylamide et élué par diffusion dàns du iampon GM-ARN,
puis précipité en présence de 20pg d'ARNt d'E.coli. Le culot sec d'ARN est directement resuspendu dans
2pl de solution enzymatique (RNase T1 5U/pl, dans 20mM Tris pH7.4, 2mM EDTA). La réaction se fait
à37"C dans un capillaire (embout de pipette Oxford) placé dans un four saturé en eau.

F.2.22 Première dimension: électrophorèse sur acétate de cellulose.
-imprégner la languette d'acétate de cellulose (30 x 550cm, Schleicher & Schull) dans une solution 5%
acide acétique, O.SVo EDTA, 7M urée. Ajuster à pH3.5 avec la pyridine.
-déposer les 2pl d'hydrolysat à 10cm de I'extrémité de la bandelette ainsi qu'une goutte de colorant (lVo
acide fuchique, l7o XCFF, l7o méthylorange) à coté de l'échantillon.
-quand les échantillons ont pênê1ré la bandelette, fixer cette dernière sur un support plastique que l'on
introduit ensuite dans une cuve à électrophorèse à haut voltage.
tampon d'électrophorèse: 57o acide acétique

0.5% pyridine
pH3.5

-faire migrer à 5000V pendant 25mn (le colorant rose doit avoir parcouru 21cm)
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F.2.3: Deuxième dimension: chromatographie sur couche mince
La cellulose en couche mince (0.1mm) imprégnée de polyéthylènéimine (PEI 300, Schleicher & Schull)
est utilisée pour séparer les oligonucléotides selon leur mas_se et séquence.
-éliminer lei impuietés par pré-chromatographie dans dH2O.
-agraffer une feirille de-papier 3MIvt (Wâttman) 20 x 14cm en haut de la plaque PEI pour augmenter la
distance de migration.
-irinsférer les [ligonucléotides de la languette d'acétate de cellulose sur la plaque PEI. Laisser transférer

30mn. Rincer la plaque à l'éthanol et la sécher.
L€i"rtr"pttrierà^i'efî""tue dans une cuve en vene saturée contenant 15ml d'homomix C-15. La cuve est
placée lli dans une étuve à 65'C pour saturer son atmosphère

ï;-"htil"t"graphier la plaque irEI avec dH2O jusqu'à ce que-le front-de r-rugration dépasse de 5mm la
fign" Oe aepôt"dËs o[gonïclèotides. Essuyer I'eicès d'eau èt déposer la plaque dans la cuve saturée à

65'C.
-laisser migrer 4-5h (XCFF à 2cm du haut de la plaque PED. ..
-rincer la p'iaque danà un bain d'éthanol 5mn, séCher et autoradiographier.
Stddpi;itiôn de migration, on peu-t-estimer la compositon des. oligonucléotides, mais pour connaître
plus précisément la séquence, il faut effectuer une analyse secondaire.

Homomix C-15 (3Vo ARN,7M urée):
-dissoudre 10g dARN de levure (Sigma) dans 90ml H2O.
-ajouter 10ml de 10N KOH et mélanger_l5mn.
-aiuster à nH7.5 avec environ 3ml d'HCl concentré.
-dialyser 2-4h contre 4-5L H2O jusqu'à ce que le volumg algmente de 3OVo.

-ajotiter 1409 d'urée et ajuster le'volume à 333m1 avec H2O

pour l'analyse secondaire des oligonucléotides, ces derniers sont élués de la plaque PEI et digérés par les

endonucléases Pl, T2 et RNase A.
LËr-pioà"itJ dà âigestion de Pl et T2 sont 9éparés par chromatoglqpli^e :y-Pllqye PEI-UV. Passer

r""côrri"é-"nt la pÏaque dans des cuves saturées contenanf 0.2M LiCl, 10mM EDTA= 2mn
lM LiCl, 10mM EDTA -> 6mn
1.6MLiCl,10mMEDTA-+lefrontdemigrationdoitatteindrele
haut de la Plaque

pour déterminer la molaritê reipective des nucléotides, extraire le spot radioactif pour le compter en

Cerenkov.
Les produits de digestion de la RNase A so1! sép-arés-

tampon SVo acide aéétique, O.5Vo pytidine pH3.5, 0.5mM
1000v,4h.

oar électrophorèse sur feuille DEAE dans un
^gOfn. L'électrophorèse se fait à haut voltage,

G: TITANSCRIPTION IN VITRO DANS DES EXTRAITS
CELLULAIRES

G.1: Culture de cellules
Nous avons utilisée une lignée de cellules de rein de Xenopus l,aeyis_._I-es cellules sont incubées à 25'C.
-déiongeler une ampouleÏtqrl) 

"t 
la resuspendre dans 2id de MEM 757o (Gibco),5% COz et cultiver

dans ufre boite falcon TicirQ (volume nnai t5mt;. Quand les cellules deviennent confluentes à 904o,les
repiquer à 1/5 dans 4 petites boîtes (75cm2).
-pièiaier alors 20 gràndàs boîtes (150cp2, volume final 30ml) repiquées au 1/10. Généralement, les

cettutes sont confluentes à 807o en troisjours.

G.2: Préparation d'extrait de cellules somatiques 5'100

La méthode inirialement décrite par Weil et al. (1979, J. Biol. Chem. 254 : 6163-6173) a été adap!$' pat

rôrtiËi"r. tiqSo, Cell-22-: qti-+zS).Il est important que les cellules soient confluentes entre ToVo et
g07, 

"" 
qri iàOiqué qu'elles sont en phase de croiisance ef donc transcriptionnellement actives.
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-aspirer le milieu nutritif et laver les cellules avec 8ml de75Vo pBS.
-aspirer le PBS et ajouter à nouveau 8ml de 75VoPBS.
-dÉcoller,le tapis cellulaire à l'aide d'une raclette en plastique et collecter la suspension cellulaire dans 4
tubes de 50ml incubés sur glace.
--centrifuger les cellules.5ql q t_5_0Qrpm (5009) à 4oC dans une Beckmann J-6. Resuspendre chaque culot
de cellules dans 10ml de 75Vo PBS, grouper le tout dans un tube (40m1 final) et centrifuger à nouveau
5mn à 220Ûrpm (800g). Aspirer le surnageant et estimer le volume du culot cellulaire.
-resuspendre le culot dans 40ml de tampon hypotonique (refroidi sur glace) contenant 0.2mM PMSF et
centrifu ger comme précédemment.
-resuspendre les. cellules dans 2 x leur volume initial. Mélanger doucement avec une pipette d'lml
(embout tronqué) et laisser 10mn sur la glace.
-transférer la solution dans un homogénéisateur en verre et broyer les cellules par un minimum de 13
allers et retours du piston. Vérifier sous microscope l'état des cellules.
-ajouter 0.11 volume de tampon 10 x 5-100, mélanger et transférer dans des tubes SW60 refroidis à 4.C.
-centrifuger th, 4'C, 30000rpm.

;qre-leygr le surnageant entre le culot de débris cellulaires et la couche lipidique supérieure. Aliquoter par
60p1, 90pl ou 130p1 et congeler rapidement sur carboglace.
Un extrait décongelé peut être recongelé et réutilisé pour des réactions de transcription.

tampon hypotonique : 10mM Hépès pH7.9
l0mM KCI

â:!Hf'rf''
tampon 10 x 5-100: 0.3M Hépès pH7.9

1.4M KCI
30mMMgCl2

PBS : 8g/L NaCl
0.29il-KCl
O.l3Zgn-CaCIZ6HZO
0.rgLMgcr26H2o
l.25gtL Na2HPO4
0.2{L KHæO4

G.3: Préparation d'extrait de cellules oocytaires S-/50
!gs-gyqires sont prélevés sur une femelle X.Iaevis, coupés en morceaux et défolliculés par incubation à
2O-22"C dans un tampon OR2 sans calcium contenant 0.2Vo de collagénase (type trI, Sigma). Après 2-3h,
lorsque les oocytes sont libérés de leur follicule, ils sont rincé-s 5 fois dans 100m1 de tampon ôR2 sans
calcium, puis transférés dans le tampon OR2 complet (avec Cazt.
-laver les gqcJ!9q3 fois dqq !n tampon refroidi sur glace contenant 0.1M KCl, 20Vo glycérol, 20mM
Hépès, lmM DTI,0.1mM EDTA.
-à un volume d'oocytes, ajouter un volume de ce même tampon dans des tubes SW60 refroidis à 4"C et
centrifuger à 4"C 30mn à 37000rpm.
-préle-ver à 1:C I'interphase transparente avec une seringue en prenant soin de ne collecter ni la phase
supérieure lipidique ni le culot de débris cellulaires.
-passer I'extrait sur une colonne gel filtration (desalting column 10 DG, Biorad) équilibrée avec le
tampon lxS-100 si les extraits sont utilisés pour des réactions de transcripton.
Si les extraits sont fractionnés par des étapes chromatographiques, les placer dans un tampon adéquate
choisi en fonction du protocole de purification.

G.4: Procédure de transcription in vitro
En général, on utilise un volume d'extrait 5-100 équivalent à la moitié du volume final de la réaction, soit
10pl d'extrait pour 20prl final. Les produits de transcription sont synthétisés en présence de 10pCi d'cr-
JZP-GTP ou cr-3zP-UTP (Amersham, 410 Cilmmole).
Pour chaque extrait, il faut tester la quantité optimale d'ADN à transcrire, ainsi que le rapport optimal
entre I'ADN matrice et I'ADN "carrier" (ce dernier sert à sequestrer les inhibiteurs non spécifiques de la
réaction de transcription).
Les concentrations finales des composants sont :

ADN lOpg/ml
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Hépès pH7.9
KCI
MgCl2
DTT
Créatine Phosphate
ATP
UTP
CTP
GTP
o-32p-Gtp

20mM
7OmM
5mM
0.5mM
lOmM
0.2mM
0.2mM
0.2mM
0.025mM
1OpCi

La réaction est incubée à 20"C pendant un temps variable selon le degré désiré de maturation des
précurseurs, puis stopper par extraction phénolique. Les ARNs sont précipités comme d'habitude avec de
l'éthanol.
Le culot est resuspendu dans 5pl de TDM, chauffé 3mn à 65'C et chargé sur un gel dénaturant
polyacrylamide-8M urée.

G.5: Fracti.onnement des extraits oocytaires S-/50 sur colonne de
phosphocellalose PI1.

Pour tenter de séparer I'activité transcriptionnelle de I'activité exonucléase, nous avons testé plusieurs
types de résines échangeuses d'ions. Pour des raisons quantitatives, des extraits oocyiaires ont servi de
matériel de base au fractionnement. Effectivement, ces extraits sont plus rapides à préparer, moins
couteux et permettent d'obtenir de grandes quantités de protéines.
La seule résine ayant donné satisfaction est une résine de phosphocellulose Pll échangeuse de cations.
La procédure suivie pour le fractionnement a été décrite par Shastry et al. (1982, J. Biol. Chem. 257 :

12979-12986). Toutes les étapes chromatographiques sont réalisées à 4'C.

G.5.L: Colonne de phosnhocellulose P2
Cette colonne permet d'obtenir I'extrait oocytaire dans le même tampon que celui qui équilibre la colonne
Pl1, soit le tampon E 0.21M KCl.
-gonfler 45gde résine P2 (rWattmann) dans 250m1 de tampon E 0.21M KCl, pendant la nuit à 4'C.
-enlever le surnageant et ajouter 200m1 de tampon E 0.21M KCl. (le volume de résine est aussi égal à
200m1)
-remplir la colonne (Pharmacia C26140, @ = 26mm,l = 40cm) avec 150m1 de résine et équilibrer la
colonne en passant 300m1de tampon E 0.21M KCl.
-charger 30ml d'extrait 5-150 et collecter des fractions de 2ml par addition du même tampon. débit =
2mllmn.
-suivre la sortie des protéines par lecture des D.O à 260 et 280nm (prendre 20pl de fraction + 480p1
dH2O) et regrouper les fractions contenant les protéines.

G.5.2: Colonne de phosphocellulose P1"L
-peser 2 fois 0.5g de résine P11 (Wattmann).
-ajouter dans chaque tube 5ml0.5N HCl, mélanger et laisser 5mn à RTC.
-rincer de nombreuses fois avec dH2O jusqu'à pH4.
-ajouter 5ml0.5N KOH, mélanger et laisser 2mn à RTC.
-retirer l'excès de liquide puis ajouter f Oml 0.5N KOH pendant 2mn à RTC.
-rincer de nombreuses fois jusqu'à pH 18.

-laver la résine avec 0.5M KCl, 20mM Hépès pH7.9 et laisser la résine se tasser.
-remplir la colonne (Biorad, @ = 1.5mm,l = 10cm) avec 9ml de résine Pll et équilibrer avec 150m1 de
tampon E 0.21M KCl.
-charger 34ml d'échantillon et laisser pénétrer.
-rincer avec 40ml du même tampon et éluer avec 30ml de tampon E lM KCl. débit = 600-700pUmn.
-collecter des fractions de 700p1et lire la D.O à 280nm comme précédemment.
Les fractions non retenues (4ml) ou éluées à lM KCI (7ml) contenant des protéines, sont dialysées 3 fois
2h contre 500m1de tampon E 0.14M KCl. Chaque fraction est ensuite aliquotée.
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tampon E 2OVo glycérol
20mM Hépès
1mM DTT
0.lmM EDTA
0.2mM PMSF

G.6: Transcription de matrice ADN immobilisée sur billes
magnétiques

C-ette technique a récemment été mise au point par Arias et Dynan (1989, J. Biol. Chem. 264 : 3223-
3229) et consiste à fixer une matrice ADN, biotinylée à une eitrémité, sur des billes de streptavidine.
Dans un grg1nier.tgmgs, nous avons utilisé des billes de streptavidine agarose (Sigma) mais'pour des
raisons d'efficacité de transcription, nous avons rapidement utilisé- des Uittés magnétilues de
streptavidine.
Aln de biotinyler la- matrice,ADN, le plasmide d'intérêt est linéarisé avec une enzyme de restriction
créant une extrémité 5' surplombalte- (ex: EcoRI. HindIII), de préférence en amônt du promoteur.
L'extrémité est alors remplie à I'aide du fragment Klenow de la T4 ADN polymérase en prèsence des
dNTPs nécessaires dont un est biotinylé (en général, on utilise biotin-7-dATPj. Le site delinéarisation
doit se trouver à une certaine distance du promoteur de sorte à éviter tout emcombrement stérique entre le
support et le promoteur pouvant inhiber la formation du complexe d'initiation de transcription.

La procédure d'immobilisation suivie pour nos expériences est la suivante :

-le plasmi{e pJ5QK! (f9ttgl est linéarisé avec EcoR[, extrait 2 fois avec un mélange phénoUchloroforme
et précipité avec 0.1M NaCl.
-l'extrémité 5' surplombante est remplie en incubant 0.751tglml d'ADN, 30mn à 37oC, dans une solution
ggnlelant_ zQBV bio4l-7-dATP_(BRL), 190trtut dcrP, dcrP, drrP, 50mM Tris-HCl pH7.2, t0mM
M8SO4, lPM DTf, 590g.g/ql BSA et 15U/ml Klenow. L'ADN est extrait comme précédêmment, passé
sur une colo-nne de_ sep!adex-Ç-5.0 pour éliminer I'ATP biotinylé non incorporé, puis précipité.
-le plasmide_ lin-éarisé et biotinylé est digéré une seconde fois avèc ScaL Àprèi extraction et
qrégin_ilatjog, les fragments sont resulpendus dans du TE. Nous obtenons ainsi deux frâgments biotinylés,
a9 ZQl.Spp (contenant le gène 6pplPhe; et de 1141pb. L'extrémité biotinylée se situe f, envirop g0f,'b O;
site d'initiation de la transcription.
-fixer 30pg de cette_ préparatloq {'ADN sur lml de solution de billes magnétiques (Dynal) dans un
tampon contenant lM NaCl, 10mM Tris-HCl pH7.6, lmM EDTA, en plaçant le tute à tourner la nuit à
4oC. Au préalable, laver les billes 3 fois avec le même tampon pour éliminer les molécules de
streptavidine mal ou non immobilisées. Répéter I'opération après couplage.

Les conditions de transcription in vitro sont les mêmes que lorsque le gène n'est pas immobilisé. Dans le
cas où les comple_xes d'initiation de transcription doivent être rincés, là solution de rinçage est identique
3] lampol dans- lequel s'effectue la transcription soit 70mM KCl, 20mM Hépès, 5iùvl MgCl2. Pôur
limiter la déstabilisation de ces complexes, on ajoute également lOTo glycérol et 25Opgirnl BSÀ.
pn grqtiggq, _15t4 d" billes portant le g^ène à transcrire sont rincés j fois avec le t'ampon de rinçage et
lngubé 2h à RTC, sous rotatio_n, ayec !OpL! d'extrait 5-100 dans 70mM KCl, 20mM Héiès, 5mM il4È'C12,
O.lpM DTT,-200UNI-ATP, 250pLS/qt!BS{.. I-q réaction de transcription est alors initiée en ajouta-nt un
mélange de NTPs (25pM a-32P-GTP, 200pMATP, 100pIvI CTP, 100UM UTP) et 10mM créatine
phosphate, et en incubant th à 20"C

H: TRANSCRIPTION IN VITRO PAR L'ARN T7 POLYMERASE

L'ADN servant de matrice doit être linéarisé par digestion avec une enzyme de restriction laissant une
extrémité franche ou 5' surplombante- En géné}al, uÀ stock de 10pg d'ADN est ainsi préparé. L'ADN est
extrait une première fois_avec du phénol, puis une seconde fois avec du chloroforme, précipité, puis
resuspendu dans du TE à lmg/ml.
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Les concentrations finales des composants sont :

ADN linéarisé 40pg/ml (1pg pour 25pl final)
Tris-HCl pH7.5
MgCl2
DTT
ATP, CTP, UTP
GTP
cr-32p-ctp
RNasin
T7 ARN polymérase

5OmM
l5mM
1OmM
lmM
0.1mM
l0pCi
30u
20u

La réaction est incubée th à 37'C.
L'ADN peut être digéré en ajoutant 1pl (1U) de DNase RNase Free (Biofinex) et en incubant 15mn
supplémentaires à 37'C.
Stopper la réaction par extraction au phénol, puis au chloroforme et précipiter I'ARN en présence de
201tg de glycogène.

Il est possible de séparer I'ARN des nucléotides non incorporés avec une colonne de Séphadex G-50:
-remplir une seringue de lml (dont le bout est obstrué avec de la laine de verre siliconnée) avec du
Séphadex G-50 équilibré dans du TE.
-centrifuger 5mn à 2500rpm pour tasser la résine.
-renouveler ces opérations jusqu'à I'obtention d'lml de résine après centrifugation.
-charger l'échantillon d'un volume maximal de 100p1 et centrifuger Smn à 2500rpm. L'ARN se trouve
dans l'éluat tandis que les nucléotides libres restent dans la colonne.

5 x tampon de transcription : 200mM Tris-HCl pH7.5
75mM Iv.tgClZ

Les ARNm sont transcrits par I'ARN T7 polymérase selon le protocole décrit ci-dessus dans la section H,
mais comportant quelques modifications.
lpg d'ADN plasmidique portant les séquences codantes est linéarisé puis transcrit par I'ARN T7
polymérase dans un tampon contenant 40mM Tris-HCl pH7.5, 15mM MgCl2, 10mM DTT, lmM ATP,
CTP, UTP chacun, 0.1mM GTP, 1mM m7G(5')ppp(5')G (Biolabs), 30U Rnasin et 20U d'ARN T7
polymérase pendant th à 37"C. Les ARNm sont extrâits au phénol puis au chloroform et précipités dans
de l'éthanol en présence de 0.3M NaOAc pH5.5.
Après précipitation, I'ARNm est resuspendu dans 10pl dH2O.

1.7: Traduction dans des extraits de germe de blé
Un cinquième de cette préparation (=}tg) est ajouté à211tld'extrait de germe de blé (Promega) pour un
volume réactionnel final égal à 50p1. Le milieu réactionnel contient 12mM Hépès, 10mM créatine
phosphate, SOpg/ml créatine phosphokinase, 5mM DTT, SOpg/ml d'ARNt de foie de veau, 3mM MgOAc,
120mM KOAc,0.5mM spermidine, 1.2 mM ATP,0.1mM GTP, 80UÀ4 des 19 acides aminés et 10pCi de
méthionine marquée au J)S. La réaction est incubée 90mn à 25'C. ll50 de la réaction de traduction suffit
à visualiser la protéine sur gel SDS-PAGE.
Lorsque I'extrait nous a été fourni par D. Belin (C.M.U Genève, département de Pathologie), 0.1pg
d'ARNm est traduit dans 40Vo (v/v) d'extrait dans un tampon contenant 44mM Hépès/KOH pIJ7 .6,80mM
KOAc, 4.5mM MgOAc, 2.5mM ATP, 0.25mM GTP, 8mM créatine phosphate, 50pg/ml créatine
phosphokinase, 10mM D!f, 250pg/ml d'ARNt de foie de veau, 20pM des 19 acides aminés et l0pCi de
méthionine marquée au J)S. La réaction est incubée 90mn à 26'C.

1.2: Traduction dans des extraits de rêticulocytes de lapin (Promega)
Un dixième de la préparation de I'ARNm (=lpg) est ajouté à 13pl d'extrait pour un volume final égal à
201tl. Le milieu réactionnel contient 20pM d'hémoglobine, 10mM créatine phosphate, 5Opg/ml créatine
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phosphokinaqe,_Zmlv!_D!.I,S0pg/ml d'ARNtde foie d"^ygug, 3.3tnryI MgOAc, 100mM KOAc, S0lrJvI des
19 acides aminés et 10pci de méthionine marquée au 35S. La réaction est incubée 90mn à 3/"C.'llIO de
la réaction de traduction suffit à visualiser la protéine sur gel SDS-PAGE.
Dans certains cas, I'extrait de réticulocyte_traité spécialement peut être directement utilisé pour des
réactions couplées transcription/traduction. Dans ces conditions, 0.5pg d'ADN linéarisé est dirèctement
ajouté à l'extrait ainsi que les rNfPs à 750tÀ4 chaque et 16U d'ARN T7 polymérase.

.I: PRODUCTION DE LA PROTEINE La DE XENOPE
RECOMBINANTE

J.7: Production de la protéine recombinante
Une colonie bactérienne d'Escherichia Coli est transformée avec le plasmide CBA-81. Ce plasmide
contient deux unités de transcription:
-la première code la protéine La de X. laevis.
-la seconde code la protéine CI mutée ayant la particularité d'être thermolabile.
La transcription de IADN codant la protéine La est controlée par le promoteur PL du phage À. Ce
promoteur est inductible par choc thermique et est normalement réprimé par la molécule CI. Lorsque la
culture est réalisée à 28"C, CI, actif, réprime la synthèse d'ARNm codant La. Par contre, à 42oC, CI n'est
plus fonctionnel: l'ARNm codant La est transcrit à partir du promoteur PL et la protéine se trouve
surexprimée par E. coli.
La colonie bactérienne portant le plasmide CBA-BI est inoculée dans 100m1 de milieu LB contenant
5pg/ml de tétracycline.
-cultiver la nuit à 28'C.
-ensemencer 300m1 de LB préchauffés à 42"C avec cet inoculum de 100m1. L'induction de la synthèse de
protqine La s'effectue à cette température pendant 4h. La culture est alors centrifugée à 4"C sur
Beckmann J-6 à 4000rpm pendant 20mn. La protéine La de xénope ainsi produite n'est ni soluble, ni
secrétée dans le milieu de culture. Il est donc nécessaire de I'extraire. Pour cela, le culot bactérien est
resuspendu dans 10ml de PBS préalablement refroidi sur glace.

f.2: Extraction de la protéine recotnbinante
La suspension bactérienne obtenue comme ci-dessus est soniquée dans la glace, 4 fois successivement
pendant 30s _sur un _appargi! ,BRANSON indice N'6. Entre chaque sonication, la suspension est
centrifugée 10mn sur Sorvall RC-58 (Dupont instruments) à 8000rpm. Le culot est resuspendu dans 5ml
PBS entre chaque sonication.
Après la dernière centrifugation, le culot est repris dans 2.5m1 PBS/6M urée, soniqué et centrifugé
comme précédemment. Le surnageant contient I'extrait protéique débarassé d'une majorité de protéinès
bactériennes. Cet extrait est aliquoté et conservé à -20'C.

J.3: Purification de la protéine recombinante
La méthode de purification utilisée est inspirée du protocole de Stefano (1984, Cell36 : 145-154).
500;.rl d'extrait protéique soniqué dans une solution PBS/6M urée est dilué progressivement (de 2 en 2)
dans le tampon A (25mM Tris-HCl pH8, 3mM MgCl2, 0.1mM EDTA, 0.5mM DTI) contenant 0.1M
NaCl jusqu'à une concentration finale de 100mM urée. La solution protéique est passée sur une colonne
contenant 2ml d'héparine-sépharose CL4B (Pharmacia) équilibrée avec le tampon A 0.1M NaCl.
Rincer la colonne avec 3 volumes (soit 6ml) de tampon A 0.lM NaCl.
Les protéines fixées sur la colonne sont éluées en augmentant progessivement la concentration en NaCl
du tampon A de la façon suivante :

-3ml de tampon A 0.25M NaCl.
-3ml de tampon A 0.4M NaCl.
-3ml de tampon A 0.6M NaCl.
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-3ml de tampon A 0.8M NaCl.
-3ml de tampon A lM NaCl.
Le débit d'élution est ajusté à 0.2-0.3m1/mn
Le volume des fractions collectées est égal à 500p1.
L'élution des protéines est controlée pai mesure de la D.O à 280qm. Le conlenu protéique est quantifié
selon la méthode de Bradford (cf. ci-dessous), et analysé par minigel SDS-PAGE l25%o.
La colonne est régénérée en appliquant une solution 5M NaCl, puis en rinçant abondamment avec le
tampon A 0.1M NaCl.
Une purification a également été réalisée en utilisant du KCI à la place du NaCl, tout en conservant les
mêmes molarités.

J.4: Dosage de Bradford
I-e réactif utilisé pour ce dosage est commercialisé par Biorad sous le qom q9 "Protein Assay kit".
Le réactif concentré est dilué àvec dH2O : 1.55m1 de réactif pur qsp lOml d}IzO.
Une gamme étalon est réalisée en mesurant la D.O à 5951m de solutions_pr^otéiques contenant 0,2, 4, 6,

8 et lQpg de BSA. Le volume de l'échantillon est ajusté à 300p1 avec dH2O et 3ml de réactif dilué sont
ajoutés. -Une coloration bleutée apparalt instantanément et la lecture peut se faire immédiatement. La
réaction reste stable pendant th environ.

K: PRODUCTION D'ANTICORPS POLYCLONAUX cr'La

K.7: Immunisation des lapins

Quatres lapins ont été immunisés avec des préparations différentes de la protéine La recombinante de
Xenopus laevis produitepar E. coli.
-Deu'x lapins fe?nelles (N"74, No75) ont été immunisés par injection de la_ protéine-Itl19xlr?ile_d_qn_ry1
SDS-PAôE. [æs protéines contenues dans I'extrait PBS/6M urée sont séparées_sur gel SDS-PAGE I2.5Vo.

Après coloration âu bleu de Coomassie, la bande correspondant à la protéine La est découpée et broyée à

I'ultra-turrax T25 (IKA Labortechnik) dans 1.5m1PBS.
-Deux autres lapins mâles (N'78, N'79) ont été immunisés avec la protéine La partiellement purifiée sur

colonne d'héparine sépharose.

Le protocole d'immunisation est le suivant :

-+ première injection : 100pg de protéine La par lapin.
-+ àeuxième injection, 3 semaines plus tard : 50pg de protéine La parlapin.
-+ troisième injection, 2 semaines plus tard : 50pg de protéine La par lapin.
Deux à trois semaines après la troisième injection, environ 30ml de s11g sglt_p,rçlevés avant de réaliser
une quatrième injection àe 50pg de protéine. Les lapins sont alors sacrifiés 7 à 15 jours plus tard.

K.2: Purification des IgG u-I'a
Les anticorps de lapins, dirigés contre la protéine La de xénope, sont pur^ifiés sur une colonne de protéine

A sépharosè (Biorad, Econo-Pac Protein À Ki$ selon les instructions du fournisseur.
En gènéral, :'mt Oe sérum sont passés sur une première colonne qui permet d'obtenir les anticorps dans le
tam-pon de charge adéquate poui fixer les IgG sur la colonne- de protéine A.
Les'fractions côntenarit les-IgGs sont ensuite passées sur la colonne de protéine. A. Cette dernière est

rincée abondamment pour élilminer les autres protéines plasmatiques. Puis les g,1ligorpl s91! qllgs_ LPH
acide (pH3). A la sortie de la colonne, I'acidité du tampon est neutralisée par I'addition de 180p1 2M Tris-
HCI pH8.9 pour lml d'éluat.
La côlonne peut être régénérée et utilisée de nombreuses fois.
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L: APPLICATIONS EXPERIMENTALES UTILISANT LES
ANTICORPS cr-La

L.7: Western-Blot
Après-séparation des protéines selon leur polds moléculaire sur gel SDS-PAGE, le gel est équilibré 30mn
dans le _tampon de transfert contenant 25mM Tris Base (Sigma), 192mM Glycine (f/rerck), 20Vo
méthanol. Le tranfert des protéines s'effectue à 4'C th à 100V ou la nuit à 30V dans une celiule de
transf_grt (mini Trans-Blot el_ectrophoretic transfer cell, Biorad). Les membranes utilisées pour le transfert
sont différentes selon la méthode de révélation choisie.

L.1.1: Révélation par un substrat coloré : BCIPÆrIBT
Les protéines sont transférées sur une membrane de nitrocellulose (8A83, 0.21tm, Schleicher & Schûll).
Pour bloquer les sites de fixation non spécifiques, la membrane est incubée dans une solution PBSW
(PBS|SVo skim milk (Gibco BRLy0.0170 antifoam A), 5mn à RTC.
Dans la première réaction antigène-anticorps (Ag-Ac), le sérum cr-La est utilisé au 1/250ème dans PBSW
O.OSVo Tween-20. L'incubation est réalisée pendant th à RTC ou la nuit à 4'C. La membrane est rincée 2
fois 30mn dans PBS/O.ÙSVo Tween-20 avant d'être incubée avec I'anticorps anti-lapin marqué à la
phosphatase alcaline (Promega) dilué au 1/3000ème dans PBSWO .05Vo Tween-20,2 à4h à RTC.
La membrane est rincée à nouveau et incubée dans 15ml de tampon AP contenant 99pl NBT et 49.5p1
BCIP. L'incubation persiste jusqg'à l'apparition d'une coloration violette. La réaction est alors stoppée èn
incubant la membrane dans 50ml de tampon stop.

Tampon AP: 100mM Tris pH9.5
100mMNaCl
5mM MgCl2

Tampon stop: 20mM Tris pH8
5mM EDTA

L.1.2: Révélation par un substrat chemiluminescent AMPPD
(Boehringer)

Pour cette méthode, il est nécessaire de transférer les protéines sur une membrane de nylon (positively
charge-d nylon membrane, Boehrilrger) pour limiter le bruit de fond. Les sites de fixation non spécifiques
sont bloqués en incubant la membrane 90mn à RTC dans 27o agent bloquant/TBS. Le sérum cr-La est
utilisé à la même dilution que précédemment dans 2Vo agentbloquant/TBST et incubé avec la membrane
th à RTC. Après rinçage dans TBST, la membrane est incubée àvec un anticorps antiJapin marqué à la
phosphatase_3lcitli1g dilué au 1/10000ème dans TBST, 30mn à RTC. Après un nouveau iinçage, 

-lml 
du

substrat AMPPD dilué au 1/100ème dans 0.1M Tris-HCl pH9.5, 0.1M NaCl, 0.05M Mgcli eit répandu
sur la memb-rane.pendant lmn, puis éliminé. La membrane est incubée 15mn à 37"C et autoradiogrâphiée
1 à 10mn selon I'intensité du signal.

lÙVo agentbloquant (w/v) : agent bloquant (poudre)
0.1M acide maléique
0.15M NaCl
ajuster pH7.5 avec 10N NaOH

TBS : 0.1M Tris pH7.5
0.15M NaCl

Cette méthode couramment utilisée est en fait peu sensible. Pour augmenter la sensibilité, on peut révéler
la liai-son -{.g-f.9 en_u1i]is_1nt qe la protéine A marquée au 35S (Amérsham). Dans ce cas, on irtilise lpCi
par filtre (10p1/10m1 PBS) et le filtre est autoradiographié la nuit à RTC.

l

!
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TBST: TBS
O.lVoTween-20

L.2 : Immunopré cipitution
40pl de billes de protéine A sépharose (CL-48, Pharmacia) ou de protéine A agarose _(Boehringer)
suspendus à 507o dâns un tampon NET 300 ou lxS-100, sont incubés avec 10pl de sérum,a-L?J\4 4:C,
soui rotation. Les billes de protéine A couplées aux anticorps sont lavées 3 fois avec lml de NET 300 et
resuspendues dans 100p1 de ce même tampon.
Pendânt ce temps, la liaison entre la protéine La et les précurseurs des ARNI est effectuée en incubant la
protéine (extraite d'E. coli ou contenue dans les extraits 5-100) avec les transcrits,30mn sur glace dans
un tampon 1xS-100. 200,ng de protéine La recombinante ou 10pl d'extrait 5-100 sont incubés avec
100000èpm de chaque transcrit (spécifique et non spécifique) ainsi qu'avec 1Opg d'ARNt d'E. coli
Les La-RNPs sont àjoutés aux billes dejà couplées aux anticorps et le tout est incubé th, sous rotation à
4oC. Les billes sont lavées à nouveau trois fois avec lml de NET 300.
Les ARNs sont extraits par double extraction phénolique dans 0.3M NaOAc pH5.5, précipités avec 20pg
de glycogène et analysés sur un gel 6.8Vo polyacrylamide-7M urée.
Les lrotéines peuvent être analysées en mélangeant les billes à du tampon 4" çlgg"Jl t4lisé pour les
gehàe protéin-es et portées 5mn à ébullition avant d'être chargées sur un minigel SDS-PAGE.

NET 300 : 300mM NaCl
50mM Tris-HCl pH8
0.17o NP 40

L.3: Imrnunodéplétion
200p1 de billes de protéine A agarose suspendus à507o dans du tampon lx 5-100 sont incubés la nuit, à
4'C, sous rotation, âvec 200p1 du même tampon et 100p1 de sérum a-La purifié pré-immun ou immun.
Les billes sont rincées 3 fois avec lml de tampon 5-100. 400p1 d'extrait 5-100 contenant 250pg/ml BSA
sont ajoutés au culot de billes et incubés 20mn à 4oC, sous rotation- L'extrait $éplét{ une première fois
est transféré dans un second tube et I'opération est répétée quatre fois pour optimiser la déplétion, Aprè9
ces déplétions successives,l'extrait esfconcentré paiultrafiltration dans des unités UFCMC-(Mill;Pore)
en centrifugeant à 4oC à 5000rpm, soit 20009 jusqu'à ce que l'échantillon soit concentré d'un facteur 3.
L'extrait esi alors utilisé pour eTfectuer des réactions de transcription classique décrites précédemment.

M: PREPARATION D'ADN GENOMIQUE DE LEVURE

L'ADN est préparé à partir d'une culture de 10ml dans YPD incubée la nuit à 30"C, 250rpm, jusqu'à
saturation (O.D>2 à 600nm).
-centrifuger les cellules à3000rpm, 5mn, et laver les cellules en resuspendant le culot dans 500p1 d'H2O.
Centrifuger à nouveau et éliminer le surnageant.
-resuspeidre les cellules dans 200p1 d'unlampon contenant 100mM NaCl, 10mM Tris-HCl pH8, 1mM
EDTA, 2Vo (vlv) Triton X-100, 17o (v/v) SDS.
-ajouter 0.3g (=/Qgp1) de billes de verre (Sigma, A = 0.45-0.5mm et préalablement lavées à I'acide
niirique) et Z00pl dd phénol/chloroform/isoamyl alcool et vortexer à puissance 10 pendant 3 à 4nur.
-ajouter 200p1 de TE et vortexer brièvement.
-cêntrifuger'5mn à 14000rpm, à RTC et précipiter la phase acqueuse (400p1) avec lml d'éthanol.
Mélanger par inversion du tube et un précipité apparaît immédiatement.
-centrifugér 3mn à 14000rpm, et resuspendre le culot dans 400p1 TE en pipettant.
-ajouter 30pl de lmg/ml RNase A et incuber 5mn à 37'C.
-ajouter 10111 de 4M\H4OAc et lml d'éthanol, mélanger doucement par inversion du tube jusqu'à ce que

I'ADN précipite en une seule pelote.
-centrifuger 3mn à 14000rpm, RfC. Rinçer et sécher le culot. Resuspendre I'ADN génomique dans 100p1

de TE (=200Pg/ml).
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YPD lEo extrait de levure
zEo peptone
2Vo glucose

solution sorbitol : 0.9M sorbitol
0.lM Tris-HCl pH8
O.lM EDTA

N: SOUTHERN.BLOT GENOMIQUE

Grâce à la petite taille du génome de S. cerevisiae, lltg d'ADN génomique suffit pour représenter un
grand nombre de genome.

N.7: Translert des fragments il'ADN du gèl d'agarose sur u.ne
metnbrane de nitrocellulos e

On prévoit pour chaque piste de digérer lpg d'ADN avec une ou plusieurs enzymes de restriction
déterminées. Les digestions sont effectuées pendant la nuit, puis chargées sur un midigel agarose 0.87o.
Après l'électrophorèse et la coloration au bromure d'éthidium, le gel est immergé dans lesbains suivant à
RTC, avec une légère agitation :

-500m1 0.2N HCl, 1 x 30mn, puis rincer avec dH2O.
-500m1 1.5M NaCVO.SM NaOH, 2 x l5mn, puis rincer avec dH2O.
-500m13M NaCVO.SM Tris, 1 x 30mn.
-pendant ce temfs, p-r{parer une fguille de nitrocellulose pour le transfert, ainsi que des feuilles de papier
à chromatographie 3MM et une pile de 6cm de papier absorbant, le tout de la dimension du gel.
-mettre la feuille de nitrocellulose lmn dans dH2O, puis 5 à L0mn dans 20 x SSC.
fréparer la pyramide de transfert et transferer pendant la nuit à RTC en appliquant un poid de 0.3 à
0.5kg.
-le lendemain, laver la membrane dans 2 x SSC, 10mn en agitant.
-sécher la membrane à I'air puis la cuire 2h dans un four à 80'C.
-préhybrider la membrane 3h à la température d'hybridation (65"C dans des conditions normales, entre
35'C et 45oC dans des conditions de faible stringence).
-hybrider la nuit à la même température. Dénaturer la sonde en la faisant bouillir 2mn et I'ajouter au
tampon de préhybridation, à la concentration de 106 cpm/ml
-rincer le filtre à la même température dans une solution de SSC. Utiliser la même concentration de SSC
que celle du tampon d'hybridation.
conditions normales de rinçage:
-+3 x Smn dans 3 x SSC, 0.17o SDS à 65"C.
-+1 x 10mn dans 0.2 x SSC, 0.17o SDS à 65'C.

tampon de préhybridation 3 x Denhardt
3 x SSC (6 x SSC pour faible stringence)
100pg/ml de ADN de sperme de hareng
0.17o SDS

50 x Denhardt : l%o frcoll
lVo
lVo

polyvinylpirolidone
BSA

20 x SSC

La sonde est
Klenow de la

0.3M Na citrate
3M NaCl

N.2: Synthèse de la sonde ADN
préparée en hybridant I'ADNc avec un oligonucléotide servant d'amorce au fragment

T4 ADN polymérase qui synthétise le brin complémentaire en présence d'c-32P-dCT?.

I
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-hybrider I'ADN avec le primer nonamérique 5mn à 95'C, puis laisser refroidir 10mn à RTC, comme
suit:

ADN

-ajouter 5xNLB
BSA (lOme/rnl)
o-32È-ocîb
Klenow (2u/1tl)

-incuber th à 37"C
-extraire au phénol et passer sur colonne sephadex G-50 pour éliminer les nucléotides non incorporés.

L'activité spécifique de la sonde doit se situer entre 108 et 109cpm/ug d'ADN.

5xNLB 250mM Tris-HCl pH8
25mMMgCl2
5mM B-mercaptoéthanol
2mM dATP, dGTP, dTTP
1M Hépès pH6.6

O: TRANSFORMATION DE LEVURES

O.1: Préparation des levures compétentes

-faire une préculture en incubant la nuit à 30oC, 2ml YPD e_lqepgqqéj avec une colonie de levure.
-ajouter StiOpt Oe cette préculture dans 50ml YPD préchauffés à 30'C de sorte à obtenir une O.D = 0.2 d
600nm.
-incuber à 30'C, toujours sous agitation, jusqu'à O.D = 0.6-1 à 60Qqm.
-centrifuger 5mn à i500rpm, et laver le culot de cellules avec 20ml TE en le resuspendant doucement
avec la pipette.
-centrigirjer à nouveau et resuspendre le culot avec 10ml TE/O.lM LiCl.
-renouieËr I'opération en utilidant seulement 500p1 TE/0.1M LiCl et incuber 10mn à 30oC, en remuant
le tube de temps en temps.

O,2: Transformation
-dans un tube Eppendorf stérile, mélanger 100p1 de levures compétentes avec 1-3pg de plasmide (issu

d'une miniprep) et 20pg d'ADN simple brin.
-incuber 25mn à 30"C.
-ajouter 9 volumes de 4OVo PEG/0.1M LiCUTE. Mélanger par inversion du tube, puis avec une pipette de

1ml.
-incuber 15-30mn à RTC, puis 10mn à42"C.
-étaler 100p1 de la susperision sur milieu solide sélectif préalablement incubé à 30'C. Placer la boîte
environ derix jours à 30ôC avant de voir apparaître les premiers transformants.

P: PRODUCTION DE LA PROTEINE LA DE XENOPE DANS LA
LF-VVR.E S.CEREVISIAE

primer N9
H2O qsp

20-3Oqg
5pl (=Spg;
13pl

5pl
lpl
50pCi
1pl

Deux ADNc codant, soit pour la protéine entière (La WT), soit pour la protéine tronquée dans la_région
qui lie les ARNs (La 

^10ô-184), 
iont insérés dans un plasmide pôrtant l_e.ryqq-ue-ur desélection URA. La

synthèse des proiéines de xénope est sous contrôlé du promoteur GALI inductible en présence de
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galactose.
Les transformants sont-étalés en forme de ligne sur une boîte ura- (pour maintenir le plasmide), gal+
(pour induire la synthèse des protéines hétérologues. Ce type d'étâlement permet de- voir comirent
I'ex-pression_de la protéine influence la croissance cellulaire. Pôur observer des effets plus subtiles sur la
taille des colonies, les transformants sont étalés de façon classique.

P.1: Préparation d'extraits protéique pour anallse sur gel SDS-PAGE
Cette méthode utilise cornme matériel de départ, l'équivalent de 5ml de culture en phase stationnaire
(D.O=2à600nm).
-centrifuger la culture et laver le culot avec 500p1TEN/1mM PMSF.
-resuspendre dans 500p1 TEN (refroidi sur glace) et ajouter 67pl de LBx.
-laisser 10mn sur glace en vortexant chaque minute.
-centrifuger 10mn à 4oC.
-laver le culot avec lml d'acétone.
-ajouter successivement au culot: 200p1 8M urée, vortexer doucement.

200p1 de 2 x tampon de charge pour
gel de protéines.

-bouillir 5mn et charger 1Opl par piste sur un minigel.

TEN: 100mMNaCl
50mM Tris-HCl pH7.5
5mM EDTA

LB* lONNaOH
0.28M B-mercaptoéthanol

P.2: Préparation d'extrait brut
La méthode que nous avons choisi pour préparer ce type d'extrait utilise des billes de vere pour casser
les cellules.
-faire p_ousse-r une souche protéasg déficiente dans 100m1 de YDP à 30'C, jusqu'à une D.O=1-5 à 600r1m.
-centrifuger la culture 5mn à 3000rpm.
-laver2 fois avec 10ml dH2O.
-resuspendre dans le tampon de solubilisation à raison de2rnl de tampon pour 19 de cellules.
-ajouter un volume égal de billes de verre.
-vortexer à 4oC, 8 fois 30s. Entre chaque vortex, refroidir le tube au moins 3mn dans la glace. Vérifier au
microscope que les cellules sont bien lysées.
-laisser décanter l'homogénat et le transférer dans un nouveau tube. Rincer les billes en ajoutant 3 fois
5ml de tampon de solubilisation.
-ajouter lmM PMSF et 10mM B-mercaptoéthanol final.
-ajouter-Ul0 (v/v) dune solution de sulfate d'ammonium saturée et mélanger doucement par rotation du
tube à 4oC pendant 20mn.
-centrifuger th à 1650009 (40000rpm dans SW60).
--récupérer le surnageant et précipite_r les protéines à 4oC en ajoutant le plus lentement possible la poudre
d'ammonium sulfate à raison deO.35glml d'extrait. L'ammonium doit se dissoudre au ful et à mesuie qu'il
est ajouté à l'extrait. Laisser I'agitateur aimanté sur force 3 et attendre 40mn.
-centrifuger 30mn à 650009 (25000rpm pour SW60, 23000rpm pour SW41).
-redissoudre le culot avec une baguette de verre dans lml de tampon D.
-dialyser 3 fois 2h contre le tampon D 0.lM NaCl et aliquoter par 50p1.

tampon de solubilisation : 200mM Tris-HCl pH8
lOVo glycérol
10mM MgCl2
1 OmM B-mercaptoéthanol
lmM PMSF

tampon D 20mM Hépès-KOH pH7.9
2OVo glycérol
0.2mM EDTA
1OmM p-mercaptoéthanol
0.1mM PMSF

i
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O: CRIBLAGE D'UNE BANOUE GENOMIQUE l"gtll DE
S.CEREVISIAE

Chez la levure, très peu de gènes possèdent des introns. C'est pourquoi, lorsque I'on cherche à détecter
une protéine de levure exprimée dans .E coli gràce à I'insertion du fragment génomique correspondant
dans un vecteur d'expression l,gtl 1, on utilise couramment des banques génomiques. La présence de la
protéine peut être révéler par un anticorps spécifique. Pour plus de détails concernant le systeme l,gt11 et
la méthoiie de sélection utilisant les anticorps, se référer à I'article de Young R. et Davis D., 1983, PNAS
80: 1194-1198.

La banque génomique (YL1001b) que nous avons criblée est commercialisée par Clontech et nous a été
gracieuiemènt offert par le Dr. Paravacini (Glaxo Genève). La cellule hôte E coli provient de la souche
Y1090(-) et croît en présence de l5pg/ml de tétracycline.

Q.1: production des protéines par E. coli
-cultiver la nuit à37"C,50m1LB/0.28o maltose inoculés avec une colonie de Y1090C).
-le lendemain, ajouter une solution de lM MgSOa pour avoir 10mM final.
-mélanger 3.104 pfu à 600p1 de bactéries et laissdr les phages s'adsorber à la surface des bactéries, 20mn
à 37"C.
-ajouter 7.5m1 de Top-Agarose (LB + 0.7Vo agarose) préchauffé à 48"C dans un tube stérile. Mélanger et
étaler sur boîte de Petri (@ 150mm) contenant du LB. (10 boltes au total)
-laisser le Top-Agarose se solidifier 15mn à RTC et mettre les boîtes 4h à 42"C jusqu'à I'apparition des
premières plages de lyse.
lappliquer-alols sur [es boîtes les filtres de nitrocellulose saturés en 10mM IP'IG préparés la veille et
rnarquèr les boîtes assymétriquement. La synthèse des protéines cst induite lors de cette étape.
-placer les boîtes 5h à 37"C, puis retirer les filtres.

Q.2: traitement des ftltres
-rincer les filtres 10mn dans du TN pour éliminer les morceaux d'agarose.
-bloquer les sites non spécifiques en incubant les filtres 90mn sous agitation à 37"C dans une solution
TNl3Vo gélatine.
-rincer brièvement dans du TN.
-hybrider avec I'anticorps cr-La 75 dilué au 1/200ème dans la solution d'hybridation, en incubant la nuit à
4"C, puis 45mn à 37"C (le temps que la gélatine se liquéfie).
-rincer les filtres : 2 fois 5mn dans TN.

1f:il iTHiâiiH,Î 'o'triton 
X-405

-hybrider avec I'anticorps anti-lapin marqué à la phosphatase alcaline (Promega) dilué au 1/7500ème dans
la solution d'hybridation, pendant 1-2h à RTC sous agitation.
-rincer 4 fois 15mn dans du TN.
-révéler avec les substrats NBTÆCIP de la même façon que pour les Western-blot, en utilisant 5ml de
solution par filtre. Attendre qu'une coloration apparaisse (usqu'à 20-30mn si nécessaire) et stopper la
réaction avec 5mM EDTA.
-prélever les plages positives (disque violet avec centre blanc) à l'aide d'une carotte et les mettre dans lml
SM avcc 2 gouttes de chloroforme. Vortexer, laisser th à RTC puis conserver à 4oC.
-estimer le iitre des plages sélectionnées et cribler une deuxième puis une troisième fois, jusqu'à obtenir
toutes les plages positives.

TN 500mM NaCl
20mM Tris-HCl pH7.6

5.8g/L NaCl
2gll- MgSO4
50mM Tris-HCl p117.6
O.0l7o gélatine

SM
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solution d'hybridation : TN
0.37o triton X-405
I7o gélatine
l7o d'extraitd'8. coli

diluent pour phage l, : 10mM Tris-HCl pH7.6
10mM MgCl2

Q.3: Préparation de I'extrait bactérien
Cet extrait est destiné à ôtre mélang9 avec les anticorps cr-La. En effet, ces anticorps sont dirigés contre
la protéine La de xénope produite dans E.coli. Du fait des différentes préparations de protéinés qui ont
servi à immuniser les lapin-s, il est possible que ces dernières contenaient aussi des prôtéines d'8. coli.
Pour diminuer le bruit de fond correspondant à des réactions Ag-Ac parasites, nous avons ajouté à la
solution d'hybridation un extrait d'8. coli préparé de la façon suivante :

-centrifuger 30ml d'une culture O/1.{ de Y1090(-) 5mn à 3000rpm, à 4oC.
-resuspendre dans 500p1 de 25Vo sucrose, 0.25M Tris-HCl pH8.
-ajouter 100p1 de lysozyme à l0mg/ml dissous dans 0.25M Tris-HCl pH8, vortexer et incuber 30mn sur
la glace.
-ajouter 1.5m1de 75mM EDTA, 0.33M Tris-HCl pH8. Mélanger puis ajourer 10pl de Triton x-100ùlvo.
-centrifuger 15mn à 12000rpm et à 4'C. Le surnageant contient I'extrait protéique. Les protéines ont été
quantifiées par la méthode de Bradford et estimées à 7mglml.

R. DISRUPTION DU GENE LA

Un plasmide portant le marquelr de sélection URA3 est digéré avec HindIII et un fragment de 1168bp
contenant le gène URA est séparé sur gel l%o agarose et purifié sur feuille DEAE (cf. Matériels et
méthodes, 8.1.2). Ce fragmglrt est ensuite inséré dans le plasmide LaYÂRM dans un sitç HindtrI pour
générer le plasmide LaYÂJRA. Ce dernier est linéarisé par double digestion avec les enzymes de
restriction EcoRI et NaeI, extrait au phénoVchloroforme et précipité la nuit à -20'C. Après centrifugation,
le culot d'ADN est rinsé avec lml d'éthanol, séché et resuspendu àz1tglpl dans H2O. Environs 4pg sont
utilisés pour transformer les souches haploide MY4 et diploide MY452 (cf. Matériels et Méthodes, Ô.1 et
o.2).
Les transformants obtenus gqrgs 3 jours d'incubation à 30"C sont isolés par étalement sur plaque ura-,
puis cultivés dans 10ml de YPD pour préparer de I'ADN génomique. Cet ADN est digéré avéc ftoRV et
séparé sur gel d'agarose 0.87o.Le gel est traité afin de transférer I'ADN sur membrane de nitrocellulose et
confirmer par Southern-blot que I'intégration s'est effectuée au bon endroit c'est à dire que le gène LaY a
été interompu par le marqueur URA3.
Les transformants sont ensuite cultivés 3 jours à 30'C sur un milieu solide de pré-sporulation, puis au
moins 3 jours à température ambiante sur un milieu solide de sporulation. La dissection des tétrâdes se
fait sous microscope après digestion de la paroi cellulaire externe par la lyticase.

Milieu solide de pré-sporulation: 10g/L d'extrait bactérieÂevure
30g/L de bacto-peptone
50g/L de glucose
15gil de bacto agar

Milieu solide de sporulation: l.zsgtL d'extrait de levure
10g/L de KOAc
l5glL d'agat

i
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PARTIE 1: LA PROTEINE La DE XENOPUS IA,EVIS
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A: CARACTERISATION FONCTIONNELLE DE LA PROTEINE La
DE X. t4EYIS PRODUITE PARE. COZI

4.1- Une protéine de 49 kDa est synthêtisée par E. colî

Afin d'obtenir des anticorps spécifiques dirigés contre la protéine de Xénopus, I'ADNc
codant la protéine LaBl a été sous cloné dans un vecteur d'expression bactérien pour
produire une protéine recombinante dans E. coli. La protéine La de X. laevis pouvant être

toxique pour les bactéries, nous avons choisi d'utiliser des vecteurs d'expression

possédant des promoteurs inductibles. L'utilisation de tels vecteurs permet, d'obtenir une

importante biomasse bactérienne avant d'induire la synthèse de la protéine d'intérêt en

stimulant le promoteur par un facteur adéquat. Deux constructions plasmidiques pBS-Bl
et CBA-BI ont été réalisées dans le but de produire la protéine La de X. Iaevis dans la
souche IIB101 d'8. coli.

Le plasmide pBS-Bl contient le promoteur de I'opéron lactose inductible par I'IPTG, un

analogue de l'allolactose; les bactéries transformées avec pBS-81 synthétisent une

protéine La hybride constituée de la protéine de xénope dont I'extrémité amino-terminale

est fusionnéeà24 acides aminés appartenant à la B-galactosidase.

Le plasmide CBA-81 contient le promoteur P; du phage l, inductible par choc

thermique. Il code, outre la protéine La de xénope, une protéine CI mutante ayant la
particularité d'être thermosensible. La fonction naturelle de la molécule C1 d'origine
phagique est d'inhiber la transcription à partir du promoteur Pl. Les bactéries

transformées avec CBA-BI et cultivées à 28oC, synthétisent le répresseur C1 qui, stable à

cette température, inhibe la synthèse de la protéine La. Par contre, lorsque ces bactéries

sont cultivées à 42"C, la molécule CI est inactivée et la protéine La est exprimée. Notons

que ce vecteur d'expression, contrairement au vecteur pBS-81, présente I'avantage de

diriger la synthèse de la protéine La originale et non celle d'une protéine de fusion.

Dans un premier temps, nous avons comparé I'efficacité de production des constructions

plasmidiques décrites ci-dessus. Les résultats de cette analyse sont reportés dans la figure
5. Après 3h ou 6h de culture, un échantillon des bactéries transformées avec pBS-Bl ou

avec CBA-81 est prélevé, centrifugé et rinsé avec du PBS. Le culot bactérien est

directement resuspendu dans le tampon de charge des protéines et analysé par SDS-

I
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PAGE. La production de La par le clone CBA-BI n'a pas posé d'ambiguité, puisqu'une

protéine majoritaire d'environ 49 kDa apparaît nettement après coloration du gel au bleu

de Coomassie. Par contre, en ce qui concerne la construction pBS-81, la bande

correspondant à la protéine La se trouve masquée par la présence de protéines d'origine

bactérienne. La synthèse de la protéine La, par ce clone, a cependant été confirmée par

Western-blot en utilisant des anticorps anti-La humains (résultats non montrés).

Le système d'induction par choc thermique étant plus efficace que celui qui utilise

I'IPTG, nous avons choisi de poursuivre notre étude en utilisant les transformants CBA-

81. Ces derniers présentent d'ailleurs un autre avantage pour la réalisation de futurs tests

fonctionnels, celui de produire la protéine La originale et non pas une protéine de fusion.
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Figure 5: Production de La par E. coli

Les bactéries E. coli H8101 ont été transformées avec les plasmides suivants:
1) CBA-BI codânt la protéine La sous contrôle du promoteur PL du phage l, inductible à
42'C (piste 2).
2)CBA-Bl inv. contenant le cDNA LaBl en orientation inverse par rappôrt au promoteur
9t ryLry code donc pas pour la proréine La (piste 3).
3)pBS-81 codant la protéine La fusionnée à'l'extrémité N-terminale de la B-galactosidase sous contrôle d'un promoteur inductible par I'IPTG (pistes 4 et 5).

Les bactéries transformées avec CBA-81 ou avec CBA-81 inv. sont cultivées la nuit à
28"C et induites à !?" ^C_pydant_6.heures,_tandis que celles transformées avec pBS-Bi
sont cultivées la nuit à37"C et induites pendant 3 heures toujours à37"C avec 5niM final
d'IPTG. Un échantillon de gh?qge cgltrqe est prélévé avanf I'induction (piste 1: To), 3h
?Pl*.li"du9tion par I'IPTG (p_rste_5: To+3h pour pBS-81) ou 6h apiès I'induction à
42'c(piste 2: -To+6h pour. çBA-81 et piste- 3: îo+6h Éour cBR^-81 inv.). Après
gggifugatory le. culot bactérien est resuspendu dans 200pÎ de hmpon Laemmli ti et
1t/l0 esy T.ulY_te sur SDS-PAGE 12.5V9. La protéine La est indiqïée par une flèche
(gt:l"t 2, 1).- La piste_ 4 représente les bactéries transformées avei pBS'-81 cultivée à
37"C non induites par I'IPTG. La piste 6 indique les marqueurs de poid^s moléculaire.
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A.2- Purifi.cation partielle de la protéine I-a sur colonne d'héparine-
sépharose.

Préalablement à toute purification, deux questions se posent. La protéine synthétisée par

E.coli se trouve t-elle sécrétée dans le milieu de culture? Est-elle produite sous forme

soluble? En effet, très souvent les protéines recombinantes surexprimées dans E.coli

s'assemblent sous forme d'aggrégats appelés corps d'inclusion qui rendent les protéines

insolubles. Ces corps d'inclusion présentent I'avantage de protéger les protéines

recombinantes contre la protéolyse endogène.

Afin de déterminer si la protéine est sécrétée dans le milieu de culture, 1ml de suspension

bactérienne, cultivée 4h à 42oC, est prélevé et centrifugé; les protéines contenues dans le

surnageant et dans le culot bactérien sont séparées sur minigel SDS-polyacrylamide

l2.5%o.I1 s'avère que la protéine La produite in vivo n'est pas excrétée puisqu'elle co-

migre avec les protéines du culot bactérien (Fig. 6, ligne 1). Pour tenter d'extraire la

protéine, le culot bactérien est soniqué plusieurs fois dans du PBS, puis dans du PBS-6M

urée. Bien que ce traitement fragilise et dégrade une faible proportion de la protéine

recombinante, la majorité est solubilisée (ligne 5). Le surnageant 6M urée contient trois

protéines majoritaires (Fig.6). La protéine qui migre avec un poids moléculaire apparent

de 49 kDa correspond à la protéine La de X. laevis. Deux autres protéines àe poids

moléculaire inférieurs, apparaissant progressivement au cours de la sonication, migrent

respectivementà42 kDa et 39 kDa. Nous avons vérifié par Western-blot, en utilisant des

anticorps anti-La humain, que ces protéines correspondent à des formes dégradées de la

protéine La (données non montrées).
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Figure 6: Extraction de La dans une solution pBS-6M urée

Les bactéries transformées par CBA-B1 sont induitesà42"C. Un aliquot d'lml de culture
est préIévé avant I'induction (To) et 4h après I'induction (To+4h). Le surnageant et les
bactéries sont séparés par centrifugation et les protéines contenues dans le cul6t bactérien
(P) et dans le milieu de culture (s) sont analysés sur gel SDS-PAGE l2.5vo.
Pour extraire la protéine La du culot bactérien, ce dernier est soniqué dans du pBS, puis
dans du PBS-6M urée de façon à solubiliser la protéine recombinante.

Piste 1: protéines contenues dans le culot à To. Piste 2: protéines contenues dans le
surnageant à To. Piste 3: protéines contenues dans le surnageant après 4h d'induction à
42"C. Pistes 4 et 5: protéines contenues dans le culot ou dans le surnageant de I'extrait
6M urée (la grande flèche indique la protéine La de 49 kDu les deux petites flèches
indiquent les produits de dégradations de 42 kDa et 39 kDa). Piste 6: marqueuts de poids
moléculaire.
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Les protéines contenues dans I'extrait 6M urée sont purifiées sur la base du protocole
utilisé par Stefano (148). L'extrait protéique est fractionné sur une colonne
chromatographique d'héparine-sépharose. Ce type de support est très largement employé
pour purifier des facteurs de transcription et autres molécules présentant une affinité pour
les acides nucléiques.

L'extrait protéique est progressivement dilué de sorte à abaisser la concentration de I'urée

jusqu'à 100mM avant d'être chargé sur la colonne. Les protéines qui restent fixées sur la

résine sont eluées avec des solutions salines (NaCl ou KCI) de concentrations croissantes.

Le contenu des fractions éluées est estimé quantitativement par lecture des D.O à 280nm,

puis par dosage des protéines selon la méthode de Bradford. La nature des protéines

éluées est analysée en séparant l.5Vo de chaque fraction sur minigel SDS-polyacrylamide

I2.5Vo. La figure 7A représente le chromatogramme de la colonne d'héparine-sépharose

obtenu avec les tampons NaCl et KCl. L'élution en NaCl fournit trois pics à 0.25M, 0.4M

et 0.6M avec un pic d'élution majeur à 0.6M NaCl, tandis que I'élution en KCI fournit

seulement deux pics, un pic mineur à 0.25M et un pic majeur à 0.4M KCl. L'amplitude

du pic majeur d'élution en KCI est nettement supérieure à celle du pic majeur d'élution à

0.6M NaCl, suggérant que l'élution en KCI est quantitativement plus importante que celle

en NaCl.

Si I'on compare I'aspect qualitatif, c'est à dire la nature des protéines éluées dans chacun

des pics, on remarque que la protéine La de 49 kDa se comporte de façon identique à

0.4M KCI et à 0.6M NaCl. La n'est jamais purifiée de manière homogène mais sous trois

formes : la protéine complète de 49 kDa et les deux produits de dégradation de 42 kDa et

39 kDa (Fig. 78 et 7C). Ces trois protéines sont donc capables de se fixer de façon

équivalente sur le support pour une concentration saline donnée. La forme dégradée de

39 kDa est également éluée seule et en quantité non négligeable à 0.25M et 0.4M NaCl

(Fig. 78) ainsi qu'à 0.25M KCI (Fig.7C). Pour les autres concentrations (0.8M NaCl,

0.6M KCl, 0.8M KCI), nous n'observons que des taux résiduels de ces trois formes

protéiques.

Dans I'espoir cl'obtenir une fraction qui contienne exclusivement la protéine complète de

49 kDa, nous avons tenté de séparer ces trois protéines en fonction de leur affinité

respective pour les résidus uridines (U). En effet, il est possible d'imaginer que les

formes dégradées de La, contrairement à la protéine de 49 kDa, ont perdu la capacité de

reconnaître la séquence UUUUI'9H. Pour cela, la fraction protéique éluée à 0.6M NaCl

est chargée sur une colonne de poly(U)-agarose. Les protéines fixées sur la résine sont

éluées par des solutions de concentration croissante en NaCl. A 0.6M NaCl, toutes les
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protéines se fixent sur la colonne et I'ensemble des trois protéines est élué à lM NaCl
(Fig. 7D). Ces conditions ont pourtant été utilisées par Stefano pour distinguer la fraction
de La capable de lier une série de U à une fraction qui ne I'est pas (148). Ces résultats
indiquent que les trois protéines purifiées sur colonne d'héparine-sépharose sont capables

de reconnaître un ARN qui possède la séquence UUUU:'oH. Cette hypothèse a d'ailleurs
été confirmée en incubant cette fraction protéique avec un précurseur d'ARNt biotinylé
et fixé sur des billes de streptavidine. Les protéines contenues dans les complexes

ARN/protéines ont été analysées par électrophorèse sur gel SDS. Cette expérience a

montré que les trois formes protéiques restent accrochées aux billes par I'intermédiaire de

leur liaison avec I'ARN qui se termine par la séquence UUUU:'on (données non
montrées).
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Figure 7: Purification de La sur colonne d'héparine-sépharose et polyU-sépharose

L'extrait 6M urée est dilué dans du tampon A 0.1M NaCl ou 0.1M KCl, puis chargé sur
une colonne d'héparine-sépharose équilibrée respectivement avec 0.1M NaCl ou-0.1M
KCI en tampon A.

7A : chromatogrammes des fractions d'lml éluées avec des concentrations croissantes de
NaCl ou de KCl, tracé à partir de la lecture des D.O à 280nm. Les flèches verticales
précisent le passage du tampon d'élution à la salinité supérieure. R: rinçage de la colonne
avec le tampon A 0.1M NaCl ou KCl.

78: purification sur colonne d'héparine sépharose et composition en protéines des
fractions éluées dans un tampon NaCl. l.S%o des fractions les plus concentrées ont été
ghqggs s_t4_uq minigel SDS-polyauylamide I2.5Vo. Fractions éluées à 0.lM NaCl (piste
1), à 0.25M NaCl (piste 2), à 0.4M NaCl (pisre 3), à 0.6M NaCl (piste 4), à 0.8M NaCt
(piste 5). Piste 6: marqueurs de poids moléculaire. La protéine La et les produits de
dégradation sont indiqués par les flèches.

7C: purification sur colonne d'héparine sépharose et composition en protéines des
fractions éluées dans un tampon KCl. I.5Vo des fractions les plus concentrées ont été
chargés sur un minigel SDS L2.5Vo. Fractions éluées à 0.1M KCI (piste 1), à 0.25M KCI
(piste 2), à o.4M KCI (piste 3), à 0.6M KCI (piste 4), à 0.8M KCI (piste 5). piste 6:
marqueurs de poids moléculaire. La protéine La et les produits de dégradation sont
indiqués par les flèches.

7D: purification sur colonne de polyU sépharose et composition en protéines des
fractions éluées dans un tampon NaCl. La fraction éluée à 0.6M NaCl sur colonne
d'héparine sépharose est directement chargée sur une colonne de polyU sépharose. Après
rinçage de la colonne (piste 1;R), les protéines sont éluées à lM NaCl (piste 2), 1.5M
NaCl (piste 3), et 2M NaCl (piste 4). 1.57o des fractions les plus concentrées ont été
chargés sur un minigel SDS l2.5%o. Piste 6: marqueurs de poids moléculaire. La protéine
La et les produits de dégradation sont indiqués par les flèches.
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4.3- Les anticorps polyclonaux de lapin reconnaissent une protéine
de 49 kDa.

L'extrait 6M urée a servi à immuniser plusieurs lapins selon deux protocoles. Le premier

a consisté à injecter aux lapins 74 et 75 un extrait broyé contenant la protéine La de 49

kDa, isolée sur gel SDS. Le second a consisté à injecter aux lapins 78 et 79 les fractions

purifiées partiellement sur colonne d'héparine-sépharose. Rappelons que ces fractions

contiennent trois formes protéiques dont la protéine de 49 kDa partiellement renaturée et

deux produits de dégradation. Le protocole d'immunisation est décrit dans la section

matériels et méthodes.

Les taux sériques en anticorps anti-La ont été contrôlés au cours de I'immunisation par

Vy'estern-blot en mesurant la capacité de ces anticorps à reconnaître la protéine La d'un

extrait cellulaire 5-100. L'extrait est diluée en série d'un facteur 2 et différentes dilutions

de sérum sont testées. La liaison antigène-anticorps est révélée par I'utilisation de

protéine A marquée au 35S permettant d'autoradiographier la membrane et les

autoradiographies sont analysées par densitométrie.

Nous avons également testé la capacité des sérums à reconnaître la protéine La sous sa

forme native en immunoprécipitant directement la protéine de I'extrait 5-100 avec les

anticorps de lapins. Pour cela, I'extrait 5-100 est incubé en présence de deux pré.urr"urc

d'ARNt marqués au 32P, dont un possède la séquence spécifique UUUU3'OH. Si

I'anticorps de lapin cr-La reconnaît la protéine de xénope en solution, le precurseur

d'ARNt doit co-précipiter avec la protéine.

Ces expériences ont montrés que tous les sérums reconnaissent la protéine La contenue

dans I'extrait 5-100, aussi bien sous sa forme native que dénaturée. Ils reconnaissent

également la protéine La synthétisée par E. coli. La figure 8A indique les titres en

anticorps relatifs à chaque sérum. Ces titres sont très variables puisque celui du sérum 78

est quatre fois plus élevé que celui du sérum 74. Nous n'avons pas pu déterminer si ces

différences reflètent effectivement des titres différents ou des réactivités différentes. En

effet, les sérums de lapins immunisés par injection de La sous sa forme native (N'78 et

N"79) possèdent des titres relativement élevés en anticorps qui sont comparables à ceux

du sérum humain d'Elliston (sérum de malade servant de référence). Par contre, les titres

des sérums 74 et75 sont trois à quatre fois plus faibles que le sérum de malade (Fig.8B et

8C). Ces résultats peuvent s'expliquer par la nature même de l'échantillon injecté aux

lapins. Il est possible que la présence de SDS dans la solution d'injection dénature la
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protéine, masquant ainsi des épitopes antigéniques de La. Cependant si I'on tient compte

du processus de présentation des antigènes aux lymphocytes, il semble plus probable que

la présence de SDS et d'acrylamide dans l'échantillon injecté aux lapins 74 et 75 att
empêché ou inhibé partiellement la réponse immunitaire. La variation entre les différents

titres sériques peut également être expliquée par la quantité de protéines réellement

injectée. En effet, il est relativement difficile d'estimer, à partir de la concentration

protéique globale de I'extrait 6M urée, le volume à charger sur le gel, pour obtenir

finalement 100pg de protéine.

Par ailleurs, nous avons estimé, compte tenu des 3 formes de La, que 2pl à 3pl de la

fraction purifiée (concentration protéique égale à 60pg/ml) correpondent à 4pl d'extraits

5-100. La concentration en protéine La des extraits 5-100 a donc été évaluée entre l0 et

15pg/ml.

79



l1ll

I

I

Figury 8: Variation des taux d'anticorps chez les lapins immunisés contre la
protéine La.

8A: Titres des séra cr-La au cours de I'immunisation contre la protéine La isolée à partir
d'un gel SDS-PAGE (lapins N'74 et N"75), et de I'immunisation contre la protéirie La
partiellement purifiée sur colonne d'héparine-sépharose (lapins N'78 et N'79;. L,es
protéines contenues dans 5pl d'extrait 5-100 sont séparées par SDS-PAGE t2.5Vo et
transférées sur une membrane de nitrocellulose qui est hybridée avec chacun des
antisérums $9 lapins (74, 75, 78, 79) dilués au 1/250ème, puis avec une solution de
protéine A-35S diluée au 1/1000ème. Læs autoradiographies exposées 66h à température
ambiante sont analysées par densitométrie.

8B et 8C: Comparaison des titres en anticorps des séra a-La74 et 75 (B) et des séra cr-La
78 et 19 (C) avec le sérum humain de référence Elliston.l , 2, 3,4 et 5pl d'extrait 5-100
sont séparés sur minigel SDS-PAGE I2.57o et transféré sur membrane de nitrocellulose.
Des'Western-blots sont réalisés en utilisant les séra de lapin cr-La (74,75,78,79) etle
sérum humain anti-La/anti-Ro (Eltiston) au I1250ème. La formation des complexes
protéine-anticorps est révélée par addition de protéine A-35S (utilisée au 1/1000ème).
Les autoradiographies sont exposées 66h et analysées par densitométrie.
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4.4- I^a protéine synthétisée par E.coli immunoprécipite les
précurseurs d'ARNt possédant 4 uridines à leur extrémité s'OH.

Afin de vérifier si la protéine La synthétisée par E.coli est capable de lier un ARN
ressemblant à un transcrit précurseur Pol III, des expériences d'immunoprécipitation ont

été réalisées. Elles consistent à mettre en présence la protéine La recombinante et un

excès d'ARNt précurseurs, puis à précipiter les complexes avec les anticorps cr-La. Les

précurseurs d'ARNt sont synthétisés par I'ARN T7 polymérase en présence d'oc-32P-GTP,

à partir du plasmide Gem4SP1l contenant le gène d'ARNtPhe de xénope en aval du

promoteur T7. Ces précurseurs ont la particularité de posséder une extrémité 3'OH

différente selon I'enzyme de restriction utilisée pour linéariser le plasmide (Fig.g). Une

linéarisation par BamHI fournit un précurseur qui se termine par GAUC3'9g liant ainsi

trés faiblement la protéine La. Lorsque le plasmide est linéarisé par DraI, la polymérase

T7 synthétise un précurseur qui se termine par I'extrémité 3' naturelle des transcrits de

classe III (UUUU3'6H). Cette séquence est donc optimale pour la liaison avec la protéine

La.

a

1

I

I

l

i

I
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pJ5 (gène ARNtPhe) ,,

Transcrit DraI
135nt

pG uuuu(on)
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pG 

-cAUc(oH)

Figure 9: synthèse des précurseurs d'ARNt UUUUIoH) et GAUClon) par I'AI{N T7
polymérase.

Le plasmide GEM4SP11 contenant le gène tRNAPhe est linéarisé par digestion avec
Bam HI ov Dra I, puis transcrit in vitro à 37'C par I'ARN T7 polymérase en présence

d'cr-32P-GTP ou d'g-32P-UTP. Le transcrit DraI (135nts) se termine en 3'par le signal
de terminaison de Pol III, soit la séquence UUUUIOI;. Le transcrit BamHI (128nts) se

termine en 3'par GAUClott; qui ne représente pas une bonne séquence de liaison pour la
protéine La.

T7
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Des tests préliminaires ont montré que la reconnaissance spécifique des ARNs par la
protéine recombinante est influencée par la concentration en NaCl du milieu réactionnel

(données non montrées). En effet, dans la gamme de concentration variant de 60mM
NaCl à 120mM NaCl, les deux molécules d'ARNs sont immunoprécipitées en quantité

équivalente. Ce résultat suggère que dans ces conditions expérimentales, la protéine La
lie sans spécificité apparente les deux types de précurseurs GAUC:'oH et UUUU3'OH. La
discrimination entre les deux ARNs ne se produit qu'au cours du lavage des complexes

ARNs/protéine. En effet, il est possible de déplacer la liaison entre La et le transcrit

GAUC:'on à partir de 300mM NaCl sans modifier la liaison avec le transcrit

UUUU:'on. Cette dernière reste stable jusqu'à 500mM NaCl.

Ainsi, nous avons déterminer les conditions expérimentales pour observer une

reconnaissance spécifique entre la protéine La recombinante et un transcrit qui possède

les caractéristiques d'un précurseur Pol III. Lorsque la liaison ARN/protéine s'effectue à

120mM NaCl et que les complexes immunoprécipités par les anticorps de lapin o-La
sont lavés à 300mM NaCl, la protéine La lie préférentiellement les transcrits qui se

terminent par la série de résidus uridines (Fig. 10). La présence de BSA dans le milieu

réactionnel semble favoriser la fixation du transcrit UUUUI'oH quand une faible quantité

de protéine recombinante est utilisée (Fig. 10). Ce phénomène s'explique

vraisemblablement par I'effet saturant de la BSA sur les sites de fixation non spécifiques.

L'augmentation progressive de la quantité de protéine La accroît le nombre de transcrits

immunoprécipités. Ces expériences permettent d'estimer qu'environ 3ftg de protéine La

fixe environ 11200 des transcrits UUUU:'gg, soit moins d'une picomole d'ARN. En

d'autres termes, une mole de protéine recombinante fixe une mole d'ARN. Des résultats

similaires ont été obtenus avec la protéine La de I'extrait 5-100 suggérant que les

protéines native et recombinante possèdent la même affinité pour les pré-ARNt.

La spécificité de liaison entre la protéine recombinante et un transcrit UUUU:'og a été

confirmée en réalisant les mêmes expériences en présence d'un excès d'ARN compétiteur

spécifique. Deux types de compétiteurs ont été utilisés. Premièrement, nous avons utilisé

un hexanucléotide portant la séquence U(5)U3'OH. Curieusement, ce type de compétiteurs

n'a jamais été capable de déplacer la liaison de La avec le transcrit UUUU:'oH. Dans un

second temps, nous avons choisi d'utiliser cofirme compétiteur un substrat naturel pour

La, à savoir le transcrit précurseur T7P2. Ce précurseur est synthétisé par I'ARN T7

polymérase à partir du plasmide GSPllHAIR2. Quand ce plasmide est linéarisé avec
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DraI, il code le précurseur de I'ARNtPhe dont I'extrémité 3'est constituée d'une structure

secondaire juste en amont de la séquence UUUU:'oH. L'ARN compétiteur est ajouté

simultanément aux précurseurs marqués au 32P. Dans ces conditions, un excès égal à dix

fois la quantité de précurseurs marqués suffit à déplacer la majorité des transcrits

UUUUT'OU liés à La (Fig. 10). De façon surprenante, nous n'avons pas réussi à inhiber

totalement la liaison de La avec le transcrit UUUU:'on en augmentant la quantité d'ARN

compétiteur. Pourtant la liaison de La avec le précurseur UUUUg'olt est spécifique

puisqu'aucun ARN n'est immunoprécipité par le sérum pré-immun ou lorsque la protéine

recombinante est remplacée par de la BSA.
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Figure 10: Analyse fonctionnelle de la protéine La recombinante.

Les précurseurs UUUUlou) et GAUC(on) synthétisés en présence d'un radioisotope
marqué au32P sont incubés avec la protéine La recombinante. Les ARNs liés à La sont
immunoprécipités par les anticorps de lapins o"-La et analysés sur un gel de transcription
6.8Vo poLy acrylamide-7M urée.

piste 1: 5000cpm de chaque ARN radioactif synthétisés sont directement chargés sur le
gel. pistes 2, 3 et 4 : 500000cpm de chaque ARN (UUUU(os) et GAUCI9D) sonr
incubés respectivement avec 8ng, 16ng et 32ng de protéine La purifiée. Pistes 5 et 6 :

idem que les pistes 2 et 4 mais en ajoutant 200ng de BSA dans le milieu réactionnel.
Piste 7 : la protéine La est remplacé par 200ng de BSA. pistes 8 à 11: la liaison
ARN/protéine La est réalisée en absence (piste8) ou en présence d'un excès x10 (piste 9),
x100 (piste 10), x1000 (piste l1) d'ARN UUUUIoH; compétiteur spécifique. piste 12:
50000cpm de chaque ARN radioactif synthétisés sont directement chargés sur le gel.
piste 13: 4pl d'extraits 5-100 sont incubés avec 500000cpm de de chaque précurseur. Les
pistes 1 à 11 sont exposées 24h à 4'C avec un écran SE8, film X-OMAT-AR (Kodak),
les pistes 12 et 13 sont exposées 19h à 4'C avec un écran SE8, film X-OMAT-S (Kodak)
mais seulement 1/5ème des ARNs immunoprécipités ont été chargés sur le gel.
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4.5- I-a protéine La lie les précurseurs d'ARNt sous laforme d'un
monomère.

Pour déterminer si la protéine La lie les précurseurs sous forme de monomère ou

d'homodimère, la protéine La a été fusionnée avec l'épitope HAl du virus influenza. La
présence de l'épitope HA1 pouvant entraîner des altérations dans la conformation de la
protéine de fusion, cet épitope a été placé alternativement à I'extrémité amino et carboxyl

terminale de La. Deux versions de la protéine La ont été traduites séparément dans un

extrait de germe de blé en présence de 35S-méthionine. Il s'agit de la protéine La

complète portant l'épitope HAl d'une part (La-HA1), et de la protéine La qui a perdu 37

acides aminés à son extrémité carboxy-terminale d'autre part. Cette protéine tronquée

(^C37) reste capable de lier spécifiquement un transcrit Pol III (Moreau,G., The RNA

binding properties of the Xenopus I-a proteins, in prep.). Ces protéines sont incubées

avec les précurseurs d'ARNt GAUC:,on et UUUU3'oH, puis les La-RNPs sont

immunoprécipitées avec les séra o-La ou c[-HAl. Dans le cas où la protéine La fixe les

ARNs sous forme d'homodimère,les anticorps u-HAl doivent coprécipiter les protéines

La-HA1 et LC37. Dans le cas contraire, les mêmes anticorps ne précipitent que la
protéine portant l'épitope HA1.

Dans un premier temps, nous avons vérifié que la protéine LC37 est ieconnue

spécifiquement par le sérum u-La et qu'il n'existe pas de réaction croisée avec le sérum

cr-HAl (Fig. 11A, lignes I et 2). De même, nous avons vérifié que les protéines de

fusion N-HAI et C-HA1 sont immunoprécipitées par les anticorps monoclonaux cr-HAl
(résultats non montrés). Nous avons ainsi remarqué que la reconnaissance de la protéine

C-HAI par I'antisérum cr-HAl est légèrement moins bonne que celle de la protéine N-

HAl. Ceci peut s'expliquer par une accessibilité plus faible de l'épitope HA1 lorsque ce

dernier est fusionné à I'extrémité carboxy-terminale de La. L'immunoprécipitation des

protéines portant l'épitope HA1 est une réaction hautement spécifique car si l'épitope est

inséré en orientation inverse, la protéine de fusion n'est plus précipitée par le sérum o-
HAI (résultats non montrés). Notons également que la présence de l'épitope HAl dans la

protéine La ne modifie pas la reconnaissance de la protéine de fusion par les anticorps cr-
La (Fig. 11A et l1B).

Nous avons montré que la protéine LC37 incubée en présence des protéines de fusion La-

HAl n'est jamais co-précipitée par le sérum c-HA1 (résultats non montrés). La position

de l'épitope n'influence pas une intéraction potentielle entre ces protéines puisque des
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résultats identiques ont été observés quand LC37 est incubée avec N-HAI ou C-H41. Ce

résultat suggère qu'en solution, la protéine La existe sous forme de monomère. Il reste

cependant possible que La interagisse avec d'autres protéines mais les expériences

réalisées ici ne permettent pas de répondre à cette question.

Dans certains cas, la formation de dimère ou de trimère nécessite une traduction

simultannée des protéines en question. Pour tester cette éventualité, les protéines AC37 et

La-HA1 ont été co-traduites puis immunoprécipitées comme précédemment. De la même

façon, LC37 ne co-précipite jamais avec la protéine de fusion N-HAI ou C-HAI lorsque

ces protéines sont immunoprécipitées par le sérum o-HAl (résultats non montrés),

renforçant I'idée que La n'existe pas sous forme d'homodimère en solution.

Pour tester I'hypothèse que la formation de dimère est dépendante de la présence d'ARNt

précurseurs, les mêmes expériences ont été réalisées en incubant les deux versions de La

(tronquée ou fusionnée à HAI) avec un excès de précurseurs mffqué au 32P et

synthétisés in vitro par I'ARN T7 polymérase. Les La-RNPs ainsi formées ont été

précipitées par les séra o-La et o-HAl. Les protéines contenues dans ces particules ont

été analysées par SDS-PAGE, tandis que les ARNs ont été anlysés sur gel dénaturant

d'acrylamide 6Vo (Fig. 11A et 118). Comme précédemment, le sérum cr-HAl ne

précipite jamais la version tronquée de La, même si cette dernière est co-traduite avec la

protéine La de fusion (Fig. 11A, pistes 5 et 8, et Fig. 11B pistes 2 et 4). Pourtant les

protéines de fusion C-HAI et N-HAI sont fonctionnelles puisqu'elles lient

spécifiquement le transcrit UUUU:'og. Toutefois, alors que la protéine N-HAI reconnaît

ce précurseur de façon équivalente à la protéine LC31 et à celle contenue dans I'extrait S-

100, la protéine C-HAI semble reconnaître plus faiblement cet ARN (comparer Fig. 114

pistes 1, 5, 8 et 9 avec Fig. 118 pistes 2, 4, et 5). En effet, bien que le sérum monoclonal

o-HAl immunoprécipite autant de protéine N-HAI que C-HAI, le nombre d'ARN

précipités est réduit quand ces derniers sont incubés avec la protéine C-H41. Tout se

passe comme si la présence de l'épitope viral à I'extrémité carboxyl terminale de La

inhibait légèrement la reconnaissance des ARNs. Ce résultat est quelque peu inattendu

quand on sait que les motifs RNP de la protéine La, c'est à dire les régions impliquées

dans la fixation des ARNs, se situent dans la partie N-terminale de la protéine

(Moreau,G., The RNA binding properties of the Xenopus La proteins, in prep.).
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Figure 1L: Une forme tronquée de la protéine La recombinante se lie à I'ARI{ sous
forme d'un monomère.

La protéine La portant l'épitope viral HAl du virus parainfluenza à I'extrémité amino-
terminale (N-HA, Fig. 11A) ou carboxy-terminale (C-HA, Fig. 118) est traduite
séparément (M) ou co-traduite (C) avec la protéine La tronquée de 37 acides aminés du
coté carboxy-terminal (4C37), dans un extrait de germe de blé en présence de 35S-

méthionine. Ces protéines, ainsi que 5pl d'extrait 5-100 sont incubées avec les

précurseurs d'ARNt UUUUIoH) et GAUC(on; synthétisés par I'ARN T7 polymérase en

présence d'a*32P-UTP, puis les complexes ARN/protéines sont immunoprécipités par le

sérum de lapin cr-La (La) ou par le sérum monoclonal dirigé contre l'épitope HAI (HA).
Les protéines qui composent les RNPs sont analysées par SDS-PAGE l2.5Vo (panneau

supérieur), les ARNs sur gel dênaturant 6.8Vo polyacrylamide-7M urée (panneau

inférieur). Les expériences réalisées avec la protéine N-HA sont reportées dans la figure
11A, celles réalisées avec la protéine C-HA dans la figure 11B. Les différentes protéines
ainsi que les différents transcrits sont indiqués par des flèches.

Les gels de protéines sont fixés puis directement séchés à 80"C et exposés la nuit à
température ambiante (Film X-AR). Les gels d'ARN sont exposés la nuit à -70'C avec un
écran SE8 (Film X-AR).
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Ces dernières expériences suggèrent que La se fixe à son substrat sous forme de

monomère et que la présence de l'épitope HAl n'altère pas les propriétés de liaison de La
avec les précurseurs d'ARNt. Cependant, il reste possible que la présence de l'épitope

viral gène le processus de dimérisation. De plus, si le domaine de dimérisation de La se

localise dans les 37 derniers acides aminés de la protéine, LC37 est incapable de

dimériser avec les protéines La-HA1. Afin de tester cette hypothèse, nous avons réalisé

les expériences précédentes en remplaçant la protéine LC37 par la protéine La complète

(LaBl). Le poids moléculaire de LaBl et La-HA1 étant similaire, les expériences ont été

réalisées en utilisant la protéine LaBl marquée à la 35S-méthionine et les protéines N-
HAl et C-HAI non marquée. Si la protéine LaBl dimérise avec les protéines de fusion,

alors I'analyse sur gel des protéines immunoprécipitées par le sérum c[-HAl révèlera la

présence de LaBl. Ces expériences ont montré que même en présence de précurseurs, les

anticorps û-HAl ne co-précipitent jamais la protéine LaB1. Toutes les protéines sont

pourtant fonctionnelles puisqu'elles lient spécifiquement le transcrit UUUU3'6H (Fig.

12).

L'ensemble de ces résultats indique donc que la protéine La n'existe pas sous forme

d'homodimère en solution et que la formation d'un tel dimère n'est pas nécessaire à sa

liaison avec un précurseur d'ARNt.

I
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Figure 12: La protéine La recombinante se lie à I'ARN sous forme d'un monomère.

La protéine LaBl est synthétisée en présence de 35s-méthionine dans un extrait de

genne de blé et incubée séparément avec les protéines C-HA ou N-HA synthétisées sans

acide aminé marqué. Le mélange protéique et les précurseurs d'ARNt UUUUloq et

GAUClory synthétisés par I'ARN T7 polymérase en présence d'a-32P-UTP sont incubés

30mn à 0"C, puis les complexes ARN/protéines sont immunoprécipités par le sérum de

lapin o-La (La) ou par le sérum monoclonal dirigé contre l'épitope HAl (HA). tæs

protéines qui composent les RNPs sont analysées par SDS-PAGE I2.5Vo,1es ARNs sur
gel dénatumnt 6.8Vo polyacrytamide-7M urée. Les gels de protéines sont fixés puis
directement séchés à 80"C et exposés la nuit à température ambiante (Film X-AR). Iæs

gels d'ARN sont exposés la nuit à -70"C avec un écran SE8 (Film X-AR). La protéine
LaBl ainsi que les différents transcrits sont indiqués par des flèches.

La
2
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4.6- Un excès de protéine La duns les extraits 5-100 inhibe
I'efficacité de transcription et dirninue le nombre de formes matures
des ARNi.

Le plasmide pJ5 contient le gène codant I'ARNI phénylalanine. Ce gène possède deux

signaux de terminaison. La première suite de 4T correspond au signal endogène et dirige

la terminaison de 75Vo des transcrits. La seconde suite de 15T, ajoutée 24bp en aval du

premier signal, permet la terminaison des 257o restants. En absence du second signal de

terminaison, de longs transcrits de fuite sont générés (Scherly, D., rapport de thèse

198n. Transcrit dans les extraits 5-100, le plasmide pJ5 dirige la synthèse de deux

catégories de précurseurs P2 et Pl se terminant respectivement au premier et au second

groupe de T, et à une forme mature P3 plus ou moins visible en fonction du temps

d'incubation (Fig. 13). Les ARNs P4 sont issus du processus de maturation et

correspondent aux régions 3' des précurseurs qui sont éliminées par I'action d'une

endonucléase. Rappelons que les extraits 5-100 sont des extraits cytoplasmiques, obtenus

après homogénéisation et centrifugation à 1000009 de cellules de reins de X.Iaevis. Ces

extraits contiennent I'ensemble des molécules spécifiques à la transcription par I'ARN

polymérase III.

Dans I'hypothèse où La est un facteur de terminaison, et puisque la terminaison implique

le relâchement du transcrit et le recyclage de la polymérase, peut-on augmenter

I'efficacité de transcription du gène ARNtPhe en favorisant le processus de terminaison?

De même, si les transcrits P1 sont générés suite à un déficit de la terminaison au premier

signal, un excès de protéine La peut-il favoriser la reconnaissance de ce signal de

terminaison? Pour cela, différentes quantités de protéine La recombinante purifiée ont été

ajoutées aux réactions de transcription dans les extraits 5-100 (Fig. 1a). Contrairement à

I'effet attendu, le nombre de précurseurs P1 et P2 diminue progressivement au fur et à
mesure que des quantités croissantes de protéine La sont ajoutées. Cette baisse

d'efficacité de transcription se produit de façon proportionnelle entre les deux

précurseurs, c'est à dire que le rapport PL|P? ne varie pas.

De plus,les formes matures des ARNI disparaissent progressivement avec I'augmentation

de la protéine La dans les extraits 5-100. L'addition d'une quantité équivalente de BSA

(500qg) ne modifie pas la transcription, indiquant que I'effet observé est spécifique à La.

Il semble que I'effet inhibiteur de La soit plus drastique sur la maturation des ARNI
précurseurs que sur la transcription elle-même, comme si la liaison de la protéine avec les
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précurseurs retardait leur prise en charge par le système de maturation. Cette liaison a

d'ailleurs été confirmée en immunoprécipitant les précurseurs Pl et P2 avec les anticorps

o-La (résultats non montrés).

+103 +L24

TGACTTTTTTTTrITITTTA

-7
Gène ARNtPhe

P2

PI

157o

25Vo
Précurseurs

+
P6 P3 Produits de

maturation
P4

Figure 13 : Produits de transcription du gène d'ARNtPhe et produits de
mâturation.

Le plasmide pJ5 contient le gène codant pour I'ARNI Phenylalanine. Le site d'initiation

de la transcription est localisé en position -7. 757o des transcrits initiés se terminent au

premier groupe de 4T qui constitue le signal de terminaison endogène (P2), tandis que les

transcrits restant se terminent dans le second groupe de 15T introduit par mutagénèse

(P1). Dans I'extrait 5-100, les précurseurs Pl et P2 sont maturés par la RNase P qui, en

clivant I'extrémité 5' des précurseurs, libère le produit P6, et par une endonucléase qui

agit sur les extrémités 3' des précurseurs libérant les produits P4 à partir de Pl et P5 à

partir deP2. L'ARNI mature qui résulte de ce double clivage correspond au produit P3.

Les flèches situées en amont du premier signal de terminaison indique la présence d'une

séquence palindromique responsable de la formation d'une structure secondaire en forme

d'épingle à cheveux dans les molécules d'ARN précurseurs Pl et P2.
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Ei@ : Transcription du gène d'ARÀ[tPhe dans les extraits 5-100 en présence
d'un excès de protéine La recombinante.

10ng 0e plasmide contenant le gène 64R51Phe est transcrit th à 20"C dans 10pl
d'extraits 5-100 en présence d'cr32P-GTP et de quantité croissante de protéine La
recombinante purifiée (respectivement 0, 30, 60, 125,250 et 50ûqg dans les pistes 1 à 6)
ou en présence de 500ng de BSA (piste 7). Les produits de transcription sônt analysés

-s.qr 
un gel 12% polyacrylamide-7M urée après extraction au phénol et précipitation dans

l'éthanol. (19h d'exposition à 4'C avec écran SES, film X-OIvIAT-S (Kôdak)). Les ARNs
précurseurs Pl et P2, ainsi que les formes matures des ARNI P3 sont indiqués par les
flèches horizontales. I-es produits Pla et P2a correspondent aux ARNI précurseuis déjà
processés en 5'par la RNAse P.
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B: MODIFICATION DE LA TRANSCRIPTION D'UN GENE DE
CLASSE III DANS UN EXTRAIT DEPLETE EN PROTEINB LA?

Pour tester le rôle éventuel de la protéine La dans la terminaison de la transcription des

gènes de classe III, nous avons séquestré, puis éliminé la protéine La des extraits 5-100

afin de comparer la transcription du gène d'ARNtPhe en présence ou en absence de La. La
déplétion des extraits 5-100 a été réalisée en utilisant :

1) un excès d'ARNtPhe précurseurs représentant des molécules naturellement reconnues

par la protéine La et qui, pré-incubés avec I'extrait, permet de séquestrer la protéine La
endogène. L'inconvénient de cette méthode est que la protéine reste présente dans

I'extrait.

2) I'alternative consiste à éliminer physiquement la protéine avec les anticorps o-T,a de

lapin dirigés contre la protéine de xénope.

8.1- Un ARN plus court apparaît quand le gène ARNtPhe est
transcrit en présence d'un excès d'ARNt prêcurseurs.

Le plasmide possédant le gène d'[ft[r[1Phe sous contrôle du promoteur T7 est linéarisé

avec DraI pour générer, comme précédemment, un ARNt précurseur dont I'extrémité 3'

est identique à celle des transcrits primaires synthétisés par Pol III (UUUU3'gH). Ce

précurseur synthétisé par I'ARN T7 polymérase en absence de radioisotope est incubé

30mn sur la glace dans un extrait 5-100 avant d'ajouter I'ADN à transcrire et les NTPs.

Cette étape de pré-incubation est destinée à séquestrer la protéine La endogène. La

réaction de transcription s'effectue en présence de l0pCi d'u-32P-GTP pendant th à

20"C, puis stoppée par extraction phénolique des ARNs. Ces derniers sont analysés sur

gel dénaturant polyacylamide-urée. Lorsque le gène d'ARNtPhe est transcrit dans un

extrait pré-incubé avec des ARNt précurseurs, un ARN plus court de quelques

nucléotides est synthétisé (Fig. 16), alors que la pré-incubation de I'extrait avec un excès

d'ARNt mature d'E. coli n'a aucun effet sur la transcription du même gène. Il est

intéressant de remarquer qu'en présence d'un excès de précurseurs, les ARNs

nouvellement synthétisés sont maturés avec une très faible efficacité. Ce phénomène peut

s'expliquer par la saturation du système de maturation en présence d'un large excès

d'ARN précurseurs.

Pour déterminer si I'apparition du transcrit plus court est spécifique au gène d'ARNtPhe
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ou commun aux gènes transcrits par Pol III, nous avons analysé la transcription d'autres

gènes de classe III dans les mêmes conditions que précédemment. Nous avons ainsi

remarqué qu'en présence d'un excès d'ARNt précurseurs, l'apparition d'un transcrit plus

court n'est pas systématique alors qu'une diminution globale du nombre de transcrits a

toujours été observée (résultats non montrés). De plus, lorsqu'un transcrit plus court

apparaît, le nombre de nucléotides manquant est variable. Pour déterminer si la nature

des séquences 3' des gènes est responsable de I'apparition de ce nouveau transcrit, des

gènes hybrides ont été transcrits en présence d'un excès de précurseurs. Les constructions

chimériques testées sont représentées sur la figure 15 ainsi que les séquences de

terminaison rencontrées par Pol III au cours de la transcription des gènes hybrides. On

peut constater que pour la majorité des constructions, le nombre de transcrits synthétisés

dans un extrait pré-incubé avec un excès d'ARNt précurseur, est réduit par rapport aux

réactions contrôles. Ce phénomène est d'ailleurs très marqué pour les gènes LysÆhe et

5SÆhe. De plus, un ARN raccourci du même nombre de nucléotides est présent dans les

transcriptions des hybrides LysÆhe et 5SÆhe tout comme dans celle du gène Phe. Par

contre, bien que I'hybride Phe/Lys, transcrit en présence d'un excès de précurseurs,

génère aussi un transcrit plus court, la taille de cet ARN est plus fortement réduite que

dans le cas des autres constructions hybrides. L'apparition du transcrit plus court peut

s'expliquer par une très grande instabilité des précurseurs d'ARNt quand la protéine La se

trouve mobilisée par un excès de substrats non marqués.

Ces résultats suggèrent que I'apparition d'un ARN plus court lors de la transcription d'un

gène de classe III est intimement liée à la pré-incubation de I'extrait avec un excès

d'ARNt précurseurs et que la taille du nouveau transcrit dépend des séquences 3' du

gène. Il est peu probable que le transcrit court soit issu d'une terminaison prématurée car

si tel était le cas, la transcription du gène Lys/Phe aurait dû générer un même transcrit

raccourci des U finaux. Cette dernière observation suggère que la modification qui se

produit sur I'extrémité 3' du transcrit est post-transcriptionnelle. Cependant, ces

expériences ne permettent pas de distinguer réellement entre une terminaison précoce ou

une déstabilisation du transcrit.
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Figure L5: Constructions chimériques entre les gènes d'ARNtPhe, d'ARNtLys et
d'ARllr 55.

La position des signaux de terminaison et la nature de ces séquences sont mentionnés
poui chaque constuction. L€s régions 3' et 5' flanquantes non codantes sont re.présentées
par un sègment linéaire, tandis que les régions codantes sont représentées _Pg un
iectangle. La présence d'une séquence palindromique créant une structure secondaire en
amont des sites de terminaison est également indiquée.
Le gène Phe représente le gène muté d'ARNtPhe dans lequel T4 et T15 correspondent
respèctivement au signal endogène et exogène de terminaison de la transcription, le
deuxième site de terminaison ayant été introduit par mutagénèse.
[æ gène Phe/Lys est constitué de la partie 5' non codante ainsi que de Ia séquence codant
1'Af,p1Phe et âe la partie 3' non coàante du gène d'ARNtLys. Cette régioh contient un
signal de terminaison (extra) sans séquence palindromique amont.
Lè gène LysÆhe contient la partie 5' non codante ainsi que la_ séquence codante de
t'Rpiltl-ys 

"t 
tu partie 3' non 

^codante du gène sauvage d'ÀRI{tPhe. 
-Cette 

construction
possède deux sités de terminaison. Le premier est situé dans la partie codante du gène
Lys (intra), le second correspond au signal endogène T4 du gène Phe.
Lê gène 5SÆhe est un hybride entrè les séquences 5' et codante du gène 55 et les
séquènces 3' non codantes du gène muté Phe. Par conséquent, ce gène chimère contieht
Ies mêmes sites de terminaison que le gène Phe.
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Phe/Lys LysÆhe Phe 5S/Phe

T7P2

tRNA (Coli)
++++
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Figure 16: Transcription du gène d'ARNtPhe dans un extrait 5-100 pré-incubé en
présence de précurseurs d'ARNt.

10pl d'extraits 5-100 sont pré-incubés 30mn à 0'C en présence de précurseurs d'ARNt
synthétisés par I'ARN T7 polymérase (T7P2 dont I'extrémité 3' correspond à la séquence
UUUU(oH)) ou d'ARNt mature provenant d'E.coli, à la concentration finale de Z}pglrnl
chaque. A ce moment, lûqg du plasmide codant le gène Phe ou les constructions
hybrides Phe/Lys, Lys/Phe et 5S/Phe sont transcrits pendant th à 20"C et les produits de
transcription sont analysés sur un gel dénaturant I2Vo polyacrylamide-7M urée.
L'autoradiographie est exposée la nuit à -70"C avec un écran SE8 (Film X-AR). Les
flèches indiquent I'apparition d'un produit plus court commun aux constructions hybrides
contenant la région 3' non codante du gène Phe.

1
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A.2- Un ARN plus court apparaît quand
transcrit dans un extrait immunodéplété

le gène d'ARNtPhe est
en protéine La.

La protéine La est une protéine nucléaire très abondante (2.107 copies/cellule). Cette

abondance a été problématique car plusieurs déplétions succéssives ont été nécessaires

pour diminuer au maximum la quantité de protéine La contenue dans les extraits 5-100.

En pratique, trois immunodéplétions succéssives doivent être réalisées pour éliminer 987o

de la protéine. Après chaque tour d'immunodéplétion, la quantité de protéine La restant

dans les extraits est estimée par Western-blot (Fig.18). Entre chaque immunodéplétion,

un aliquot est prélevé pour transcrire le gène d'ARNlPhe (Fig.17). Les extraits traités avec

du sérum pré-immun sont notés PI, ceux traités avec le sérum immun sont notés o-La.Le

chiffre qui suit indique le nombre d'immunodéplétion réalisée avec le même extrait.

Au cours des déplétions, I'efficacité de transcription diminue (Fig. 17 comparez les pistes

c, h et k et les pistes e, i et m). Cette diminution du nombre de transcrits a d'ailleurs été

expliquée par d'autres groupes comme secondaire à la déplétion simultannée du facteur

de transcription TFIIIC. En ce qui nous concerne, cette hypothèse ne peut être confirmée.

En effet, les résultats obtenus avec le sérum pré-immun montrent que la diminution du

nombre de transcrits est indépendante de I'absence de La. Nous avons montré qu'en fait,

au cours de I'immunodéplétion, I'extrait se dilue. Cette dilution est intrinsbque au

protocole utilisé et nous avons estimé que I'activité d'un extrait immunodéplété 3 fois

correspond à 3O7o de I'activité d'un extrait non traité (données non montrées). Ces

résultats impliquent que les extraits o-Lal doivent être directement comparés avec les

extraits PIl, u-LaZ avecPIZ eto'-La3 avec PI3.

La transcription du plasmide pJ5 dans les extraits immunodéplétés est un outil de choix

pour tester I'hypothèse de Gottlieb et Steitz (51,52) selon laquelle la protéine La est

nécessaire à la synthèse des U terminaux. Rappelons que ce plasmide code I'ARNtPhe et

que dans des conditions normales de transcription,T1%o des transcrits (P2) se terminent

au signal de terminaison endogène alors que les 25Vo restants (Pl) se terminent au

deuxième signal. Pour vérifier I'hypothèse citée ci-dessus, on peut imaginer que lorsque

la protéine La devient limitante, la majorité des transcrits s'arrêtent avant le premier

signal de terminaison. Dans ce cas, les transcrits P2 devraient être synthétisés

prioritairement sur les transcrits P1 et le rapport PIIP2 devrait diminuer. Or comme le

montre la figure 17, les transcrits Pl sont toujours synthétisés et le rapport P1Æ2 n'est

jamais modifié même quand la quantité de protéine La est inférieure à 27o du taux
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initiale. On peut également remarquer qu'à chaque immunodéplétion, des formes matures

sont présentes aussi bien dans les extraits traités avec le sérum pré-immun (PI) que dans

ceux traités avec le sérum immun (o-La). Ces résultats confirment indirectement que des

transcrits normaux sont synthétisés dans les extraits déplétés en La et indiquent qu'ils

sont normalement maturés.

Par contre, il est intéressant de noter que la longueur des présurseurs synthétisés dans un

extrait déplété est très variable (Fig. 17 comparez les pistes c et e, g et i). Quand la

protéine La devient limitante par rapport au nombre de précurseurs synthétisés, les

transcrits P1 et P2 sont allongés ou raccourcis de façon hétérogène et un nouveau

transcrit plus court, Px, apparait (Fig. 17, piste i). L'addition de protéine recombinante

préalablement à la réaction de transcription dans les extraits déplétés restaure à la fois le

taux et la longueur des transcrits synthétisés (Fig. 17, comparcz les pistes g, h, i et j).
Cependant, en présence d'un excès de La, les transcrits Pla etP2a qui correspondent aux

formes précurseurs maturées à I'extrémité 5' s'accumulent. Tout se passe comme si la
liaison de La à I'extrémité 3' des précurseurs ralentissait le processus de maturation à

cette extrémité.

En conclusion, il semble que la diminution du taux de protéine La dans les extraits 5-100

influence peu la terminaison de la transcription, du moins selon I'hypothèse de départ.

Comment expliquer alors I'apparition de transcrits de tailles hétérogènes? Et surtout,

comment expliquer I'apparition du transcrit plus court qui ressemble à celui observé

lorsque le gène est transcrit dans un extrait pré-incubé avec un excès de pré-ARNt? En

regardant le devenir des ARNs P4 dans les différents extraits au cours des

immunodéplétions successives, il est étonnant de remarquer que dès la première

immunodéplétion, ces ARNs sont absents dans les extraits déficients en La. Or ces

molécules proviennent de la maturation 3' des ARNI précurseurs et correspondent à la

partie 3' terminale du transcrit primaire. Inversement, quand la protéine La est ajoutée à

l'extrait déplété,les ARNs P4 réapparaissent. Cette observation nous a conduit a émettre

I'hypothèse suivante: les transcrits synthétisés par Pol III se lient à la protéine La dès leur

relâchement et cette liaison est nécessaire pour protéger les ARNs des activités

enzymatiques telles que les nucléases ou les polymérases présentes dans I'extrait.
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Figure 18: western-blot des extraits s-100 progressivement déplétés.

1t+tÆ._extr-aits-NT, PIl, u,-Lal,Pr2, a-LaZ. pI3 et o'La3 sont chargés sur gel SDS-
P.AGE I2.5Vo. Après transfert des protéines sur membrane de nitrocelùlose, la-présence
de la protéilglu est estimée en inôubant la membrane avec des anticorps de hfin c-La
dilués au 1/250ème, puis avec une solution de protéine A-35S diluée aû tltOOôeme. La
membrane est autoradiographiée la nuit à tempéiature ambiante.
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Figure L7: Transcription du gène d'ARNtPh€ dans un extrait 5-100
progressivement déplété en protéine La par les anticorps de lapin cr-La.

l9lg_@_plasmide codant le gène 6'4111ri1Phe sont transcrits 2h à 20"C en présence d'oc-
3ZP-GTP, dans 10pl d'extrait 5-100 non traité (NT), ou incubé une fois avec le sérum
pré-immun_(Pl1) ou immun (a-Lal), ou incubé deux fois succéssives avec Ie sérum pré-
immun (PI2) ou immun (u-La?), ou trois fois succéssives avec le sérum pré-immun (PI3)
ou immun (cr-La3). Chaque réaction est réalisée en double. Les pistes a, c, e, g, i, k et m
correpondent aux transcriptions réalisées respectivement avec les extraits NT, PIl, g-
LaI, PIZ, a-Laz, PI3 et u-La3, tandis que les pistes b, d, f, h, j, I et n montrent les
produits de transcription réalisggs avec les mêmes extraits mais en présence de 500ng de
protéineJaa-recombinante purifiée. Les différents produits de transèription sont indiqués
pq qes flèches, le transcrit court Px par une étoile. Le gel est autoradi-ographié la nuii à -
70oC avec un écran SE8 (film X-AR).
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Lorsque la protéine La est limitante, certains transcrits sont rapidement pris en charge par

le système de maturation. C'est pourquoi, dans de tels extraits les formes matures

apparaissent plus rapidement (cf. ci-dessous). Dans I'hypothèse où ce système est

saturable, c'est à dire que les transcrits sont synthétisés plus vite qu'ils ne sont maturés,

les ARNt précurseurs qui ne sont pas protégés par leur liaison avec La et qui attendent

d'être maturés, servent de substrats à des enzymes telles que les nucléases (en particulier

les exonucléases qui digèrent dans le sens 3'-+5') qui raccourcissent les précurseurs ou les

poty(U) polymérases qui les allongent (Fig. 17, piste i). Selon ces hypothèses,

I'apparition du transcrit Px s'explique par une différence dans la cinétique de digestion de

I'ARN par I'exonucléase. En effet, compte tenu de la structure secondaire de I'ARNtPhe

précurseur (Fig. 19), I'activité de I'exonucléase est momentanément inhibée par la
structure en forme d'épingle à cheveux qui se situe immédiatement en amont de la
séquence de terminaison UUUU3'9H. C'est pourquoi, les ARNs digérés jusqu'à la base de

cette épingle s'accumulent transitoirement et génèrent le transcrit Px. Lorsque cette

structure se déstabilise, la nucléase complète rapidement la digestion de IARN.
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Figure 19: Structure secondaire du précurseur P2 du gène d'ARNtPhe.

Cette structure a été déterminée à partir du programme SECOND d'analyse des séquence
d'acides nucléiques de PC-Gene. Les tirets entre deux bases représentent les liaisons
hydrogènes A/T et C/G, les doubles points les liaisons G/U. Cette analyse montre la
présence d'une structure en forme d'épingle à cheveux juste en amont des résidus U
terminaux.
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Afin de vérifier cette hypothèse, une réaction de transcription utilisant 100p1 d'extrait S-

100 a été réalisée avec un extrait u-La2 et les produits de transcription ont été analysés

sur gel. Læs bandes correspondantes aux transcrits P2 et Px ont été excisées, et les ARNs

élués et séquencés par fingerprinting. Cette étude montre que les spots 24 et 25 qui
correspondent à la séquence CUUUUg'oH sont absents dans le transcrit Px (Fig. 2O et

2l). Cette expérience établit sans équivoque la nature du transcrit plus court Px, corlme
étant le précurseur de I'ARNtPhe, qui a perdu ses résidus U terminaux. L'absence de ces

résidus est difficilement explicable par une synthèse incomplète de I'ARN dans des

extraits déficients en protéine La, puisque d'autres transcrits de longueur normale ou plus

longs sont simultannément synthétisés. Il semble plus raisonnable d'expliquer I'apparition

de Px, par I'action d'une exonucléase qui digère progressivement P2 et Pl jusqu'à la base

de la structure secondaire décrite ci-dessus. D'ailleurs la transcription d'un gène

d'ARNtPhe muté dans la séquence terminale de sorte à inhiber la formation d'une

structure secondaire ne génère pas de transcrits similaires à Px dans les mêmes conditions

expérimentales.

Figure 20: Séquence nucléotidique des transcrits précurseurs du gène d'ARNtPhe et

produits de digestion à la RNase T1 du précurseur P2.

La séquence nucléotidique de la forme mature de I'ARNtPhe est soulignée (73nts), le site
d'initiation de la transcription est indiqué en position -7 et les séquences 3' non codantes
sont numérotées positivement. Les oligonucléotides issus de la digestion à la RNase T1
du précursearP2 sont désignés par les traits verticaux et chaque séquence particulière est
numérotée. [,es numéros sont identiques à ceux des spots radioactifs du fingerprint de la
ftgure2I.

Figure 21: tt"t"TfftKdesdigestions à la RNase T1 des produits de transcription
P2 et Px du gène d'ARNtPhe.

10Qpl d'extrait 5-100 sont immunodéplétés deux fois successives avec du sérum de lapin
o-La et 100ng de plasmide contenant Ie gène 6'41151Phe sont transcrits th30 à 2d"C
dans cet extrait en présence de 10pCi d'cr-32P-UTP. Les produits de transcription P2 et
Px sont isolés après séparation sur gel dénaturant IZVo poiyacrylamide-7M ufée et élués
du gel selon le protocole décrit dans matériels et méthodes. Ces produits sont ensuite
digérés 30mn ù 37"C avec 10U de RNase T1 dans une étuve saturée en eau et les
oligonucléotides issus de la digestion sont séparés dans deux dimension (taille et charge).
Après chromatographie sur couche mince, la plaque PEI est séchée à I'air libre, puis
exposée la nuit à -70"C avec un écran SE8 (film X-AR). La séquence nucléotidique des
spots radioactifs est indiquée dans la figure 2O par le même numéro. Les spots 24 et 25
sont absents dans Px.
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C: L'APPARITION DE PX ET LA TRANSCRIPTION PAR POI III
SONT DEUX EVENEMEMTS INDEPENDANTS.

Dans I'hypothèse où Px est issu d'une attaque nucléolytique plutôt que d'un arrêt précoce

de la transcription, ce transcrit doit apparaître indépendamment de la transcription par

Pol III. Pour cela, nous avons construit un plasmide codant le précurseur naturel P2 da

gène ARNtPhe sous controle du promoteur T7. Cet ARN TTPZ est transcrit par I'ARN T7

polymérase en présence |'a-3ZP-GTP et incubé 15, 30, 60 ou 120mn dans des extraits

PI3 ou o-La3 (Fig. 22). Les précurseurs incubés dans I'extrait PI3 sont normalement

procéssés et sont relativement stables même après 2h d'incubation à 20"C (Fig. 22, pistes

a, c, e, g et i). En présence d'un excès de La, la stabilité des précurseurs est augmentée

(comparez pistes i et j). Par contre, lorsque le précurseur TTPZ est incubé dans un extrait

déplété o.-La3, il est très rapidement dégradé ou allongé et le transcrit Px apparaît dès

15mn d'incubation (Fig. 22, pistes m, o et q). Par contre, I'ARN TTPZ est très stable s'il

est incubé 2h dans le tampon de réaction même en présence de la fraction purifiée de La

(Fig. 22, pistes u et v). Après 60mn et 120mn d'incubation, la majorité des transcrits

précurseurs est dégradée (Fig. 22, pistes q et s); il ne subsiste dans ces extraits que la

forme mature. On peut à nouveau remarquer que les précurseurs sont plus rapidement

maturés dans les extraits a-La3 que dans les extraits PI3, puisque les premières formes

matures apparaissent après 15mn d'incubation dans les premiers contre 30mn dans les

seconds (comparez les pistes c et m). Inversement, un excès de La favorise

I'accumulation des précurseurs maturés en 5' et semble diminuer la cinétique d'apparition

des transcrits matures.

Là encore, I'addition de la protéine La recombinante dans les deux types d'extraits,

simultanément à I'ARN T7P2 restaure le nombre de transcrits et la longueur initial de

cet ARN. Ces expériences confirment notre hypothèse quant à la protection des transcrits

T7P2 par la protéine La et montrent que la stabilité des ARNI précurseurs est fortement

réduite dans les extraits déplétés en La. De plus, toutes les catégories de transcrits (P2,

P2a,P3, Px) peuvent être obtenues en absence d'une transcription par Pol III. Autrement

dit, Px est issu d'un mécanisme indépendant de la transcription par Pol III tout comme

P2a et P3 sont issus de la maturation. Ces résultats suggèrent donc que Px n'est pas issu

d'un arrêt précoce de la transcription, mais correspond plutôt au produit d'une attaque

nucléolytique.
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Figure 22: Stâbilité du précurseur P2 dans un extrait PI3 ou o-La3.

Le. précurgeul {'ARNtPhe P2 est synthétisé in vitro par I'ARN T7 potymérase en
présence d'a-32P-GTP et 90 fmol de cet ARN sont incubé à 20'C dans des extraits S-100
traités trois fois successivement avec du sérum pré-immun (PI3, a à j) ou avec du sérum
q-La (a-La3, k à t). Dans certains cas, 50ûr1g de protéine La recombinante purifiée sont
ajoutés à la réaction (PI3: b, d, f, h et j. o-La3: l, h, p, r, et t). Un aliquot de la réaction
est prélevé avant I'incubation (a, b, k et l) ou après 15mn (c, d, m et n), 30mn (e, f, o et
p), 60mn (g, h, q et r) ou 120mn d'incubation (i, j, s et t). Les ARNs sont aussi incubés
120mn à 20"C dans du tampon 140ry\4 KCI en absence (u) ou en présence (v) de 500ng
de protéine La recombinante purifiée. Les formes pré-maturc P2a et mature P3 soirt
indiquées par des flèches, le transcrit plus court Px par une étoile. Les gels sont
autoradiographiés la nuit à -70"C avec un écran SE8 (film X-AR).
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D: LA PROTEINE LA EST.ELLE NECESSAIRE A LA SYNTHESE
DES RESIDUS URIDINES TERMINAUX?

Nous avons démontré précédemment que le transcrit Px ne contient pas les 4 résidus U

terminaux et que cet ARN est très sensible à I'action d'exonucléases dans des extraits

immunodéptétés en protéine La. It est possible d'obtenir ce transcrit indépendamment de

la transcription par Pol III, simplement en incubant cet ARN, préalablement transcrit par

I'ARN T7 polymérase, dans un extrait dépLété. La combinaison de ces résultats suggère

que I'absence des U terminaux ne résulte sans doute pas d'un arrêt prématuré de la

transcription. Cependant, aucune des expériences précédentes ne suffisent pour écarter

I'implication éventuelle de La dans la synthèse des U terminaux. Pour cela, il est

nécessaire de fractionner les extraits afin de séparer les activités transcriptionnelles et

nucléasiques contenues dans I'extrait. Dans ces conditions, la transcription du gène

d'ARNtPhe dans un extrait déplété et dépourvu de nucléases doit produire des transcrits

de longueur normale. Au contraire, si La est nécessaire à la synthèse des U finaux, de tels

extraits doivent synthétiser des transcrits plus courts de type Px.

De nombreuses colonnes chromatographiques ainsi que plusieurs conditions d'élution ont

été testées pour satisfaire la condition suivante: obtenir une fraction sans nucléase et

suffisamment active pour transcrire un gène de classe III. Ces expériences de

fractionnement ont été réalisées avec des extraits d'oocytes de xénope, simplement pour

des raisons quantitatives. Les oocytes, contrairement aux cultures de cellules permettent

de manipuler de grandes quantités de protéines, ce qui devient un avantage pour les

purifications chromatographiques.

Des colonnes échangeuses d'anions telles que DEAE Affi-Gel blue ou DEAE-Agarose

(Biorad) n'ont pas permis la séparation des activités transcriptionnelles et nucléasiques.

Avec ce type de support, les deux activités co-éluent de façon systématique.

Nous avons également essayé un fractionnement sur colonne échangeuse de cations

Biorex 70 (Biorad) utilisée couramment pour fractionner les facteurs de transcription de

Pol III chezlalevure. Pour ce type de colonne, plusieurs conditions de tampon d'élution

ont été testées: ces tampons contiennent soit du chlorure de potassium, soit de

I'ammonium sulfate. Cependant, les fractions éluées avec ce type de colonne n'ont jamais

été capables, seule ou en combinaison les unes aux autres, de transcrire un gène de classe

III. Le même résultat a été observé avec une colonne d'héparine sépharose (Pharmacia).
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Il est probable que la polymérase reste attachée tÈs fortement sur ce type de support.

Finalement, la seule colonne qui ait donné des résultats satisfaisants est une colonne
échangeuse cationique faible de phosphocellulose Pll (Wattmann). Lorsque la colonne

est équilibrée dans un tampon contenant 0.lM KCl, les fractions éluées respectivement à

0.35M et lM KCI contiennent I'activité nucléase et I'activité transcriptionnelle. Cette

dernière est cependant peu active comparée à celle de I'extrait non fractionnée. Cette

même résine équilibrée à 0.21M KCI a donné les meilleurs résultats à savoir, que dans

ces conditions, I'activité nucléase n'attache pas la colonne tandis que la fraction éluée à

lM KCI contient I'activité transcriptionnelle ainsi que I'activité RNase P (Fig. 23, pistes b
et c et g à n). Un V/estern-blot réalisé sur ces deux fractions montre que la protéine La est

répartie de façon équivalente entre la fraction 0.21M KCI et lM KCI (données non

montrées).

La fraction non retenue sur la colonne contient un inhibiteur de la transcription puisque

l'efficacité de transcription est plus faible quand celle-ci est mélangée à la fraction lM
(Fi9.23, comparez piste b et d). Peut-être est ce pour cela que la fraction éluée à lM est

beaucoup plus active en transcription que I'extrait initial (comparez piste e avec b et c).

Les produits P4 issus de la maturation des ARNt précurseurs sont stables grâce à

I'absence de la nucléase. Les bandes multiples correspondant aux ARNs P4 représentent

des ARNs dont la longueur est modifiée d'un nucléotides à chaque fois mais qui résulte

d'une addition d'extranucléotides par Pol III et non d'une dégradation en 3'. L'incubation

des transcrLts T7P2 et TTPZa dans chacune des fractions montre que I'exonucléase

responsable de la dégradation des précurseurs en 3' co-élue avec la fraction à 0.21M KCI
(cf piste k), tandis qu'une autre exonucléase qui digèrent probablement le transcrit dans le

sens 5'-+3' co-élue avec la fraction à lM KCI (cf piste h). Cette expérience montre

également que chez le xénope, la maturation des ARNt précurseurs se fait dans un ordre

déterminé (cf piste g et k), à savoir que I'ARN doit d'abord être maturé à son extrémité 5'

par la RNAse P avant d'être modifié en 3' par une endonucléase, étape nécessaire à

I'addition du CCA terminal.

Nous avons par la suite vérifié que la stabilité d'un transcrit T7P2 incubé dans une

fraction lM KCI dépIété en protéine La est identique à celle d'un transcrit incubé dans

une fraction non déplétée. Le gène d'[ft\{1Phe a également été transcrit dans la fraction

lM déplétée en La. La réaction génère des produits précurseurs de longueur normale et

en quantité équivalente, en comparaison avec une fraction non-déplétée (résultats non

montrés). Cependant, les extraits oocytaires étant riches en protéine La, même après
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fractionnement chromatographique, nous avons estimé qu'environ 5Vo de protéine La
demeure dans la fraction lM après immunodéplétion. Plusieurs tentatives se sont révélées

infructueuses pour éliminer ces 5.7o restants. Une autre stratégie a donc été envisagée.

Elle consiste à utiliser des extraits somatiques moins riches en protéines et par

conséquent plus facile à immunodépléter.

Des réactions de transcription ont été réalisées pendant 5mn. Ce temps a été choisi sur la
base de deux critères:

i) être suffisammant long pour transcrire assez de précurseurs analysables sur un gel.

ii) être suffisammant court pour ne pas observer la dégradation des précurseurs par les

nucléases.

Ces expériences ont montrées qu'il est peu probable que La intervienne dans la synthèse

des U terminaux pour les raisons suivantes. D'abord parce que le nombre de précurseurs

synthétisés dans les deux types d'extraits est identique et que la longueur des précurseurs

synthétisés dans les extraits déplétés en La est normale. Enfin parce que le rapport P2tPl
reste inchangé, quelque soit I'extrait (résultats non montrés).
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Tlgure 23: Séparation des activités transcriptionnelles et nucléasiques de l'extrait S-
1s0.
Les fractions éluées à0.21M KCI et lM KCI de lacolonne de phosphocellulose P-11
sont testées pour leur capacité à transcrire le gène d'ARNlPhe (a à-d) ou à contenir
I'activité 3' exonucléase (g à n). l0ng de plasmide sont transcrits 2h à2O"C dans 5pl de
fraction 0.21M KCI (a), 5pl de fraction lM KCI (b), 10pl de fraction lM KCI (c), 5'pl de
fraction 0.21M KCI complémentée avec 5pl de fraction lM KCI (d), 5pl d'extrait 5-150
avant fractionnement sur la colonne P-11 (e), et dansl0pl d'extrait S-100 (0.
Læs précurseurs P2 etP2a sont synthétisés in vitro par I'ARN T7 polymérase en présence
d'cr-32P-GTP. 90 fmol de chaqrie ARN sont incuËées 2h à, 20"Ô dâns l0pl de^fraction
0.21M KCI (g et k), 10pl de fraction lM KCI (h et l), 10pl d'extrait 5-150 avant
fractionnement sur la colonne P-l1 (i et m) ou dans du tampon 140mM KCI (j et n).
Tous les ARNs sont analysés sur un gel dénaturant l2%o polyacrylamide-7M urée et le
gel est autoradiographié la nuit à -70'C avec un éqan SE8 (film X-AR). Les différentes
formes d'ARN sont indiquées par des flèches (Pl à P3) ou par des crochets (P4).
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E: I,A PROTEINE I-a EST.ELLE NECESSAIRE POUR
REIA,CHER UN TRIINSCRIT SYNTHETISE PAR POL NI?

Le modèle de Gottlieb et Steitz (52) proposé en 1989 suggère que non seulement la
protéine La est nécessaire pour compléter la synthèse des transcrits, mais qu'elle est aussi

nécessaire à leur relâchement. Nous avons vu précédemment que la protéine La de

xénope ne semble pas être requise pour synthétiser les résidus U terminaux. Mais qu'en

est-il concernant la fonction de relâchement du transcrit naissant? Rappelons que la
terminaison de la transcription implique deux évènements successifs: I'arrêt de la
synthèse de la chaîne ARN et le relâchement de cet ARN. Si la protéine La est impliquée

dans cette dernière étape, alors elle peut être considérée comme un facteur de terminaison

de la transcription par Pol III.

Pour tester cette hypothèse, nous avons utilisé la capaciæ de I'héparine à inhiber les

évènements de réinitiation de la transcription (71). L'héparine est un polyanion souvent

utilisé pour purifer des facteurs de transcription. Son effet inhibiteur s'explique par la
séquestration probable des composants de la machinerie transcriptionnelle. Si la protéine

La est un facteur de relâchement, le nombre de transcrits synthétisés dans un extrait

déptété enLa en absence d'héparine doit correspondre au nombre de transcrits synthétisés

en un tour de transcription. En effet, si les ARNs naissants ne peuvent être relâchés du

complexe de transcription, faute de protéine La, alors la polymérase n'est pas recyclée.

Au contraire, elle reste bloquée avec le complexe de transcription. En comparant le

nombre de transcrits synthétisés dans un extrait déplété en La, en présence ou en absence

d'héparine, nous devrions déterminer si La est réellement un facteur de relâchement. Pour

réaliser ces expériences de simple ou multiples tours de transcription, nous avons utilisé

des extraits 5-100 passés sur des colonnes de séphadex G-50 afin d'éliminer les

nucléotides triphosphates endogènes. Nous avons également construit un nouveau

plasmide contenant le gène codant I'ARNtPhe, mais dont la séquence 5' a été modifiée de

sorte que le premier résidu U transcrit s'incorpore en position +14. Cette mutation a été

réalisée dans le but d'observer un transcrit court de 13nts dans la phase de pré-élongation.

Cette étape s'effectue en présence d'héparine (= simple tour) et des triphosphates ATP,

CTP et GTP. L'ARN doit servir de contrôle interne pour affirmer qu'un seul tour de

transcription s'est réellement effectué. Cependant, cet ARN fut toujours très difficilement

détectable, essentiellement pour deux raisons. La première concerne la stabilité du

complexe ternaire; en effet, tI a été, mentionné que la longueur minimale de I'ARN doit

être égale à 17nts pour que le complexe ARN/ADN/PoI III soit stable. Si I'ARN se
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détache du complexe, alors il est rapidement dégradé par les nucléases contenus dans

I'extrait. La deuxième raison est inhérente à I'extrait 5-100 qui contient toute une

panoplie de protéines, y compris les enzymes qui convertissent le CTP en UTP. C'est

pourquoi, nous avons le plus souvent observé des produits de transcription dont la taille

est supérieure à 13nts (résultats non montrés). La seule situation où nous avons pu

observé ce transcrit de 13nts pendant la phase de pré-élongation nécessite la présence de

3'dUTP qui bloque I'incorporation ultérieure de NTP et qui peut-être protège I'ARN des

exonucléases dans le cas où il se libère du complexe ternaire (résultats non montrés).

Pour nous convaincre qu'en présence d'héparine un seul tour de transcription s'effectue,

nous avons changé de stratégie puisque la présence simultannée du 3'dUTP empêche la

phase d'élongation.

Nous avons donc réalisé une cinétique de transcription avec des extraits PI5 et u-La5 en

prélevant des aliquots de la réaction effectuée en présence d'héparine aux temps 30sec,

2mn et 5mn (Fig. 248, pistes a, b et c). Le gel séché et analysé au Phosphorimager a

permis la quantification des transcits Pl et P2 (Fig. 25). En présence d'héparine, le

nombre de transcrits P2 se stabilise entre 30s et 2mn alors que le nombre de transcrits Pl

augmente progressivement, comme si la vitesse de transcription des complexes engagés

dans la synthèse d'un transcrit Pl était moins rapide que celle des complexes qui

synthétisentPz. Ace titre, on peut remarquer que dans le cas des extraits PI5, le taux de

précurseurs P2 diminue entre 2mn et 5mn, alors que celui des précurseurs Pl augmente,

suggérant qu'un certain nombre de complexes se pausent momentanément au signal T4

pour ne terminer la synthèse qu'au signal Tl5. Le nombre total de transcrits tendant à se

stabiliser, nous considérons qu'en présence d'héparine un seul tour de transcription est

effectué. Dans I'espace de 5mn, les extraits PI5 et cr-La5 ont synthétisés un nombre

équivalents de transcrits à savoir respectivement 1.07 et 1.13 fmoles d'ARN représentant

33-35Vo de matrices ADN compétentes. Dans ces conditions, I'addition simultanée des

NTPs et de protéine La recombinante ne modifie pas le profil de transcription (Fig. 248,

comparez les pistes c et e). Par contre, elle permet I'immunoprécipitation des précurseurs

synthétisés dans les extraits c-La5 (Fig.24B, comparez les pistes d et f et Fig. 26).1-'e'

fait d'obtcnir dans les extraits a-La5 des précurseurs de longueur normale qui ne sont pas

immunoprécipités par les anticorps cr-La renforce I'idée que la protéine La de xénope

n'est pas nécessaire à la synthèse des U terminaux (Fig. 248, piste d). De plus, ce résultat

indique que la protéine La détectée en Western-blot dans les extraits u-Lal (moins de

IVo du taux initial) et qui ne peut être éliminée par des immunodéplétions

supplémentaires, n'est probablement pas fonctionnelle (Fig. 2aA).
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Rappelons que si la protéine La est nécessaire au relâchement du transcrit naissant, une

réaction de transcription effectuée dans un extrait o"-Lal en absence d'héparine (=
plusieurs tours de transcription) doit produire le même nombre de transcrits que celui
obtenu avec un seul tour de transcription. Pour vérifier cette hypothèse, les mêmes

expériences que précédemment ont été réalisées avec des extraits PI5 et u-La5 dans des

conditions qui permettent les évènements de réinitiation, c'est à dire en absence

d'héparine (Fig. 248 et 27 /t). La quantité de transcrits synthétisés dans ces extraits est là
encore similaire puisque 30.83 fmoles d'ARN sont produites dans les extraits PI5 contre

28.82 fmoles d'ARN dans les extraits cr-La5. Ces valeurs correspondent à une

augmentation du nombre de transcrits d'un facteur compris entte 24 et 29 si I'on compare

un tour et plusieurs tours de transcription (Fig. 278). Alors qu'environ 30Vo des

précurseurs synthétisés dans I'extrait PI5 sont liés à la protéine La endogène, ceux

synthétisés dans I'extrait a-La5 ne le sont qu'après addition de la protéine recombinante.

De plus, I'addition de protéine La dans les extraits PI5 ou o-La5 n'augmente pas le
nombre de transcrits synthétisés (Fig. 24B,comparez les pistes i et j).

L'ensemble de ces résultats montre qu'un extrait déplété, en protéine La est capable

d'effectuer plusieurs tours de transcription au même titre qu'un extrait normal suggérant

que La n'est pas un facteur de relâchement des transcrits synthétisés par,Pol III.

rlrl
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Figure 24: Comparaison du nombre de transcrits synthétisés en un tour ou en

plusieurs tours de transcription dans des extraits déplétés en protéine La.

24A: Western-blot pour estimer la quantité de La dans 3pl d'extrait 5-100 non traités
(NT), dans 3pl d'extrait 5-100 traités 5 fois successivement avec du sérum pré-immun
(PI5) ou dans 3pl d'extrait 5-100 traités 5 fois successivement avec du sérum immun cr-
La (c-Lal). En comparaison, l'équivalent de 107o, SVo ou IVo de 3pl d'extrait S-100 non
traités ont été chargé sur le gel I2.5Vo SDS-polyacrylamide. Après transfert des protéines
sur membrane de nylon, cette dernière est incubée avec des anticorps de lapin a-La
dilués au 1/250ème, puis avec anticorps de chèvre anti-lapin dilué au 1/10000ème, et
enfin avec un substrat chemiluminescent AMPPD dilué au 1/100ème. La membrane est
autoradiographiée 2mn à température ambiante.

248:40Ù1tl d'extraits S-100 sont passés sur une mini-colonne de séphadex G-50 et traités
5 fois successivement avec du sérum pré-immun (PI5) ou immun a-La (cr-La5), puis
concentrés jusqu'à 100p1 par ultrafiltration. I-es complexes de transcription sont formés
en incubani tSÔmn à 2Ô'i, 10pl d'extrait et 1O4g ae plasmide codant le gène 6'4111r11Phe

dans 20pl final en présence d'ATP et de MgCl2. Après cel,Le incubation, 5Ûqg de
précurseurs d'ARNt P2 synthétisé par I'ARN T7 polymérase sont ajoutés pour mobiliser
la protéine La endogène résistante à I'immunodéplétion. En même temps est ajouté un
méiange contenant lËs sels, le MgCl2, les nucléotides dont I'cr-32P-GTP nécessâires à la
transcription (a à l).
a à f: 300pg/ml final d'héparine sont ajoutés pour réaliser un tour de transcription.
e, f, k et l: réactions réalisées en présence de 500t1g de protéine La recombinante purifiée
(+ La).
Les réactions sont arrétées par un excès d'EDTA ajouté après 30s (a, g), 2mn (b, h) ou
5mn (c à I i à l) d'élongation. Pour les réactions réalisées en présence de La
recombinante, 5OVo de la réaction est directement chargé sur le gel et 5OVo est soumis à
une immunoprécipitation avec des anticorps de lapin o-La pendant th à 4'C (IPP). Les
ARNs immunoprécipités ainsi que les produits de transcription sont analysés sur gel
dénaturant I2Vi polyacrylamide-7M urée. Le gel est fixé, séché et autoradiographié la
nuit à -70'C avec un écran SE8 (film X-AR). Le gel est également analysé par
densitométrie et les résultats de cette analyse sont regroupés dans les figures 25 à27.
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Figure 25: Synthèse des précurseurs Pl- etP} dans un simple tour de transcription.

Le gel décrit dans la figure 24 aété analysé au phosphorimager et l'intensité des bandes
correspondant aux transcrits précurseurs a été déterminée. Ainsi, le nombre de transcritsPl et PZ synthétisés en un tour de transcription dans des extraits traités 5 fois
successivement avec du sérum pré-immun (PI5) ou immun g-La (a-La5) a pu être
estimé. Les graphiques reportent le taux de synthèse des ARNs Pl etP2 séparémeirt ainsi
que lg taux de synthèse global (P1+P2) dans des extraits non déplétés (PI5)- ou déplété en
protéine La (u-La5) en fonction du temps de transcription (0.5mn,2mn et 5mn).
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Figure 26: Estimation du nombre de précurseurs liés à la protéine La, synthétisés
dans un tour ou plusieurs tours de transcription.

Le gel décrit dans la figure 24 a été analysé au phosphorimager et I'intensité des bandes
correspondant aux transcrits précurseurs a été déterminée. Le nombre de transcrits Pl et
P2 synthétisés et liés à la protéine La dans des extraits traités 5 fois successivement avec
du sérum pré-immun (PI5) ou immun u-La (cr-La5) a pu être estimé par
immunoprécipitation avec des anticorps de lapin u-La. Les histogrammes comparenf le
nombre total de précurseurs (P1+P2) synthétisés dans un tour de transcription (graphe du
haut) ou dans plusieurs tours de transcription (graphe du bas) avec la quantité de
transcrits liés à la protéine La (IPP). Cette comparaison est réalisée avec des extraits PI5
et a-La5 décrits ci-dessus. La même analyse est effectuée avec des extraits auxquels
500,rlg de protéine La recombinante purifiée sont ajoutés en début de réaction (PISlLa,
u-La1+La). La quantité de transcrits synthétsés est déterminée après 5mn de
transcription.
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Figure 27: C-omparaison du nombre d'ARNs synthétisés dans un extrait déplété ou
non en protéine La pendant un tour ou plusieurs tours de transcription.

Le gel décrit dans la figure 24 a été analysé au phosphorimager et I'intensité des bandes
correspondant aux transcrits précurseurs a été déterminée pour estimer le nombre de
transcrits Pl et P2 synthétisés dans des extraits traités 5 fois successivement avec du
sérum pré-immun (PI5) ou immun a-La (o-La5).

27A quantité de transcrits synthétisés après 0.5mn,Zmn ou 5mn de transcription à 20'C
dans un extrait non déplété au cours d'un cycle de transcription (PI5+Hép.) ou de
plusieurs cycles de transcription (PIS-Hép.) et dans un extrait dêplété en protéine La au
cours d'un cycle de transcription (cr-La5+Hép.) ou de plusieurs cycles de transcription
(o-La5-Hép.).

278: Comparaison du nombre de fentomoles de transcrits synthétisés dans un extrait PI5
ou cr-La5 àprès 5mn de transcription en permettant (sans héparine) ou en inhibant (avec
héparine) les évènements de réinitiation.
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Afin de confirmer ce dernier résultat, des expériences de transcription dans les extraits

PI5 et ou-Lal ont été réalisées en utilisant une matrice ADN biotinylée à une extrémité et

immobilisée sur des billes magnétiques de streptavidine. Dans le cas où la protéine La est

réellement nécessaire au relâchement du transcrit, seuls les extraits non déplétés seront

capables de relâcher les précurseurs. Ces derniers doivent par conséquent être présents

dans le surnageant des extraits PI5. Au contraire, transcrits dans un extrait cr-La5, ils

doivent rester accrochés sur les billes.

Nous avons vérifré par Western-blot que les extraits o-La5 sont suffisamment déplétés en

protéine La puisqu'ils contiennent moins de IVo de la concentration initiale de La (Fig.

28A). Les complexes de pré-initiation ont été formés en incubant le gène d'fift[rJlPhe

immobilisé avec I'extrait en présence d'ATP et de MgCl2 deux heures à température

ambiante. Dans un premier temps, nous avons réalisés les réactions sans rinçage

préalable des complexes de pré-initiation en ajoutant les NTPs dont I'a-32P-GTP. En

effet, nous avons observé qu'un rinçage à 200mM KCI diminuait I'efficacité de

transcription d'environ 307o, probablement en déstabilisant les complexes de pré-

initiation (Fig. 288, comparez les pistes a et e). Cependant, en absence de rinçage, une

faible proportion de précurseurs synthétisés dans les extraits cr-La5 sont

immunoprécipités par les anticorps o-La, indiquant que la protéine endogène restante est

fonctionnelle (Fig. 288, pistes j et k). Nous avons donc procédé à un rinçage des

complexes préformés, mais en utilisant un tampon contenant seulement 70mM KCl. Ces

expériences ont montré que les extraits PI5 et cr-La5 se comportent de façon identique

quant au relâchement des précurseurs (Fig. 288, comparcz e-h et m-p) à savoir que la

majorité des ARNs (plus de 907o) sont présents dans le surnageant c'est à dire dans la

fraction relâchée. Si les complexes de pré-initiation formés dans un extrait cr-La5 sont

rincés avec du tampon de transcription avant I'addition des nucléotides, alors les

précurseurs relâchés dans le surnageant ne sont plus immunoprécipitables par les

anticorps o-La (Fig. 288, pistes n et o). On peut remarquer que le surnageant des extraits

o-La5 contient des formes matures d'ARNt. Ce résultat peut s'expliquer par un rinçage

insuffisant des complexes. En effet, s'il demeure une activité de maturation résiduelle

dans ces extraits, les précurseurs qui ne peuvent être liés à La sont plus sensibles à

I'action de ces enzymes en compffaison avec les précurseurs synthétisés dans les extraits

PI5.

Ces résultats indiquent que la protéine La de xénope n'est pas nécessaire au relâchement

du transcrit.
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Figure 28: Tanscription du gène d'ARNtPhe immobilisé sur des bitles magnétiques.

28A: Western-blot pour estimer la quantité de La dans ZpL d'extrait 5-100 non
traités(NT), dans 2pi d'extrait 5-100 traités 4 fois successivement avec du sérum.pré-
immun (PI) ou dans 2pl d'extrait 5-100 traités 4 fois successivement avec du sérum
immun a-La (a-La). En comparaison, l'équivalent de LOVo,57o ou l7o de 2pl d'extrait S-
100 non traités a été chargé iur le gel l2.5%o SDS-polyacrylamide. Après transfert des
protéines sur membrane dè nylon, cette dernière est incubée avec des anticorps de^lapin
a-Ladilués au 1/250ème, puis avec anticorps de chèvre anti-lapin dilué au 1/10000ème,
et enfin avec un substrat chemiluminescent AMPPD dilué au 1/100ème. La membrane
est autoradiographiée 2mn à température ambiante.

288: 300p1 d'extrait 5-100 contenant 300pg/ml de BSA sont traités 4 fois successives

avec du sérum pré-immun (PI) ou avec du sérum immun o-La (cr-La), puis concentrés

jusqu'à 100p1 final. Pour chaque réaction, l'équivalent de 15pl de suspension de billes

contenan[ le gène 6'4p1q1Phe immobilisé est incubé avec 10pl d'cxtrait dans 20pl final

d'un tampon contenant 3.5mM MgClZ et 400pM ATP et soumis à rotation 120mn à RTC

pour former les complexes de transcription. +R indique qu'après cette incubation, les

cornplexes sont rincés avec 300p1 de tampon 70mM KCl,20mM Hépès-KOHpH7.9,

5mM MgCl2, lÙVo glycérol, et 2sÛpglrnl BSA. Lorsque les complexes sont formés, un

mélange réactionnel apportant l'énergie (créatine phosphate, rNTPs), les sels etl'a-3ZP-
GTP est ajouté pour permettre la transcription. Après th d'incubation à 20"C, sont

analysés les ARNs contenus dans une réaction totale (T), ceux présents dans le
surnageant (S) ou ceux qui restent fixés aux billes (P). Les ARNs contenus dans le

sumageant sont immunoprécipités par des anticorps de lapin a-La (Im) et I'ensemble des

ARNs est extrait au phénol, précipités et chargés sur un gel dénaturant I2Vo

polyacrylamide-7M urée.
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Figure 28: Tanscription du gène d'ARNtPhe immobilisé sur des billes magnétiques.

28A: Western-blot pour estimer la quantité de La dans 2pl d'extrait 5-100 non
traités(NT), dans 2pl {'e1{ait 5-100 traités 4 fois successivement avec du sérum pré-
immun (PI) ou dans 2pl d'extrait 5-100 traités 4 fois successivement avec du séium
immun u-La (u-La). En comparaison, l'équivalent de IÙVo, SVo ou l%o de 2pl d'extrait S-
100 non traités a été chargé sur le gel L2.57o SDS-polyacrylamide. Après transfert des
protéines qur mem!1ane de nylon, cette dernière est incubée avec des anticorps de lapin
oc-La dilués au 1/250ème, puis avec anticorps de chèvre anti-lapin dilué au 1/10000ème,
et enfin avec un substrat chemiluminescent AMPPD dilué au 1/100ème. La membrane
est autoradiographiée 2mn à température ambiante.

288: 300p1 d'extrait 5-100 contenant 300pg/rnl de BSA sont traités 4 fois successives
avec du sérum pré-immun (PI) ou avec du sérum immun u-La (o-La), puis concentrés
jusqu'à l00pl final. Pour chaque réaction, l'équivalent de 15pl de suspension de billes
contenant le gène d'ARNtPhe immobilisé est incubé avec 10pl d'extrait dans 20prl finat
d'un tampon contenant 3.5mM MgCl2 et 400pM ATP et soumis à rotation 120mn à RTC
pour former les complexes de transcription. +R indique qu'après cette incubation, les
complexes sont rincés avec 300p1 de tampon 70mM KCl, 20mM Hépès-KOH pH7.9,
5mM MgClZ, lÙVo glycérol, et 2501tglml BSA. Lorsque les complexes sont formés, un
mélange réactionnel apportant l'énergie (créatine phosphate, rNTPs), les sels etl'u-32P-
GTP est ajouté pour permettre la transcription. Après th d'incubation à 20oC, sont
analysés les ARNs contenus dans une réaction totale (T), ceux présents dans le
surnageant (S) ou ceux qui restent fixés aux billes (P). Les ARNs contenus dans le
surnageant sont immunoprécipités par des anticorps de lapin cr-La (Im) et I'ensemble des
ARNs est extrait au phénol, précipités et chargés sur un gel dénaturant l27o
polyacrylamide-7M urée.
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PARTIB 2: I'A PROTBINE I^A DE SACCHAROMYCES
CEREVISIAE
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A: UNE PROTEINE QUI LIE PREFERENTIELLEMENT UN
TRANSCRIT DONT L'EXTREMITE 3' SE TERMINE PAR LA
SEOUENCE UUUU(OH) TXTSILE CHEZ S. CEREYISIA^B.

Nous avons montré dans la section précédente que la protéine La de xénope n'intervient

pas dans les processus de terminaison de la transcription par Pol III, du moins comme I'a

suggéré un précédent modèle. Rappelons que ce modèle proposait que La était nécessaire

à la fois à la synthèse des U terminaux et au relâchement du transcrit naissant. Désormais

la question reste ouverte quant à la fonction de la protéine La. Il existe peu d'évidence

aujourd'hui pour impliquer cette protéine dans la synthèse des transcrits Pol IlI. Qu'en
est-il de la maturation des transcrits ou de leur transport nucléocytoplasmique? En fait,
peu de données existent dans la littérature qui reflètent l'étude de I'implication de La dans

ces mécanismes. Les systèmes d'étude in vitro tels que les extraits cellulaires ou in vivo

tels que les microinjections dans les oocytes de xénope ne correspondent pas forcément à

des méthodes de choix. Par contre la levure représente un système extrêmement puissant

car il permet la réalisation d'études aussi bien génétiques que biochimiques. A ce titre, il
devient un organisme de choix non seulement pour I'isolement de nouveaux gènes mais

aussi pour l'étude fonctionnelle des produits des gènes. C'est pourquoi nous nous sommes

intéressé à savoir si un homologue de la protéine La, qui est relativement bien conservée

des protozoaires jusqu'à I'homme, existe aussi chez la levure S. cerevisiae. Élusieurs

études ont déjà été réalisées dans cet objectif, mais elles n'ont jamais permis

I'identification d'une telle protéine. En particulier, il n'a jamais été possible de détecter

une réaction croisée entre la protéine La humaine et un homologue chez la levure. Une

comparaison de séquences protéiques entre trois protéines La issues d'organismes

différents montre que la protéine de xénope est plus distante des protéines humaine ou

bovine que ne le sont ces deux dernières protéines entre elles (176). A titre d'indications,

la protéine La humaine est homologue à 96Vo avec la protéine bovine tandis que la

protéine de xénope présente une homologie de 75Vo et 74Vo, rcspectivement avec les

protéines humaine et bovine. Nous avons tenté de tirer avantage de cette observation en

testant les séra polyclonaux de lapin a-La dirigés contre la protéine de xénope, I'idée

étant la suivante: puisque la protéine La de xénope est moins homologue que les autres

protéines La entre elles, alors peut-on espérer qu'elle partage un ou plusieurs épitopes

antigéniques avec la protéine La de levure?

Pour tester cette hypothèse, un extrait protéique préparé à partir d'une souche déficiente

en protéases (8J2168) a été incubé avec les précurseurs d'ARNL UUUUçouy et

13-5



GAUClou; décrits dans la partie 1. Les particules ribonucléoprotéiques ont ensuite été

immunoprécipitées avec les quatres séra cr-La disponibles ainsi qu'avec le sérum pré-

immun. Après extraction phénolique, la nature des ARNs immunoprécipités a été

analysée par électrophorèse sur un gel dénaturant 6Vo polyacrylamide-7M urée (Fig. 29).

Ces expériences montrent que tous les séra o-La précipitent préférentiellement le

transcrit UUUUIOH1 contrairement au sérum pré-immun qui ne précipite aucun

précurseurs (Fig. 29, pistes I à 5). Cependant, les séra u-La 78 et 79 fournissent un

signal beaucoup plus important que les séra a-La74 et 75 (Fig. 29, comparez les pistes 1

et 2 avec 3 et 4). De même, lorsque la protéine La de I'extrait 5-100 est

immunoprécipitée par les différents séra, on peut remarquer que les séra a-La74 et75

sont moins réactifs que les séra o-La 78 et 79 (Fig. 29, pistes 6 à 8) indiquant que les

titres en anticorps sont plus faibles pour les séra cr-La 74 et75 que ceux des séra a-La78

et 79 ou que les déterminants antigéniques reconnus par les séra cr-La 74 et 75 sont

moins bien exposés que ceux reconnus par les séra o-La78 et79. Lorsque la BSA est

utilisée en remplacement des extraits protéiques aucun précurseurs n'est précipité. Ces

résultats indiquent que les anticorps a-La dirigés contre la protéine La de xénope

reconnaissent dans I'extrait protéique de levure S. cerevisiae une protéine qui se

caractérise cofirme étant I'homologue fonctionnette d9 la protéine La, c'est à dire capable

de lier de façon préférentielle un ARN qui se termine par la séquence UUUU(OS) .
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Figure 29: Immunoprécipitation par les anticorps a-La dirigés contre Ia protéine de
xénope d'une protéine ile S.cerevisiae capable de lier spécifïquement un ARN qui se
termine par la séquence UUUU(oID.

6pl d'extrait protéique de levure S.cerevisiae (B12168) et 3pl d'extrait S-100 sont incubés
30mn à 0"C avec 100000cpm de chaque ARN précurseur UUUU(OH) et GAUC(OH).
Dans les pistes 9 à 11, la BSA remplace les extraits protéiques. Les complexes RNP sont
immunoprécipités th à 4"C avec les anti-séra de lapin dirigés contré la protéine de
xénope (u-La'74,75,78 et79), ainsi qu'avec le sérumpré-immun (PI75). Iæs ARNs
immunoprécipités sont analysés sur un gel dénaturant 6.8Vo polyactylamide-7M urée. Le
gel est autoradiographié la nuit à -70'C avec un écran SE8.
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B: CLONAGE DU GENE YLA1 CODANT LA PROTEINE La DE
SAC CHARO MYCE S CEREVISIAE.

Le fait de posséder des anticorps capables de reconnaître en solution une protéine qui
présente les mêmes propriétés que la protéine La équivaut à posséder un outil essentiel

pour cloner le gène codant la protéine LaY. Cette méthode de clonage implique de

transformer des bactéries avec une banque génomique d'expression où les fragments

génomiques sont insérés dans I'ADN du phage À pour produire les protéines associées à

ces fragments. Chez S.cerevisiae, moins de IÙVo des gènes contiennent des introns, c'est

pourquoi, une banque génomique a été utilisée. La banque a été gracieusement offerte

par le Dr G. Pavaracini (Glaxo, Genève). Les protéines ainsi produites par E.coli sont

transférées sur des filtres de nitrocellulose et soumises à un Western-blot pour révéler la
présence de la protéine d'intérêt. Dans un premier temps, nous avons testé la réactivité

des séra oc-La en Western-blot car il peut arriver qu'un sérum reconnaisse une protéine

sous sa forme native (en solution) mais pas sous sa forme dénaturée (après migration sur

gel SDS et transfert sur membrane de nitrocellulose). Cette série d'expériences a montré

que seul le sérum a-La75 donne un signal spécifique puisqu'il reconnaît principalement

une protéine de poids moléculaire légèrement supérieur à celui de la protéine La de

xénope (Fig. 30, pistes 4 à 6), alors que le sérum pré-immun ne reconnaît, aucune

protéine (Fig. 30, pistes I à 3). Le criblage de la banque génomique a donc été réalisé

avec le sérum u-La 75 mais au deuxième criblage nous nous sommes aperçu que les

résultats étaient inexploitables compte tenu de I'importance du bruit de fond. En effet, la

protéine La ayant servie à immuniser les lapins a été produites par E.coli. Par

conséquent, le sérum a-La75 contient également, outre les anticorps contre la protéine

La, d'autres anticorps dirigés contre des protéines d'E.coli. Malgré I'utilisation dans la

solution d'hybridation d'un extrait d'E.coli pour saturer ces anticorps non spécifiques,

nous n'avons pas réussi à obtenir de signal exploitable. La seule possibilité, sans doute,

était I'immunopurification du sérum sur une colonne portant la protéine La issue d'un

extrait 5-100. La quantité d'antigène devant être utilisée pour ce genre de méthode étant

très importante, nous avons choisi une autre approche.
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Figure 30: Western-blot d'un extrait de levure avec le sérum rr -La7S.

2pl d'extrait 5-100 (6mg/ml de protéines, pistes I et 4), 5pl d'extrait de levure B12168
(5mg/ml de protéines, pistes 2 et 5) et 10pl d'extrait de levure 8J2168 (pistes 3 et 6) sont
chargés sur un gel SDS-PAGE 12.57o, ftanslérés sur membranes de nylon et hybridés
avec le sérum pré-immun PI75 (pistes 1 à 3) ou immun u-La75 (pistes 4 à 6). La liaison
antigène-anticorps est révélee par hybridaton avec un anticorps de chèvre anti-lapin
marqué à la phosphatase alcaline dilué au 1/10000ème, puis par incubation 15mn à37"C
avec le substrat chemiluminescent AMPPD dilué au 1/100ème. La membrane est exposée
2mn à température ambiante avec un film X-AR.
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Cette approche consiste à surexprimet in ylyo, dans ^S. cerevisiae, la protéine La
hétérologue de xénope dans I'espoir de déstabiliser l'équilibre interne de la levure et par

conséquent d'observer une différence phénotypique avec la souche sauvage. Pour cela, la
souche FY104 a été transformée avec un plasmide 2p portant le marqueur de sélection

URA et codant la protéine La de xénope (LaWT) sous le contrôle d'un promoteur

inductible au galactose. Une deuxième construction codant pour la protéine La non

fonctionnelle (LaÂ106-184) et qui correspond à une délétion interne de la région RNP1,

a également été introduite dans la souche FY104. Aucun phénotype particulier n'a été

observé sur milieu riche entre les cellules exprimant la protéine La hétérologue et les

cellules transformées avec le vecteur seul ou non transformées. Nous avons vérifié par

IVestern-blot la validité des constructions à savoir si la protéine La de xénope est

réellement synthétisée. L'expression de La étant réprimée en présence de glucose et

induite en présence de galactose (Fig. 31), nous avons conclu que Ia surexpression de la
protéine La de xénope dans la levure S. cerevisiae n'induit pas de changement

phénotypique. Par conséquent, les essais de complémentation à I'aide d'une banque

génomique pour restaurer un phénotype sauvage dans les cellules surexprimant la
protéine hétérologue, sont exclus.
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Figure 31: \{estern-blot des levures transformées avec les plasmides LaWT et
La^106-184 et cultivées en présence de glucose ou de galactose.

[,es cellules transformées avec le plasmide control (pYes) ou le plasmide exprimant la
protéine La de xénope sauvage (LaWT) ou mutée non fonctionnelle (La^106-184) sont
cultivées la nuit à 30oC, 22Ûrym dans un milieu sélectif contenant du glucose. Ces
cultures en phase stationnaire sont utilisées pour ensemencer à une D.O600nm=O.4,znr,I
de milieu contenant soit 2Vo glucose (Glu), soit ZVo galactose (Gal). Ces nouvelles
cultures sont incubées jusqu'à une D.Oooonn=Z. Les cellules sont traitées comme décrit
dans matériels et méthodes pour préparer un extrait protéique brut. Léquivalent en
protéines de 5.106 cellules (liges 1 à 4, 7 et 8) ou 1.107 cellules (pistes 5 et 6) ainsi que
2pl d'extrait 5-100 est séparé par SDS-PAGE I2.5Vo, transféré sur membranes de nylon
et hybridé avec le sérum immun o-La 79 dilué au 1/250ème. La liaison antigène-
anticorps est révélée par hybridation avec un anticorps de chèvre anti-lapin marqué à la
phosphatase alcaline dilué au l/10000ème, puis par incubation 15mn à 37"C avec le
substrat chemiluminescent AMPPD dilué au 1/100ème. La membrane est exposée lmn à
température ambiante avec un film X-AR.
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La troisième approche a consisté à identifier par Southern-blot le gène LaY en utilisant
une sonde synthétisée à partir du cDNA de xénope. A partir de I'alignement des

séquences des protéines La de xénope, humaine et bovine, une sonde couvrant I'extrémité

carboxyl terminale de La a été choisie pour éviter de couvrir aussi les régions RNP

pouvant donner de faux-positifs. Cette région présente 757o d'homologie entre les

différentes protéines La et s'étend de I'acide aminé 304 à 428. Malgré la réalisation des

rinçages à très faible stringence, nous n'avons pas réussi à détecter un signal significatif.

L'autre sonde qui aurait pu être utilisée couvre les 100 premiers acides aminés de La et

représente une région 95Vo homologue. Une telle recherche a déjà été effectuée

auparavant sans succès (communication personnelle).

Enfin, nous avons reçu de la part du Dr B. Baum un courrier qui contenait une

comparaison de séquences entre les différentes protéines La et une ORF X codée par

I'ADNc YLA1 etpubliée en 1993 (ll5). Cette ORF X est contenue dans un fragment

génomique et positionnée tête bèche par rapport au gène SLCI, suppresseur d'un défaut

dans la chaîne de biosynthèse des sphingolipides. Il s'est avéré que I'ORF X présentait

une certaine homologie avec la région amino-terminale de la protéine La. Nous avons

donc décidé d'isoler le gène codant I'ORF X et voir si le produit de ce gène correspond à

la protéine identifiée dans le paragraphe A en se comportant fonctionnellement cômme la

protéine La. L'oligonucléotide SC-127 (5'CCAATGACGATGAGTCCAACG3')

complémentaire à la séquence YLAI (+946 à +966) a été utilisé pour cribler une banque

génomique de S. cerevisiae. Cette fois encore, la banque nous a été fournie par le Dr. G.

Pavaracini (Glaxo, Genève) sous la forme de plasmides déjà isolés et fixés sur des

membranes de nylon. Ces plasmides centromériques portent le marqueur URA et le gène

de résistance à I'ampicilline. La taille des fragments génomiques insérés varie entre 9 et

15 kb. La totalité des plasmides représente environ 3 fois le génome d'une levure

haploide. Au total, six clones positifs ont été identifiés et la digestion des ADN
plasmidiques par différentes enymes de restriction n'a révélé que deux profils différents.

Un Southern-blot réalisé sur chacun de ces profils issus de la même digestion, hybride

avec un fragment de taille identique suggérant qu'il s'agit du même gène. Un fragment

génomique EcoRV-SphI d'environ 4 kb a finalement été inséré entre les sites XbaI et

SphI du vecteur pGEM3 et séquencé pour compléter I'ORF X. La longueur de cette ORF

a été déterminée comme égale à 832bp et code une protéine de 275 acides aminés dont le

poids moléculaire est estimée à 32.1 kDa (Fig. 32 et 33).
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!.rom: SACCHÀROMYCES CEREVISIAE (YEÀST)
EUKÀRYOTA; PLANTÀE; THÀLLOBIONTA; EUMYCOTÀ; HEMIASCOMYCETES.;
ENDOMYCETALES; SACCI{ÀROMYCETÀCEÀE.

10 20 30 40 50

61 GCTGTGATTG AATTTACTCC ÀGÀÀGTCTTG GACAGÀTGTT TÀÀÀGCÀÀGT GGAATTCTÀC
CGÀCACTAÀC TTÀÀÀTGAGG TCTTCÀGÀÀC CTGTCTACÀÀ ÀTTTCGTTCA CCTTÀAGÀTG

1 2 1 TTTTCTGÀÀT TCÀÀCTTTCC ÀTATGACÀGG TTCTTGCGCA CAÀCAGCGGÀ ÀÀÀÀÀÀCGAT
AÀÀÀGÀCTTA ÀGTTGÀÀÀGG TÀTÀCAGTCC ÀAGÀÀCGCGT GTTGTCGCCT TTÎTTTGCTÀ

181 GGÀTGGGTCC CCÀTCÀGCÀC CÀTCGCCACÀ TTCÀÀCCGTA TGÀÀGAÀATÀ TAGÀCCAGTG
CCTÀCCCÀGG GGTAGTCGTG GTÀGCGGTGT ÀAGTTGGCAT ÀCTTCTTTAT ATqTGGTCAC

24T GATÀÀGGTTA TCGÀÀGCÀCT ACGTAGTTCT GÀÀÀTTTTGG ÀÀGTATCTGC TGÀTGGAGAG
CTÀTTCCÀÀT AGCTTCGTGA TGCÀTCÀAGÀ CTTTÀAÀÀCC TTCATÀGÀCG ÀCTÀCCTCÎC

tlllll
r ATGTCTGÀÀÀ ÀÀCCÀCAÀCÀ AGAGGÀGCAÀ GÀGÀÀÀCCAC ÀÀTCÀAGÀCG TAÀTTCATTT

-ÀCAcÀcrrr rrccrcrrcr rcrccrccrr crcrrrccTc rrÀGTTcrcc ÀTTÀÀGTAÀÀ

3 O T AÀCGTCÀÀGA GACGTGTTCC TTTGGÀCCTÀ ÀCTGCTGCCÀ GÀÀATGCCAG ÀATTGÀGCAÀ
TTGCÀGTTCT CTGCACAÀGG ÀÀÀCCTGGÀT TGACGÀCGGT CTTTÀCGGTC TTAÀ TCGTI

361 ÀÀCCAÀCGGÀ CTTTGGCTGT ÀÀTGÀÀTTTC CCACATGAGG ACGTTGÀAGC TTCCCÀÀÀTT
TTGGTTGCCT GÀÀÀCCGACÀ TTÀCTTÀÀÀG GGTGTACTCC TGCÀACTTCG ÀÀGGGT1ITÀÀ

48]. CGTTTGÀGAÀ GAGÀTCÀCÀG
GCAÀÀCTCTT CTCTAGTGTC

541 ACÀÀTTCCÀG AATGTGÀAGC
TGTTÀAGGTC TTÀCACTTCG

60

ÀÀÀCÀÀGAÀÀ TTTAÀTGGTÀ CGGTCTTGGT GGÀATTTÀAG
TTTGTTCTÎT AÀATTACCÀT GCCÀGAÀCCA C TTÀÀATTC

sc-127
TTTTTTGAÀÀ TCGTÀTTCCA ÀTGÀCGÀTGÀ GTCCÀÀCGÀÀ
ÀÀÀAÀÀCTTT ÀGCÀTAÀGGT TÀCTGCTACT CAGGTTGCTT

AGGAG]TGÀTT
TCCTCACTÀÀ

CTTGTGTTTC
GÀÀCÀCÀÀÀG

4 2 1 CCAGAATTGC ÀGGAGAACTT GGAAGCCTTT TTCÀÀÀÀÀÀT TÀGGTGÀÀÀT CAACCÀÀGTG
GGTCTI'AACG 'I'CC'T'C'I"T'GAÀ CCÎTCGGAÀÀ AÀGTTTTTTÀ ATCCÀCTTTA GTTGGTTCAC

601 ÀTTTTG?CAT ATGÀÀGGIÀÀ GÀÀÀCTGÀGT GTTTTGACGA ÀÀÀÀÀCÀGTT TGÀTTTÀCÀG
TÀÀÀÀCÀGTÀ TÀCTTCCÀTT CTTTGACTCÀ CÀÀÀÀCTGCT TTTTTGTCÀÀ ÀCTAÀÀTGTC

661 ÀGAGÀGGCCT CGÀÀCTCCÀÀ AÀÀCTTCÀGC GGTAGÀTCÀÀ GATCCTTTAÀ CGGCCATÀÀG
TCTCTCCGGA GCTTCAGGTT TTTGÀÀGTCG CCÀTCÎAGTT CTÀGGAÀÀTT GCCGGTÀTTC

721 ÀAGAÀÀÀÀCT TGCCTÀÀÀTT CCCCÀÀÀÀAT AAGÀÀGÀÀNN ÀCGGCÀAGGA AGAGTCÀÀÀÀ
TTCTTTTTGÀ ÀCGGATTTAA GGGGTÎTTTÀ TTCTTCTTNN TGCCGTTCCT TCTCÀGTTTT

781 GAGGACTCTT CTGCCATTGC CGATGÀCGAT GÀGGAGCÀCÀ
CTCCTGÀGAÀ GÀCGGTAACG GCTÀCTGCTÀ CTCCTCGTGT

841 TTCTGGTTCT CGTÀTCTCAT TÀTCÀTÀGCÀ TATTÀÀCÀÀT ATATGTÀCTA ACATATGTÀC
ÀÀGACCAAGA GCATÀGÀGTÀ ATAGTATCGT ATAÀTTCTTÀ TATACATGÀT TG?ATACATG

9O1 TÀÀÀCAGAÀÀ CACAÀTÀTGA ATTÀCAÀCTÀ ÀTACTÀTÀTT ATTTGTCTCC TTTTTTTÀTT
ATTTGTCTTT GTGTTATACT TAÀTGTTGAT TATGATÀTÀÀ TÀÀÀCÀGÀGG AÀÀÀÀÀ.è.TÀÀ

951 ÀGTATTAÀAÀ ÀTTACCGTTA CTGGTTAÀÀA TGGAÀTACAG CTCÀTCCÀTT TAÀÀÀAÀÀÀÀ
TCATAÀTTTT TAATGGCÀÀT GACCÀÀTTTT ÀCCTTATGTC GAGTÀGGTÀÀ ÀTTTTTTTTT

1O2I AAÀAÀÀ.TÀGÀ ATÀÀCAÀTAA TTAÀGCGÀÀÀ ÀÀATGTTAÀC GÀÀTATÀÀTÀ ÀATCGATTTG
TTTTTTATCT TATTGTTÀTT ÀÀTTCGCTTT TTTACAATTG CTTATÀTTÀT TTAG TÀÀAC

1OB1 TCCÀTTTTCA T
AGGTAÀAAGT A

Tot.al number of bases is: 1091-.
DNA sequence compôsition: 399 A; l-88 C,' 209 G; 293 T; 2 OTHER;

Figure 32: Séquence nucléotidique du gène YLAI.

L'ORF codant la protéine est constituée de 825bp. Les codons d'initiation (ATG) et de
terminaison (UGA) de la traduction sont soulignés avec des traits pleins,
I'oligonucléotide SC-127 est indiqué par un chochet.
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1
l_6
3L
46
61
76
91

L06
t2L
L36
15L
1_6 5
1Bl_
L96
2Lt
226
24L
256
27L

Met
Arg
Asp
Phe
crv
Lys
G1u
Val
Asn
Glu
Phe
His
Thr
Asp
Val
Ser
r,Ys
Lys
Glu

Ser
Arg
Arg
Pro
Trp
Tyr
f1e

GIu
Asn
cys
Tyr
Val-
Arg
Leu
Leu
Àrg
Ser
Lys
Asn
Pro
Ser
Thr
Àsn
Asn
GIu
His

Lys
Ser
Ireu
Asp
Pro
Pro
Glu
Asp
Thr
Gln
Leu
rr}s
Glu
Asn
LYs
Phe
Leu
Ser
r,Ys

5

I
Pro
Phe
Lys
Arg
Ile
Val
Va1
IreU
Ireu
Ile
Grv
Lys
cys
GIu
Lys
Ser
Pro
Lys
Glu

G1n
À1a
Gln
Phe
Ser
Asp
Ser
Thr
Ala
Pro
Gl-u
Phe
Glu
I1e
Gln
Glv
Lys
Glu

Gln
Val
Va1
Leu
Thr
Lys
A1a
À1a
Val
G1u
I1e
Asn
A1a
LeU
Phe
Arg
Phe
Asp

GIu
Ile
G1u
Arg
Ile
Va]
Asp
Àla
Met
IreU
Àsn
Grv
Phe
Ser
Asp
Ser
Pro
Ser

Glu
Glu
Phe
Thr
À1a
f1e
G1y
Arg
Àsn
G1n
GIn
Thr
IJeU
Tyr
Leu
Arg
rr}s
Ser

10
I

G1n
Phe
Tyr
Thr
Thr
Glu
GLu
Asn
Phe
Glu
Val
Va1
LYs
Glu
GLn
Ser
Asn
A1a

Glu
Thr
Phe
À1a
Phe
Ala
Asn
Ala
Pro
Àsn
Arg
Leu
Ser
Gry
Àrg
Phe
rr}s
fIe

Lys
Pro
Ser
Glu
Asn
Leu
Val
Arg
His
IreU
Leu
VaI
Tyr
r,Ys
G1u
Asn
LYs
AIa

Pro
G1u
Glu
Lys
Arg
Arg
Lys
Ile
G1u
GIu
Arg
GIu
Ser
Lys
Ala
Gly
Lys
Asp

GIn
Va1
Phe
Asn
Met
Ser
Arg
Glu
Asp
Ala
Arg
Phe
Asn
IreU
Ser
HJ.S
Asn
Asp

15
I

Ser
Leu
Asn
Asp
Lys
Ser
Arg
Gl-n
Va1
Phe
Asp
Lys
Asp
Ser
Lys
Lys
Grv
Àsp

Pro
G1n
AIa
Lys
Arg
Ile
GIu
Leu
Lys
Lys
G1u
Glu

Number of residues z 275.
Molecular weight (Mw) : 32Io4 ; Checking number (CN) : 364618

Amino acid composit.ion

l-5 AIa
20 Àrg
l-9 Asn
15 Asp

2 Cys
12 cln
33 Glu
8 Gly

4 His
L1 lle
19 Leu
31 Lys

3 Met
l-B Phe
12 Pro
22 Ser

10
L
5

15

Thr
Trp
Tyr
Va1

s l_0 15 20 25 30_ .r _1_ l__ _1 -i -i
1 MS E K P QQ E E Q E KPQ S RRNS FAV I E FT P EVI,3]- DR CL KQVE F YF S E FNF PYD R F LRTTÀE KND61 GVIV P I S T I AT FNRMKKYR PVD KV I EAIJ R s S9]- E I L E V S ADGENV KRRVP LD L TAARNAR I E Q12]- NQ R T I,AVMN F PH E DVEAS Q I P E L Q ENL EAF15]. F K K L G E I N Q VR L R R D H R N K K F NG T vIJV E F Kl-81- T r P E c EÀ F L K s Ys NDD E s NE r rJ s yE cK KL s21.1.V L T K KQ F D L Q R EÀS KS KN F S GR S R S FNGH K24T KKN L P K F P KNKKKNGKE E S K E D S S A I ÀD D D271-F.EHKE

Figure 33: Composition en acides aminés de la protéine LaY.
La protéine LaY est constituée de 275 acides aminés. Le poids moléculaire estimé à

partir de cette séquence est égal à32.I kDa. La séquence du haut est donnée en utilisant
la notation à trois lettres, celle du bas la notation à une seule lettre.

i
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C: CARACTERISTIOUE DE LA PROTEINE LaY CODEE PAR LB
GENE YLAI.

Pour s'assurer que I'ORF identifiée précédemment code une protéine qui ressemble à la
protéine La, les séquences protéiques humaine, bovine, du xénope et de la souris ont été

comparées avec celle de levure. Cette comparaison sur les séquences complètes révèle

une très faible homologie de I'ordre de 35-40Vo avec seulement 20-24Vo d'identité
(tableau 2), alors que la protéine du xénope estTÙVo homologue à celle des mammifères.

Ces dernières sont d'ailleurs conservées entre 87-97Vo. Il est étonnant de noter qu'au

niveau nucléotidique, la séquence codante de LaY est 46-47Vo identique à I'ensemble des

autres séquences codant la protéine La. Généralement, I'homologie nucléotidique est plus

faible que I'homologie en acides aminés. Pour comparaison, les séquences du xénope

présentent 63-66Vo d'identité avec celles codant la protéine La chez les mammifères.

Cependant, le pourcentage d'identité observé pour la séquence nucléotidique cle LaY
semble peu significatif car les régions conservées sont très courtes. Ceci explique les

tentatives infructueuses pour isoler le gène YLA1 avec une sonde ADNc choisie en

comparant les séquences nucléotidiques des gènes codant la protéine La des eucaryotes

supérieurs.

93.3 (96.3)
100

81 .9
64.9
66.7
47.1

79.9 (86.3)
79.9 (86.9)

100
62.6
63.5
45.8

61.8 (74.3)
61 .1 (73.8)
56.4 (68.4)

100
9l.1
45.9

63.2 (75.8)
62.9 (75.51

57.8 (70.41

89.7 (95.1)
100
47

22.5 t40.41
23.3 (40.4)
24 141.11

19.6 (3s.61

21.4 (33.81

100

100
92.4
82.6
65.4
66.3
47.6

LA-HUMAN
LA-BOVIN
LA-MOUSE
LAA-XENLA
LAB-XENLA
LA YEAST

LA_HUMAN LA_BOVIN LA_MOUSE LAA-XENLA LAB-XENLA LA_YEAST

Tableau 2: Comparaison 2 à 2 des séquences protéiques et nucléotidiques des
différentes protéines La connues.

Les valeurs au dessus de la diagonale des lOOTo indiquent le pourcentage d'acides aminés
identiques et entre parenthèse, le pourcentage d'acides aminés identiques ou similaires.
Les acides aminés considérés comme similaires sont: A, S et T; D et E; N et Q; R et K; I,
L, M et V; F, Y et V/. Les valeurs au dessous de la diagonale des 1007o indiquent le
pourcentage des nucléotides identiques dans les régions codantes.
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L'alignement des séquences protéiques de La beaucoup plus convaincant a révélé une

homologie de 747o dans la partie amino-terminale de la protéine. Par contre, la partie

carboxy-terminale de La est beaucoup plus divergente (Fig. 3a et 35). Ce résultat est

intéressant puisque la région N-terminale a été identifiée cofilme la partie fonctionnelle

de la protéine La des eucaryotes supérieurs contenant les motifs RNPI et RNP2, présents

dans les protéines capables de lier I'ARN (Moreau, G., The RNA binding properties of the

Xenopus La proteins, in prep.). De façon surprenante, une recherche concernant la
présence d'un motif consensus RNP pour la liaison avec les ARNs dans la protéine LaY a
été infructueuse. Cependant, d'après un article paru récemment dans NAR (32),

I'identification d'une telle séquence consensus pour les protéines de levure est parfois

difficile. Il ressort de cette étude que parmis ces protéines, très peu possèdent le motif
RNP identifré chez les eucaryotes supérieurs et il est encore plus étonnant d'apprendre

que les régions fonctionnelles de ces protéines peuvent être très différentes entre elles.

Cette observation explique probablement pourquoi, aucun motif RNP n'ait apparu

clairement dans la séquence LaY. Pourtant une homologie certaine existe pour les

séquences RNP1 et RNP2 entre LaY et les autres protéines La, notemment en ce qui

concerne RNPI, ce qui suggère que LaY est capable de lier les ARNs tout comme la
protéine La des eucaryotes supérieurs.

Mise à part la différence de poids moléculaire avec les autres protéines La, LaY partage

certaines caractéristiques avec ces protéines corlme par exemple un point iso-électrique

basique (pI=9.0+ pour LaY contre pI=9.28 pour LaBl), plusieurs sites de N-
glycosilation, un site d'amidation ainsi qu'un signal bipartite de localisation nucléaire

dans la partie carboxyl terminale. De même, il est possible que LaY soit une

phosphoprotéine puisqu'elle possède de nombreux sites de phosphorylation potentielle

sensibles à I'action des kinases dépendantes du cAMP ou cGMP, de la protéine kinase C

ou de la caséine kinase II. Cependant, contrairement aux autres protéines La, LaY ne

possède pas de sites pour les N-myristilation, ni des sites de phosphorylation par des

tyrosine kinases.
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LÀ_IJUMÀN
LÀ_BOVIN
LÀ-MOUSD
LÀÀ XENLÀ
LÀB XENI,À
T,À VEÀST

MAI]NGDNEKMÀÀLEÀKI - - - - - - - .' - . . - - - C. IIQIEYYFCDFNLPRDK
MAENGDNEKMAALEAKI - - - - . - - - - - - - _ . - C -HQIEYYFGDFNLPRDK
MAENGDNEKMTALEAK I _ -' - - -. - - - - - - - . C-HQIEYYFGDFNLPRDK
MAENGDKEQKLDSDTKI - - - . . - - -' . - - - - - C- EQIEYYFGDIINLPRDK
t"I ENGDKEQ-LDLDTKI ------- ---- - - - -c-EQIEYYFGDHNLPRDK
MS EKPQQEEQEKPQSRRNSFÀVI EFTPEVLDRCLKQVËFYFSEFNFPYDR

FLKEQ I KLDEGWVPLËIM I KFNRLNRLTTDFNVIVEÀLSKSKÀELME I SE
FLKEQI KLDÊGWVPLEIMI KFNRLNRLTTDFNVIVEÀLSKSEAELME ISE
FLKEQ I KLDEGWVPLETM I KFNRLNRLTTDFNVIVQÀI.S KS(ÀKLI'IEVSÀ
FLKQQ I LLDDGWVPLETMI KFNRIJS KITTDFNTI T'QALKKS KTELLE INE
FLKOOVLLDNGWVPLETM T KFNRLSKTTTDFNI I LQÀLKKS KTELLE INE
FI,RTTAÊKNDCWVPISTIÀTFNRMKKYRP-VDKVIEÀLRSS - -ETLEVSA*** ** * *.RN 

P2
DKTKr RRs psKpr,pEvrDEyKNDvrunffrEfo roet - - - - - - - - LDD
DKTKIRRSPSKPLPEVTDEYKNDVKNRSVYIKGFPTDÀÀ.. _ - -. - -LDD
DKTKI RRS PSRPLPEVTDEYKNDVKNRSVYI KGFPTDÀT _ - . - _ - - - LDD
EKCKI RRS PÀKPIJPELNDEYKNSLKHKSVYI KGFPTSÀI - . - - - - - - I,DD
EKCKIRRSPAXPIJPELNEDYKNSFIC{RSVYIKGFFTITN- - - - - - - -LDE
DGENVKRRVPLDI,TÀÀRNÀ- RI EQNQRTIÀVMNFPHEDVE:ÀSQ I PELQEN
. -..4- - *,- .... ...**

RNPT
r KEwr,EDKcevLN rerqnqrln - xapGffiFbs r EsÀKKFVETpceKy
I KEWIJEDKGQVLNIQMRRTTH- KAFKGS IFÀVFDSIESÀKKFVETPGQKY
I KEWIJDDKGQIIJNIQMRRTI'H- KTFKGS IFÀVFDSIQSÀKKFVE I PGQKY
VKEWIJKDKGPIENIQMRRTIJQ' REFKGS IFI IFNTDDDAKKFLENRNI'KY
I KEWI,NDKGP I ENI QMRRTLQ - REFKGSVFLVFNTEDGÀKKFLEDIC.ILKY
LEÀFFKKIÆE INQVRLRRDHRNKKFNGTVLVEFKTIPECEÀFLKS _ - - -Y

* ** * i * * *

KETDI,LI LFKDDYFAKIANEERKQNKVEÀKLRÀKQEQEAKOKLÉËDÀEMKS
KDTDLL I LFKEDYFTKKNËERKQNKMEÀKLRÀKOEQEEKOKI,^ÀENÀEMKS
KDTNIJIJI LFKEDYFÀKKNEERKQSKVEÀKTKÀKQEHEGRHK - PGSTETRÀ
KDNDMTVLSREEY}AKKNEERKLNKSEEKÀKS KQVKKEÀQKQÀEDÀERKI,
KDNDMI I LSREEYFÀKKNEERKLNKSEEKÀKS KOEKEEÀQKQÀËDÀERKL
SNDD--------- ----ESliE---

LEEKIGCTLKFSGDLDDOTCREDLHIIJFSNHGEI KWI DFVRGAXEG I I I'F
I,EEKTGCI,LKFSGDI,DDQTCRBDI,HTLFSNHGE I KWI HFVRGÀKËG I I LF
LEGKMGCLLKFSGDLDDQTCREDLHFLFSNHGE I KWVDFARGAKEG I I I,F
VEERVGSIJIJKFSGDI'DNMTSREDLi{ÀLFQTI{GD I EWI DFSRGÀKËGIVIF
MEERVGCLLKFSGDI,DNMTSREDL}IALFQTTIGE I EWIDFSRGÀKEGIVIJF
- - - - - - - ILSYEGK- - - - -- - -KLSVTJ- --- - - - - -- -****
KEKAKEÀLG KÀKDÀNNGNLQIJRNKEWWEWEGEVE KEÀLKX I I EDQQES
KEKAKEÀLDKÀKEÀNNGNLQLRNKEWWEVIJEGDVE KEÀLKK I I E DQQES
KEKAKEÀLE KÀRNANNGNLI,LRNKKUTWKVLEGHÀEKEÀIIKX I TDDQQES
KMNAKEÀIJDKAKAÀNSDNI'KI'KGI@VKWEL I EGDTEKEALKK I I'EGKQES
KMNÀKEÀLDKÀKÀÀNNDNIJKLKGKNVKWEL T EGDÀE KE.AI.XK I MEG KQE S
- - -TKKQFDT,QREASKS - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -!:

NLS x

LNKWKSKG - - - - - - - - - - - - - - - -RRFKGKGKGNKÀÀOPGSGKGKVQFQG
LNKWKSKG- - - - - - - - - - - - - - - -RRFKGKGKGNKÀÀQAGSÀKGKTTQFQG
I,NKWKS KGG}AGGRFKGSHVFTÀÀRRFKGKG KGNRPGYÀGÀPKGRGQ FHG
FNKRKGRDG- - - - - - - - -. - - - - -RKFKGKGRGGK-GNDSSSRKRTQFQG

34
34
34
34
33
50

84
84
84
84
B3
97

L26
L26
)"26
't-26

1,46

175
175
L't5
L75
L74
r92

225
225
224

224
200

275
2'15
274
2'15
2'14
212

325

324
325
324
226

359
359
374
359
358
23A

38?
384
394
409
408
257

LA_Httl"lÀN
LÀ BOVIN
I,À_MOUS E
r-aE xçirlÀ
LÀE XENI,À
IÀ-YEÀST

I,À BOVIN
I,A_MOUSE
IÀÀ XENI,À
LÀB XENLÀ
LÀ_VEAST

I,À HUMÀN

IÀ HL'I"IAN
IÀ BOVIN
I,À MOUSE
r,la xrNr,a

I,A_HTIMÀN
I,A BOVIN
LÀ-MOUSE
LÀÀ XENLÀ
LÀB_XENI,À
LA-YEÀST

I,À HI'MÀN
LÀ-BOVIN
IÀ_MOUSE
I,ÀÀ XENLÀ
T,AB XENI,À
IÀ ?EA^ST

I,AB-XENLA
tÀ-YEÀST

I,À I{UMÀN
LÀ_BOVIN
I,A MOUSE
raÂ_xBlrr,e
T,ÀB XENI,À
IÀ YEÀST

IÀ HUMÀN
rÀ-BovIN
LÀ_MOUSE
LÀÀ XENLÀ

i,À HtÎ'1ÀN
t,À_BOVIN
LÀ_MOUSE
r,e.a, xelln
I,ÀB-XEN1,À
LA VËÀsr

IÀB_XENLA
I,À YEÀST

FNKRKGRPG - -RKFKGKGRGGK-GNDSSPRKKIQFQG
--KNFSGRSRS- -- - - - - - - - - - - -FNG****

KKTKFÀSDDËHDEHDENGÀT- - - - - - - - -GPVKRÀRE
KKTKFDSDDERDE- - -NGAS - - - - - - . - - RÀVKRÀRE
RRTRFDDDDRR- - - - - - - -R- . - - . - - - -GPMKRGRD
KKKTFDS SDDEDDMEESES PQKÀSVKÀEESÀGTKNGÀÀÀÀPGSPKKRS IJD
KKKTFDS SDDEDDMEESES PQKWI KAKETÀGPKNGÀSÀÀPGS PKK.RÀLD

I,A HIJMÀN
LA-BOVIN
LÀ MOUSE
LAÀ XENLA
T,ÀB_XENLÀ
I,A_YEÀST

408
404
4L5
428
427
2'75

NLSy

ETDKEE PÀSKQQKTENGAGDQ
ETDKE - PPS KQQKTENGAGDQ
GRDREE PÀS KHKKRENGARDK
DKÀEDGPÀVKQSKTEVG - -DQ
DKÀEDGPAVKQS KTEVC - - DQ
ESKEDSSÀIÀDDDEEH- - -KE

Figure 34: Homologie entre les protéines La.

Les séquences en acides aminés des protéines La humaine, bovine, de souris, de xénope
et de S.cerevisiae ont été alignées par le programme CLUSTAL. Un point (.) signifie que
I'acide aminé est similaire pour les 6 protéines, une étoile (*) signifie qu'il est identique.
Les régions RNPI et RNP2 sont indiquées ainsi que le signal de localisation nucléaire
pour les protéines LaB I de xénope (NLSx) et LAY-(NLSy)-
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Figure 35: Représentation schématique des différentes protéines La.

La longueur totale des protéines est indiquée ainsi que le pourcentage d'homologie
(identité + similarité) concernant les premiers 192 acides aminés de LaY. -
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D: DISRUPTION DU GENE YLA1

Pour déterminer si le gène YLAI est essentiel à la viabilité cellulaire nous avons

construit un allèle de délétion (ylaLL::URA3) dans lequel une région interne de 150 pb

couvrant la séquence RNPI a été éliminée et remplacée par la séquence du gène URA3
(Fig. 36A et 368). Cet allèle de délétion a été utilisé pour remplacer dans la souche

diploide MY542 (MYl x MY4) une copie chromosomale du gène YLAI. Les

transformants Ura* ont été analysés par Southern-blot pour vérifier que les cellules

diploïdes contiennent un allèle de type sauvage (4000 pb) et un allèle disrupté (10a0 pb)

(Fig. 368, pistes I à7). Après sporulation des cellules diploïdes, I'analyse des tétrades a

montré que chaque tétrade produit deux spores Ura* et deux spores Ura-, chacune des

spores étant viables sur milieu YPD. La croissance des transformants Ura+ a été analysée

sur milieu riche et sur milieu minimal aux températures de 16"C, 25"C,30oC et 37'C.Le,
seul phénotype apparu pour les souches portant I'allèle de disruption est mineure. Il a été

observé sur milieu riche à 16oC et semble correspondre à un petit gain de fonction. En

effet, les cellules qui portent la disruption croissent plus vite que les cellules parentales.

Toutefois, il semble que le gène YLA1 n'est pas essentiel à la viabilité cellulaire. Ce

résultat est renforcé par I'obtention de transformants Ura+ à partir de la souche haploide

MY4 (Fig. 368, pistes 8 à 10). Nous avons vérifié par Southern-blot I'insertion.du gène

URA3 par la présence d'un fragment de 1040 pb. Le signal observé à 4000 pb

correspond, dans ce cas, au fragment EcoRV qui couvre la partie 3' du gène YLA1 et qui

hybride avec la sonde utilisée.
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Figure 36:_C_onstruction de Ia souche portant la disruption du gène YLAL par le
marqueur URA3.

36A: Diagratnme de I'allèle de disruption lnyA^::uRA-3 où le marqueur URA3 a été
introduit dans le cDNA codant la protéine LaYÂ136-185.

]p!: Anatyse par Southern-blot du locus LaY dans les souches haploide MY4 ou
diploide MY542 parentales (respectivement pistes 10 et 7) ou portant I'allèle de délétion
(piqtgs 1 à 5 et 8?9):.L_'APN_g_éggmique des Cellules Ura* translormées avec un plasmide
linéaire portant I'allèle de délétion layL,::URA3 est digéré ave.c I'enzyme de réstriction
EcoRV, transféré sur membrane de nitrocellulose et hybridé avec une sonde marquée
go.nesggld-ant à un fragment Eurygl-Hpal de LaY. L'équivalenr d'lpg (pisre 11) ou 1-0pg
(piste 12) de génome d'une cellule haploïde a également été chargé sur le gel en utilisànt
respectivement 0.5ng et 5ng-d'un plasmide linéarisé avec SalI et contenana le gène LaY.
La présence du fragment à 1040bp indique I'intégration correcte du marqueur U-RA.
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E: CARACTERISATION FONCTIONNELLE DE LA PROTEINE
LaY

Un résultat surprenant est celui relatif à la longueur de la protéine LaY estimée à partir

de la séquence nucléotidique coûlme étant égal à 275 AA alors que celle des autres

protéines La varie entre 4O4 et 428 AA (Fig. 35). De plus, sur Westem-blot le sérum o-

La75 révèle une protéine d'environ 52-55 kDa alors que le poids moléculaire de LaY est

seulement de 32.1 kDa. Comment peut-on réconcilier les résultats des

immunoprécipitations, des Western-blots et du clonage? Quelle protéine est I'homologue

de la protéine La? Existe t-il plusieurs protéines "La-like" chezla levure?

8.1- Le fragment génomique contenant Ie gàne YLAI code une
protéine de poids moléculaire apparent égal à 36 kDa.

Afin de vérifier que I'ORF code effectivement une protéine de 32 kDa, nous avons

linéarisé Ie plasmide pGEM3LaY avec SalI, laissant en aval du promoteur T7 un

fragment d'ADN d'environ 2 kb. A partir de ce fragment, un ARNm a été synthétisé par

I'ARN T7 polymérase, puis traduit dans un extrait de réticulocytes de lapin èn présence

de 35S-méthionine. Le produit de cette réaction correspond à une protéine de 36 kDa

confirmant la présence du codon stop UGA identifié en position +825 de la séquence

codante.

Nous avons tenté d'immunoprécipiter cette protéine avec chacun des séra c[-La, sans

succès (résultats non montrés). Dans I'hypothèse où la liaison entre LaY et son substrat

induit un changement conformationnel qui rend accessible un épitope de LaY au séra cr-

La, nous avons incubé simultanément la protéine LaY avec un précurseur d'ANRt connu

pour lier la protéine (cf ci-dessous). Les particules LaY-RNPs ont été ensuite précipitées

par les anticorps o"-La. Cependant, une nouvelle fois, I'analyse des protéines

immunoprécipitées dans cette expérience montre que seule la protéine LaBl est présente

(Fig.a3A).

L'ensemble de ces réultats suggère que les anticorps o-La dirigés contre la protéine de

xénope ne reconnaissent pas la protéine LaY en tant que telle ou sous forme de RNP.
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8.2- I-a protéine kY, corwne la protéine InBl, lie préférentiellement
un ARN possêdant la séquence UUUUOH à son extrémité J,.

Afin de déterminer si la protéine LaY est fonctionnellement équivalente à la protéine

LaBl, nous avons tenté de caractériser la spécificité de liaison de la protéine de levure
avec les substrats naturels de la protéine La que sont les précurseurs d'ARNt. Pour cela,

deux précurseurs ont été synthétisés par I'ARN T7 polymérase en présence de Bio-ll-
UTP. Comme précédemment, le précurseur se terminant par la séquence GAUC(3'9H)

représente un substrat non spécifique pour la liaison avec La, tandis que le précurseur se

terminant par la séquence UUUUII'oH) est reconnu par la protéine. Chacun de ces ARNs
est incubé avec les protéines LaBl ou LaY synthétisées dans les extraits de réticulocyte

en présence de 35s-méthionine, et les protéines liées aux ARNs biotynilés sont

récupérées sur des billes magnétiques de streptavidine. Après rinçages des complexes

RNPs, la nature des protéines précipitées est analysée sur gel SDS-polyacrylamide. Cette

expérience montre que, comme la protéine de xénope LABI, la protéine LaY se lie
préférentiellement aux précurseurs d'ARNt qui possèdent la séquence UUUUI:'oH) à son

extrémité 3' (Fig. 37, pistes 5 et 6). Ce résultat suggère que la protéine LaY est

I'homologue fonctionnel de la protéine LaBl et par conséquent qu'une protéine La existe

aussi chez la levure S.cerevisiae.
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Figure 37: Analyse fonctionnelle de la protéine LaY.

Læs protéines de xénope LaBl (pistes 1 à 3) ou de lewre LaY (5 à 6) sont traduites dans

du lysat de réticulocyte à partir d'une réaction couplée transcription/traduction en
présence de 35s-méthionine. 9120 de la réaction sont incubés 30mn à 0'C avec tl5 d'une
réaction de transcription par I'ARN T7 polymérase des précurseurs UUUU(oD et
GAUClorg synthétisés en présence d'UTP biotinylé. Les complexes RNP sont récupérés

en les incubant th à 4'C avec 20pl d'une suspension de billes magnétiques de

streptavidine. Les billes sont alors rinsées avec du tampon NET 300mM NaCl et les
protéines liées aux billes via les ARNs sont analysées par SDS-PAGE 12.57o. [.e gel est

séché et autoradiographié la nuit à température ambiante.
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Pour tenter de mieux caractériser les domaines fonctionnels de LaY, nous avons construit
quelques mutants (Fig. 38). Les protéines LaYAC53 et LaYAC140 correspondent à des

formes tronquées de la protéine LaY dont la partie carboxyl terminale a été délétée

respectivement de 53 et 140 AA. Le même genre d'analyse que celle réalisée

précédemment montre que contrairement à la protéine LaYÂC53, LaYACl40 n'est plus

capable de lier spécifiquement le transcrit UUUU13'op (Fig. 39, comparez les pistes 2,3

et 5,6). L'alignement des séquences protéiques entre LaY et les autres protéines La a
révéIé une certaine conservation des régions RNPI et RNP2. LaYAC53 possède encore

les deux régions RNP alors que LaYAC140 n'a conservée que RNP2. Ceci suggère que

RNP1 est impliqué dans la liaison avec les précurseurs d'ARN.

Pour confirner ce résultat, une autre protéine mutante a été synthétisée. Cette protéine

LaYÂ136-185 possède une délétion interne de 49 AA qui entoure la région RNPI.
LaYA136-185, comme LaYA136-185 ne lie aucun précurseurs (Fig. 40), ce qui implique
que la région comprise entre les acides aminés 136 et 185 est importante pour la liaison

entre LaY et un transcrit UUUU13'oH).

Pour tester I'hypothèse selon laquelle le motif RNP1 de LaY est responsable de la liaison

avec I'ARN, une double mutation ponctuelle a été réalisée par mutagénèse dirigée sur les

acides aminés I73 et l74.La glycine non polaire en position +!73 a été remplacée par la

glutamine qui est un acide aminé polaire non chargé. La thréonine en position +174 a été

remplacée par un acide aminé acide, I'aspartate. Nous avons choisi de muter la glycine

pour les deux raisons suivantes; la première est que ce résidu est le plus souvent invariant

dans le motif RNP1 et la seconde est que ce résidu est justement conservé entre LaY et

les autres protéines La. Cependant, I'analyse fonctionnel de ce mutant a ÉvéIé que la
protéine LaYQ173D174 est toujours capable de lier spécifiquement le transcrit

UUUUl:'ou) (Fig. 41, pistes 4 à 6). Bien que ce résultat soit surprenant, il est possible

que les mutations introduites ne perturbent pas suffisamment la structure secondaire de la

protéine pour inhiber sa liaison avec les précurseurs d'ARNt. La seconde possibilité est

que malgré la conservation du résidu G du motif RNPI, ce dernier n'est peut-être pas

directement impliqué dans la liaison de LaY avec I'ARN.

Pour conclure, la protéine LaY est une protéine capable de lier des ARNs avec une

grande spécificité pour des ARNs qui se terminent par la séquence UUUUI:,oH). A ce

titre, elle est une bonne candidate pour représenter I'homologue de la protéine La chez la

levurc S.cerevisiae. Nous n'avons réussi qu'à délimitcr grossièrement la région de la
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protéine nécessaire à sa liaison avec un ARN. Cette région s'étend entre les acides aminés
136 et 185 et contient le motif RNP1 caractéristique des proréines qui lient les ARNs.
Cependant, la construction d'autres mutants est nécessaire pour identifier avec plus de
précisions les acides aminés qui composent réellement ce motif RNP1 dans la protéine
LaY.

RNP2 RNP1

LaBl

LaY WT

LaY ÂC53

LaY ÂC140

LaY Â136-185

LaY Qrzr Drzc

1O AA
H

$tryre:t: Représentation schématique de la protéine LaY sauvage et des protéines
LaY mutantes.

Ftllgiols d'homologle 3_veqRNPl et RNP2 sont indiquées dans la protéine sauvage
Ç-a[f;. Leq protéines LaYÂC53 et LaYÂC140 ont respeôtivement perdues les 53 et L40
derniers acides aminés. La protéine LaYÂ136-185 a ferdu 49 aciôes aminés dans une
région _qui contient RNPI et la protéine LaYQll3DI74 possède deux mutations
ponctuelles dans la région d'homologie avec RNP1 au position 173 et 174 où les résidus
glycine et thréonine ont été remplacés respectivemênt par les résidus glutamine et
aspartate.
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Figure 39.40 et 41: Analyse fonctionnelle des différentes protéines LaY mutantes.

I-es protéines LaY, sauvage ou mutantes, sont traduites dans du lysat de réticulocyte à
partir d'une réaction couplée transcription/traduction en présence de 35s-méthionine.
9l2O de la réaction sont incubés 30mn à OoC ave,c ll5 d'une réaction de transcription par
I'ARN T7 polymérase des précurseurs IJWU(oH) et GAUClorr; synthétisés en présence
d'UTP biotinylé. Les complexes RNP sont récupérés en les incubant th à 4'C avec 2}1tl
d'une suspension de billes magnétiques de streptavidine. Les billes sont alors rinsées avec
du tampon NET 300mM NaCl et les protéines liées aux billes via les ARNs sont
analysées par SDS-PAGE ISVo.Iæ gel est séché et autoradiographié la nuit à température
ambiante.
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8.3- Une protéine "La-like"r uu,tre que I-aY, exkte t-elle chez
S.cerevisiae?

Des expériences précédentes ont montÉ que la protéine LaY synthétisée dans des extraits

de réticulocyte de lapin n'est pas immunoprécipitée par les séra o-La dirigés contre la
protéine de xénope, même lorsque LaY est liée à son substrat. Pourtant LaY se fixe
préférentiellement à un transcrit UUUUI:'oH;. Ce résultat est surprenant car les analyses

préliminaires cherchant à identifier une protéine homologue fonctionnelle de La chez

S.cerevisiae ont montÉ que ces anticorps reconnaissent une protéine qui lie
spécifiquement les ARNs qui se terminent par la séquence UUUUl:'ony. De plus

I'analyse des déterminants antigéniques des protéines LaBl et LaY révèle qu'un épitope

semble être conservé entre les deux protéines (Fig. aD. Le fait que cette épitope est

absent dans la protéine La humaine explique qu'un sérum cr-La humain n'a jamais pu

identifier cette protéine auparavant. Dans ce cas, pourquoi la protéine LaY n'est pas

détectée lors des expériences décrites en D.I? Une des possibilités pour expliquer ce

phénomène est qu'une autre protéine qui possède les mêmes caractéristiques fonctionnels

que LaY et un épitope coflrmun à LaBl existe dans les extraits protéiques de levures. La
seconde possibilité est que la faible affinité des anticorps cr-La est responsable d'un

résultat faussement négatif. En effet, si les anticorps reconnaissent faiblement la protéine

LaY, la méthode utilisée pour détecter la présence de LaY n'est peut-être pas

suffisamment sensible. De plus LaY ne possède que 3 méthionines contre 9 pour LaBl.
Ceci implique que pour observer un signal équivalent entre les deux protéines, il faut

précipiter 3 fois plus de LaY que de LaBl. Par conséquent, si I'affinité des anticorps pour

LaY est faible, il faudrait accroître davantage la quantité de protéine LaY en comparaison

avec LaBl, pour augmenter les chances d'obtenir un signal positif. Afin de contourner ce

problème d'intensité du signal, nous avons choisi d'analyser simultanément les protéines

(Fig. a3A) et les ARNs (Fig. a3B) précipités par les anticorps a.-La,les ARNs étant

synthétisés en présence |'a-3ZP-UTP. Les protéines LaY et LaBl ont été synthétisées in
vitro en présence de 35S-méthionine dans un extrait de germe de blé qui ne contient pas

ou peu de protéine La endogène. Les protéines ont été incubées avec les deux précurseurs

d'ARNt (GAUC(3'oH) et UUUU(:'os)) et les La-RNPs ont été immunoprécipitées par les

anticorps u-La. Ces expériences confirment les résultats précédents à savoir que les

anticorps oc-La dirigés contre la protéine LaBl ne reconnaissent pas la protéine LaY
puisque ni la protéine LaY, ni les ARNs liés à LaY ne sont détectables (Fig. 43A, piste 3

à 4 et Fig. 438, comparez pistes 1 à 3). Pourtant si LaY est remplacée par un extrait
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protéique de levure (8J2168), le transcrit UUUUI:,oH) est préférentiellement précipité au
transcrit GAUCI:'oD. Ce résultat indique qu'il est probable qu'une autre protéine ayant
les mêmes caractéristiques fonctionnels que LaY existe chez S.cerevisiae. Toutefois, il
reste possible que la protéine LaY produite in vitro ne possède pas les modifications post-
traductionnelles nécéssaires à la reconnaissance par les anticorps ou que I'affinité des
anticorps est trop faible pour détecter LaY dans les conditions expérimentales utilisées.

LaBl SDDEDDMDDS
r:bk... o

LaY ADDD E EH KE

Figure 42: Analyse des déterminants antigéniques de LaBl et Lay.

Cette.analyse a révélé 3. régions très hydrophiles caractéristiques des sites antigéniques.
Parmi ces sites, une région est relativemenf conservée entre lâ protéine de xénope iugt
et de S.cerevisiae LaY. Ce déterminant est absent de la protéinè La humaine. Lês acides
aminés similaires sont indiqués par un point (.), les aôides aminés identiques par une
étoile (*).
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Figure 43: Immunoprécipitation de LaY traduite dans un extrait de germe de blé.

Les protéines de xénope LaBl etde S.cerevisiae LaY sont traduites 90mn ù25"C dans un
extrâit de germe de bl-é en présence de 35s-méthionine. ll4 de la réaction de traduction
est incubé 30mn à OoC avec 100000cpm de chaque ARN précurseur UUUU(OH) et
GAUC(OH). Les complexes RNP sont immunoprécipités th à 4'C avec I'anti-séra de
lapin cr-La 79 dirigés contre la protéine de xénope.

43A: Gel l2.5%o SDS-polyacrylamide pour analyser les protéines incubées en présence
des ARNs précurseurs (pistes 1, 3 et 6) ou en absence d'ARNs (pistes 2, 4 et 7) et
immunoprécipitées par le sérum a-La79. Les pistes 5 et 8 représentent respectivement
1/10 de la réaction de traduction. Dans les pistes '/.. et Z,I'extrait de germe de blé (WGE)
n'est pas programmé pour une synthèse protéique. Le gel est fixé, séché et
autoradiographié la nuit à température ambiante.

438: Gel dénaturant 6.8Vo polyacrylamide-7M urée pour analyser les ARNs
immunoprécipités par le sérum ,-La 79. Les pistes 1 et 3 correspondent à I'extrait de
germe de blé programmé respectivement avec le plasmide codant LaY et LaBl, la piste 2
à I'extrait de germe de blé non programmé (WGE). 5pl d'extrait 5-100 et 5pl d'extrait de
levure 8J2168 sont également testés (pistes 4 et 5 respectivement). Le gel est
autoradiographié la nuit à -70'C avec un écran SE8.
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DISCASSION i

Protéine La et terminaison de la transcription par Pol III

Si les mécanismes qui initient la transcription par I'ARN polymérase III sont aujourd'hui

bien connus, ceux qui dirigent les processus de terminaison le sont beaucoup moins.

Seule une succession de quatre résidus thymidine dans le brin non codant de I'ADN
représente la séquence consensus de terminaison des gènes de classe III(11). Chez la

levure, le nombre de résidus T est supérieur et doit atteindre un minimum de 6T (3). Les

séquences adjacentes au signal de terminaison sont très variables d'un gène à I'autre

(11,105). Elles déterminent sôuvent I'efficacité de terminaison dans un contexte précis,

c'est à dire pour un gène donné. Mais la nature d'une séquence ainsi que la présence ou

non de structures secondaires à proximité du signal de terminaison ne permet pas de

prédire I'efficacité de la terminaison(l1).

Actuellement, une certaine ambiguité existe quant à la terminaison de la transcription par

Pol III, à savoir si ce processus dépend ou non d'un facteur protéique cellulaire. Plusieurs

expériences suggèrent que la polymérase III est intrinsèquement capable de reconnaître le

signal de terminaison de la transcription (18,31,162) et de relâcher I'ARN transcrit en

absence de tout autre facteur (18,162). Cependant, d'autres expériences présentent la

protéine La comme le facteur de terminaison de la transcription par Pol III (51,52,98).

Cette protéine reste encore aujourd'hui la seule candidate au rôle de facteur de

terminaison. Initialement, cette supposition s'appuie sur la propriété de La à lier

transitoirement les transcrits primaires synthétisés par Pol III (83,133) en reconnaissant

une séquence qui constitue I'extrémité terminale de I'ARN (100,148). Bien que la
localisation nucléaire de La soit compatible avec une telle fonction (54), son abondance

(2.101 copies/cellule) est quelque peu étonnante, comparée à celle des autres facteurs de

transcription. Ceci suggère. que La peut ne, pas être le facte.ur cle. terminaison e.scompté or"r
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que la protéine peut avoir d'autres fonctions cellulaires.

Afin d'évaluer la responsabilité de la protéine La de Xenopus dans la terminaison de la

transcription par Pol III, nous avons choisi d'étudier la transcription du gène d'ARNtPhe

dans un système homologue. L'approche a essentiellement consisté à dépléter des extraits

cellulaires 5-100 dérivés de cellules de reins de Xenopus à I'aide d'anticorps cr-La

polyclonaux de lapin puis à comparer le profil de transcription dans un extrait normal ou

dans un extrait déplété à98Vo-99Vo en protéine La.

Production d'anticorps a-La spécifÏques pour la protéine de Xezapzs

Afin de nous procurer les outils indispensables aux expériences d'immunodéplétion, c'est

à dire des anticorps capables de reconnaître spécifiquement la protéine La de Xenopus,Ia

protéine LaBl a été produite par les bactéries E. coli, isolée par électrophorèse ou

partiellement purifiée par chromatographie, et injectée aux lapins selon un protocole

couramment utilisé pour les immunisations. Nous avons vérifié que les antiséra

reconnaissent spécifiquement la protéine de Xenopus aussi bien sous sa forme dénaturée

(Fig. 8) que sous sa forme native (Fig.10, piste 12). L'estimation des titres des séra de

lapin a montré que I'immunisation réalisée avec la protéine native fournit des résultats

comparables à ceux obtenu avec le sérum auto-immun de malade (Fig. 8).

Ces antiséra sont désormais disponibles pour immunodépléter les extraits de transcription

et suivre I'immunodéplétion par Western-blot.

Une protéine La recombinante fonctionnelle

Dans I'optique de complémenter les extraits de transcription, nous avons testé la capacité

de la protéine La recombinante à lier des ARNs, similaires à ceux synthétisés par Pol III,
mais transcrits lrc vitro par I'ARN T7 polymérase. L'immunoprécipitation des La-RNPs

montre que la protéine recombinante lie préférentiellement le précurseur d'ARNtPhe qui

possède la séquence UUUUOH à son extrémité 3' (Fig.10). Les précurseurs qui se

terminent par la séquence GAUCOH sont tÈs faiblement immunoprécipités (environ 20

fois moins bien que le précurseur UUUUOH). Un tel résultat est aussi obtenu quand les

précurseurs sont incubés avec un extrait 5-100 indiquant que la protéine recombinante

possède des propriétés identiques à la protéine La endogène. Cependant, dans des
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conditions peu stringentes de liaison ARN/protéine recombinante ou de lavage des La-
RNPs, une quantité équivalente des précurseurs UUUUOH et GAUCOS est

immunoprécipitée (résultats non montrés). Cette perte de spécificité reflète probablement

I'affinité naturelle de La pour une molécule d'ARN. D'ailleurs, La peut se trouver

associer à des ARNs qui ne possèdent pas forcément la séquence UUUUOH à leur

extrémité 3'(109,17I). Par exemple, dans le cas du virus de la Polio, la protéine La se

trouve associée à I'ARN viral dans la région 5'UTR (région 5' non traduite) entre les

nucléotides 559 et 591. Cette région possède à la fois des résidus U internes et des

structures secondaires(109), mais il n'a pas été déterminé avec précision la nature de

I'interaction entre La et cet ARN du Poliovirus. Il est possible que la protéine La
reconnaisse une structure secondaire particulière dans la molécule d'ARN, cette propriété

de La ayant été précédemment mentionnée (M). La parution récente d'un manuscrit

décrivant la protéine La recombinante humaine capable de lier des ARNs double brin

indique qu'effectivement La reconnaît de telles structures (171). Un alignement de

séquences protéiques révèle d'ailleurs que la région de La comprise entre les acides

aminés 338 et 358 présente une certaine similitude avec le motif consensus des protéines

qui lient I'ARN double brin (171). Il faut noter cependant que ce motif, présent dans la

protéine La d'origine humaine et bovine, n'apparaît pas clairement dans la protéine de

Xenopus.

D'autre part, I'expression du cDNA LaBl dans des extraits de germe de blé nous a permis

de déterminer que la protéine La reconnaît I'ARN sous forme de monomère. Bien que les

protéines La portant l'épitope HAI (N-HA,C-HA) soient fonctionnelles, nous n'avons

jamais réussi à les co-précipiter avec la protéine La en utilisant un sérum anti-HA (Fig.

Il et l2). Les protéines ont été traduites séparément ou simultanément avec la protéine

La pour écarter la possibilité que la dimérisation s'effectue en cours de synthèse. Nous

avons également vérifié que la protéine La LC37 n'avait pas perdue un éventuel domaine

de dimérisation. Les expériences réalisées en remplaçant la protéine tronquée par la
protéine complète 81, ont confirmé les résultats obtenus avec la protéine LC37.

Protéine La et synthèse des résidus U terminaux

La transcription des gènes viraux VA et EBER, dans des extraits de cellules HeLa

immunodéplétés en protéine La par des auto-anticorps de patients, génère un nombre

réduit de transcrits dont la longueur est diminuée par rapport aux transcrits synthétisés

.l
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dans un extrait normal (5I,52). Le séquençage des ARNs plus courts révèle que

I'extrémité 3' des transcrits est manquante, en particulier la séquence UUUUOH (52). En

fractionnant les complexes de transcription sur un gradient de glycérol, après avoir

incubé le gène EBER2 dans un extrait 5-100 normal, deux types de complexes sont

identifiés. Le complexe o, qui sédimente le plus rapidement, génère des transcrits

complets. Le complexe B, plus lent, synthétise les transcrits courts (51). Les auteurs

interprètent ce résultat en suggérant que le complexe G, contrairement au complexe B,

contient la protéine Lace qui permet aux complexes o de générer des transcrits normaux,

alors que les complexes B arrêtent la transcription en amont des résidus U. Cependant, la

présence de La dans ces complexes n'a pu être détectée par analyse en ELISA. Toutefois,

Gottlieb et Steitz suggèrent que la protéine La est nécessaire pour synthétiser les U

finaux des ARNs (51,52).

Pour tester cette hypothèse, nous avons transcrit le gène d'ARNtPhe dans des extraits

déplétés avec un sérum pré-immun ou immun u-La. Ce gène contient deux sites de

terminaison: les transcrits P2, majoritaires, se terminent au premier signal rencontré (4T),

tandis que les transcrits Pl se terminent 24 nts en aval dans une série de 15T successifs.

Généralement, le rapport PZ{PI est égal à 3 puisque 75Vo des transcrits s'arrètent au

premier signal de terminaison, les 25Vo restants s'arrêtant au second signal. Dans

I'hypothèse où La est nécessaire à Ia synthèse des U terminaux selon le modèle discuté ci-

dessus, des extraits déplétés en protéine La doivent transcrire des ARNs Pl et P2 plus

courts. De plus, la transcription des ARNs P2 doit être avantagée au dépend de celle des

ARNs Pl, si on considère que La est nécessaire pour la synthèse de résidus U successifs.

En d'autres termes, le rapport Pznl doit devenir supérieur à 3 quand La devient

limitante. Nous avons montré, en immunodéplétant successivement les extraits 5-100 de

Xenopus avec des anticorps o-La que:

i) contrairement aux résultats de Gottlieb et Steitz, la diminution du nombre de transcrits

synthétisés dans un extrait déplétés en La est indépendante de I'absence de protéine La.

En effet, cette réduction du taux de transcription s'observe également quand les extraits

sont déplétés avec le sérum pré-immun (Fig.17). Cette diminution de I'efficacité de

transcription dans de tels extraits a été précédemment signalée et attribuée à une co-

déplétion de La et du facteur d'initiation TFIIIC (52). En ce qui nous concerne, ce

phénomène est inhérent à la méthode utilisée et nous avons estimé"que les extraits

déplétés conservent environ 3OVo d'activité par rapport à un extrait non traité. Par

conséquent, I'efficacité de transcription des extraits déplétés en La ou celle des extraits

traités avec le sérum pré-immun est sensiblement équivalente.
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ii) la longueur des transcrits est extrêmement variable dans des extraits traités avec le

sérum immun a-La. Tandis que les extraits non déplétés synthétisent des transcrits Pl et

P2 de longueur normale, la taille des ARNs synthétisés dans des extraits déplétés en La
est hétérogène: certains transcrits sont de longueur normale, d'autres sont allongés ou

raccourcis. Un transcrit court Px s'accumule particulièrement quand la protéine La

devient limitante. Le séquençage de I'ARN Px montre que I'oligonucléotide CUUUUOH

terminal manque (cf. Fig.21). Il suffit d'ajouter la protéine La recombinante aux extraits

déplétés avant d'initier la transcription pour restaurer à la fois le nombre et la longueur

des transcrits primaires. La présence de transcrits plus longs est incompatible avec

I'hypothèse de Gottlieb et Steitz (51,52) qui suppose, qu'en absence de protéine La,la
synthèse des transcrits Pol III s'arrète en amont des résidus U. La présence simultannée

d'ARN normaux, plus longs ou plus courts suggère davantage que, la liaison de La avec

les ARNs inhibe des activités enzymatiques capables d'allonger ou de dégrader les

transcrits naissants.

iii) nous n'avons jamais observé I'augmentation du rapport PZ4PI dans les extraits

déplétés en protéine La.

iv) nous avons montré que I'apparition du transcrit court Px peut être dissociée de la

transcription par Pol III. En effet, I'incubation dans un extrait déplété d'un précurseur

d'ARNt synthétisé par I'ARN T7 polymérase, génère des ARNs de tailles variables ainsi

que I'ARN Px, de façon similaire à une réaction de transcription dans les extraiis 5-100

(cf. Protéine La et stabilité des transcrits primaires).

Nos résultats suggèrent que la protéine La de Xenopus n'est pas nécessaire à la synthèse

des U finaux. Cependant, la variation du rapport P2tPl ne constitue pas un argument

majeur si on considère que les complexes de transcription qui synthétisent les transcrits

Pl sont déficients pour la reconnaissance d'un signal de terminaison constitué seulement

de quatre T dans le brin non codant de I'ADN. Néanmoins, la présence d'ARNs PI etP2
plus longs dans des extraits déplétés en La contrarie I'idée que La est nécessaire pour

compléter les transcrits Pol III et qu'en absence de La les complexes de transcription

pausent en amont des résidus U. Nous avons d'ailleurs confirmé en fractionnant les

extraits pour séparer les activités transcriptionnelles et nucléasiques, que les ARN

synthétisés en absence de La sont complets et qu'ils possèdent une extrémité 3' normale

(résultats non montrés).

l
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Protéine La et stabilité des transcrits primaires

Nous avons discuté précédemment qu'il est peu probable que La soit impliquée dans la

synthèse des résidus U terminaux des transcrits Pol III. Dans ce cas, comment expliquer

la présence du transcrit court Px dans les extraits déplétés en La? Le profil de

transcription observé en absence de protéine La, c'est à dire une grande hétérogénéité de

taille des ARNs, nous conduit à émettre I'hypothèse que la protéine La stabilise les

transcrits naissants synthétisés par Pol III. Cette hypothèse constitue une interprétation

alternative à celle de Gottlieb et Steitz si on envisage qu'une nucléase co-migre avec les

complexes B et dégrade les ARNs non protégés à leur extrémité 3' par la protéine La. En

effet, la majorité des résultats obtenus par ce groupe peut s'expliquer par la présence

d'une telle activité, exceptée I'expérience de Pulse-Chase. Cette expérience décrit que le

transcrit court EBER2 synthétisé dans un extrait déplété en protéine La, retrouve une

longueur normale après I'addition d'extrait 5-100 ou de protéine recombinante purifiée.

Cependant, nous n'avons pas d'explication pour interpréter ce résultat dans I'hypothèse

d'une activité nucléasique.

L'expérience réalisée dans la figure 17 ne permet pas de distinguer si I'ARN est modifié à

son extrémité 5' ou 3', de même qu'on ne peut faire la distinction entre un effet

transcriptionnel ou post-transcriptionnel. En effet, si comme le suggère Gottlieb et Steitz

(5I,52), la protéine La est associée au facteur d'initiation TFIIIC, une co-déplétion de La

et de TFIIIC pourrait conduire à une déficience dans I'assemblage du complexe

d'initiation. Par conséquent, la polymérase, mal positionnée sur le site d'initiation,

débuterait la synthèse en amont et en aval du site +1.

Pour distinguer entre ces possibilités, nous avons choisi d'incuber dans des extraits

préalablement immunodéplétés avec le sérum pré-immun ou le sérum immun, un

précurseur d'ARN synthétisé in vitro par I'ARN T7 polymérase (Fig.22). Nous avons

remarqué que I'ARN incubé dans des extraits déplétés en La est très instable et que sa

taille subit les mêmes fluctuations que dans I'expérience de transcription (Fig.Il et ci-

dessus). De plus, le même transcrit court Px s'accumule. La stabilité des ARNs est

complètement restaurée quand la protéine La recombinante est ajoutée simultanément

aux précurseurs. Ces expériences suggèrent que le mécanisme responsable de I'altération

des transcrits primaires est un évènement post-transcriptionnel qui agit sur I'extrémité 3'

des transcrits. L'activité enzymatique allongeant le transcrit est supposée être une
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poly(U)-polymérase, déjà identifîées et purifiées à partir d'extraits cellulaires (a). De

même, nous expliquons le raccourcissement des ARNs par une activité nucléasique, et

plus précisément 3' exonucléasique, dont certaines ont été reportées comme nécessaires à

la maturation de nombreux ARNs comme Ul, U6, des ARNs ribosomiques ou des ARNI
(14,721,157). La structure secondaire du précurseur pennet à elle seule d'expliquer

I'accumulation du transcrit Px. En effet, le précurseur possède une structure secondaire en

forme d'épingle à cheveux juste en amont de la séquence UUUUOH (Fig.19). Dans

I'hypothèse où le précurseur d'ARNt est dégradé à partir de son extrémité 3' par une

exonucléase, les régions simple brin de la molécule sont sensibles à I'activité nucléasique,

contrairement aux régions double brin. La présence d'une structure secondaire pourrait

donc ralentir provisoirement la dégradation de I'ARN ayant comme conséquence

I'accumulation de Px. A cet égard, en réexaminant les données obtenues avec I'ARN
VA200 (52), le séquençage du transcrit court synthétisé dans un extrait déplété en

protéine La révèle une diminution, non seuleument du nombre de mole d'oligonucléotide

terminal, mais aussi du nombre de mole d'oligonucléotide CUAG. Cet oligonucléotide se

situe juste en amont de I'oligo(U) correspondant à la séquence 3' terminale de I'ARN.

Cette séquence CUAG fait partie d'une région d'ARN simple brin, donc sensible à

l'action d'une exonucléase qui digère le transcrit dans le sens 3'-+5'. La diminution de cet

oligonucléotide est donc compatible avec I'idée que I'interaction de la protéine La avec

un transcrit Pol III stabilise cet ARN en le protégeant d'une activité exonucléasique. Par

contre, il discrédite le modèle selon lequel la protéine La est nécessaire pour la synthèse

des résidus U terminaux. Nous avons d'ailleurs vérifié que des précurseurs d'ARNt mutés

dans la région 3' dans le but d'éliminer les structures secondaires sont instables en

absence de La et surtout ne génèrent pas I'ARN Px (Fig.16 et résultats non montrés).

L'ensemble de ces résultats montrent que I'apparition d'un transcrit incomplet auquel il
manque les résidus U terminaux est indépendante de la transcription par Pol III. Au

contraire, la présence d'un tel transcrit s'explique par sa dégradation 3' exonucléasique. Il
semble donc que la protéine La protège I'extrémité 3' des transcrits Pol Itr et que I'activité

exonucléase responsable de leur dégradation est inhibée par des structurcs sccondaircs.

Protéine La et relâchement des transcrits Pol III.

La terminaison de la transcription implique deux évènements successifs: I'arrêt de la

synthèse du transcrit naissant et son relâchement du complexe de transcription. Cette
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disruption du complexe ternaire (ADN/ARN/PoI III) est sensé permettre le recyclage de

la polymérase pour d'autres tours de transcription.

Nous avons montré en utilisant des approches différentes que la protéine La de Xenopus

n'est pas nécessaire pour faciliter le relâchement des transcrits naissants.

La première approche consiste à comparer I'efficacité de transcription d'un extrait déplété

en protéine La en présence ou en absence d'héparine (Fig.2aB). L'héparine est

couramment utilisée comme inhibiteur de la réinitiation. Ce genre d'expérience permet de

quantifier les transcrits synthétisés en un tour de transcription (71). Si La est nécessaire

pour relâcher les transcrits naissants, et par conséquent pour recycler la polymérase, le

nombre d'ARNs synthétisés dans un extrait déplété à près de 99Vo en protéine La doit

correspondre au nombre d'ARNs synthétisés en un seul tour de transcription. Nous avons

montré que de tels extraits sont capables d'assurer plusieurs tours de transcription avec

une efficacité de transcription similaire à celle d'extraits traités avec le sérum pré-immtrn.

Nous avons estimé que les deux types d'extraits réinitient la transcription près de 30 fois

si I'on considère seulement 30Vo des matrices engagées avec un complexe de transcription

Fig.2aB et 278). Ce nombre de matrices actives a été déterminé sur la base des

expériences réalisées en présence d'héparine. Au total sont synthétisées environs 30 fmol

de transcrits. Or, les extraits, déplétés à99Vo en protéine La, contiennent encore entre 20

à 30 fmol de protéine. Afin de déterminer si la protéine La restant dans ces extraits est

fonctionnelle, nous avons immunoprécipité les transcrits néo-synthétisés uu"" les

anticorps cr-La. L'absence d'ARNs précipités prouve que ces derniers ne sont pas engagés

dans une liaison avec la protéine La. Ces résultats suggèrent que La n'est pas nécessaire

au recyclage de la polymérase, en d'autres termes au relâchement du transcrit. De plus, la

longueur des ARNs Pl et P2 est identique pour les deux types d'extraits. Cette

observation nous permet d'appuyer la conclusion du paragraphe précédent, à savoir que la

synthèse des résidus U terminaux ne dépend pas de la présence de La. D'autre part, nous

pouvons affirmer que dans ces conditions expérimentales, une durée de transcription

égale à 5mn permet exclusivement I'analyse d'évènements transcriptionnels et non post-

transcriptionnels puisque les formes maturées ou dégradées des ARNs n'apparaissent pas

sur le gel, même en absence de protéine La. Nous pouvons aussi remarquer que I'addition

de protéine La n'augmente pas le nombre de précurseurs synthétisés signifiant que dans

un extrait normal, la protéine La n'est pas un facteur limitant de la transcription par Pol

III. L'immunoprécipitation des transcrits, suite à I'addition de protéine La recombinante,

suggère pourtant que cette protéine est fonctionnelle. Bien sûr, nous ne pouvons affirmer

que la protéine recombinante est entièrement active, sur la seule base de sa liaison avec

les transcrits primaires. L'absence de modifications post-traductionnelles telles que les
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phosphorylations ou glycosylations sur une protéine d'origine eucaryote produite dans E.

coli, peavent être necessaires pour assurer d'autres fonctions à Ia protéine La.

La seconde approche consiste à immobiliser le gène d'ARNtPhe sur des billes

magnétiques par I'intermédiaire d'une forte liaison entre la biotine et la streptavidine

(Fig.28B). Après formation et lavages des complexes binaires (ADN/Pol III), la
transcription est initiée par addition des NTPs, puis la réaction est séparée en une fraction

relâchée ou retenue. La fraction relâchée contient les ARNs libres ou sous forme de RNP.

La fraction retenue contient les ARNs attachés au complexe de transcription. Comme

précédemment, si La permet de relâcher les transcrits naissants, les ARNs synthétisés à

partir d'un extrait déplété en protéine La doivent rester accrochés aux billes par

I'intermédiaire du complexe de transcription. Cette expérience montre que plus de 90Vo

des ARNs synthétisés dans de tels extraits sont relâchés du complexe. Ces ARNs se

trouvent sous forme libre, non associés à la protéine La, puisqu'ils ne peuvent être

précipités par les anticorps cr,-La. Contrairement aux extraits déplétés avec le sérum pré-

immun, les extraits déplétés avec les anticorps cr-La contiennent quelques ARNs matures.

Ce phénomène peut s'expliquer par un rinçage insuffisant des complexes. En effet, nous

avons remarqué que la maturation des précurseurs transcrits dans un extrait c-La est plus

rapide (cf. ci-dessotx Protéine La et maturation des transcrits PolIII). Dans ce cas, en

présence d'activité résiduelle de maturation, les précurseurs qui ne sont pas liés à leur

extrémité 3' par la protéine La sont maturés. Toutefois, il semble que le rinçage ait

permis l'élimination des nucléases puisque le nombre de précurseurs synthétisés dans les

deux types d'extrait (déplété et non déplété) est similaire. De plus, le nombre d'ARNs des

fractions retenues étant équivalent pour chaque extrait, ceci est un argument

supplémentaire pour dire que la protéine La de Xenopus n'est pas nécessaire au

relâchement des transcrits Pol III.

Ces résultats sont en accord avec ceux de plusieurs groupes suggérant que la polymérase

III est capable de terminer et donc de relâcher un transcrit naissant en absence de tout

autre facteur. Cette idée repose essentiellement sur deux expériences utilisant une

fraction purifiée de la polymérase et sur une troisième expérience utilisant la génétique

chezla levure:

i) la première expérience concerne la transcription du gène 55 somatique de Xenopus par

la polymérase purifiée à partir d'extraits ovariens (31). Les auteurs montrent que si la

polymérase ne peut initier correctement la transcription en absence de facteurs

d'initiation, elle est cependant capable de terminer correctement la transcription des ARN
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55. Toutefois, la procédure analytique utilisée dans cette expérience ne permet pas de
déterminer si les transcrits sont effectivement relâchés. Pourtant il est peu probable que le
complexe soit dans un état de pause "forcée" par I'absence d'un éventuel facteur de
relâchement. En effet, certaines polymérases qui rencontrent cette situation disposent
d'une activité ribonucléasique 3'->5' (probablement dans la sous-unité B du noyau de la
polymérase (14)) leur permettant de faire marche arrière pour tenter de surpasser

I'obstacle qui provoque I'arrêt momentanné de l'élongation. C'est le cas aussi bien pour la
polymérase d'8. coli (14), que pour I'ARN polymérase II (63) et la polymérase III (166).

On peut alors imaginer que dans une telle situation, un certain nombre de transcrits plus

courts doit apparaître. Or la longueur des ARNs identifiés dans cet article correspond

toujours à celle attendue.

ii) la seconde expérience correspond à la transcription promoteur-indépendante du même
gène. La transcription par une fraction purifiée de Pol III est initiée à partir d'une

extrémité poly(dC) 3' surplombante (18). Dans ces conditions, 4OVo des transcrits se

terminent au signal de terminaison caractéristique d'un gène de classe III, les 60Vo

restants correspondent à des transcrits de fuite. Les auteurs montrent que non seulement

Pol III purifiée est capable de terminer correctement la synthèse des transcrits mais aussi

de relâcher ces derniers du complexe de transcription. Par contre, les transcrits de fuite
forment des hybrides stables avec I'ADN. Il est interressant de noter que laddition de

protéine La recombinante ne modifie pas le profil de transcription, c'est à dire que La
n'est pas capable de déplacer I'ARN hybridé avec I'ADN. Ceci est en désaccord complet
avec un manuscrit attribuant une activité ARN/ADN hélicase à la protéine La
recombinante humaine (6). Cependant, ce manuscrit est aujourd'hui contesté car les

anticorps monoclonaux utilisés pour purifier la protéine La se sont révélés reconnaître

une autre protéine liant les ARNm, la protéine SC35 (20).

iii) la troisième expérience utilise la génétique de la levure en cherchant à compenser une

mutation dans la séquence de terminaison d'un gène d'ARNt. La seule mutation

compensatrice identifiée pour un tel défaut se localise dans la sous-unité Cl28 de la
polymérase qui possède justement une certaine homologie avec la sous-unité p de la
polymérase d'8. coli (64,65). A ce sujet, il est interressant de noter qu'une mutation dans

cette sous-unité B de la polymérase d'8. coli altère simultanément la pause et la
terminaison de la transcription. Un temps de pause réduit corrèle avec une diminution de

I'efficacité de terminaison. Ceci renforce I'idée que les mécanismes qui gouvernent la
terminaison de la transcription sont intrinsèques aux polymérases (43).

La transcription est un mécanisme processif, c'est à dire qu'elle s'effectue avec une
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vitesse variable (7,101). Des expériences réalisées avec la polymérase III purifiée de

levure montrent que, très souvent, I'incorporation d'un A ou d'un U succéssif à un résidu

U dans la chaîne ARN ralentie la vitesse d'élongation (7,101 et B. Hall communication

personnelle). Il est possible d'imaginer que I'augmentation du temps de pause de la
polymérase sur une séquence particulière favorise la disruption du complexe de

transcription en relâchant I'ARN naissant et en recyclant la polymérase. La nature même

de la séquence 3' terminale des transcrits Pol III, UUUU911, représente des conditions

particulièrement défavorables à la poursuite de l'élongation puisqu'elle implique des

additions succéssives de résidus U.

De récentes expériences suggèrent que la polymérase III purifiée à partir de germe de

blé reconnaît seule le signal de terminaison de la transcription et que les ARNs

synthétisés sont complets et relâchés. Dans ce cas, ni I'addition d'extrait brut, ni I'addition

de protéine La recombinante humaine ne modifie le profil de transcription (162). Ces

résultats impliquent que, soit I'extrait ne contient pas de facteur semblable à la protéine

La ou que la protéine La n'est pas un facteur de relâchement, ou encore que la protéine

recombinante n'est pas fonctionnelle. Pourtant, un manuscrit récent indique que la

protéine recombinante est active puisqu'il montre même qu'elle facilite le relâchement

des transcrits Pol III (98). Dans cet article, un gène Alu, muté dans les séquences

adjacentes au signal de terminaison T4, est immobilisé sur des billes d'agafose par

I'intermédiaire d'une liaison streptavidine-biotine. [æs réactions de transcription sont

effectuées avec un complexe ternaire (ADN/ARNÆoI III) préalablement rincé pour

éliminer la protéine La endogène. Dans ces conditions, les transcrits sont inefficacement

relâchés. L'addition de protéine La recombinante, contrairement à I'addition de TFIID,

s'accompagne d'un relâchement des ARNs puisque ceux-ci se retrouvent dans le

surnageant. La question est désormais de savoir comment réconcilier ces résultats avec

les nôtres, sachant que les approches utilisées sont sensiblement les mêmes.

Bien sûr, les systèmes étudiés sont différents et concernent les plantes, la levure, les

amphibiens ou les mammifères. Mais cela est-il suffisant? Car s'il est possible que la

protéine recombinante humaine ne complémente un extrait de germe de blé, il est peu

probable qu'elle ne complémente pas aussi un extrait de Xenopus, étant donnée

I'homologie entre ces deux protéines. D'autre part, la complémentation d'un extrait de

levure était jusqu'à ce jour impossible faute d'identification de la protéine La dans cet

organisme

Si les fonctions des protéines La de Xenopus et humaine sont similaires, comment
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expliquer la différence entre nos résultats et ceux de Maria et al. (98). Bien que nous

ayons tous deux choisi d'immobiliser les gènes à transcrire, les conditions expérimentales

varient dans la manière de former les complexes de transcription et dans les gènes

immobilisés. En effet, dans notre cas, préalablement à la transcription, nous rinçons des

complexes binaires (ADN/protéines) où I'ADN est un gène d'ARNt alors que Maraia et

al. rincent des complexes ternaires (ADN/ARN/protéines) où I'ADN est un gène Alu. On

pourrait alors supposer que la protéine La, présente dans un complexe binaire, quitte ce

complexe au moment de l'élongation. Ce phénomène a, par exemple, été démontré pour

le facteur TFIIH. Cependant, cette explication est peu probable car nous utilisons des

extraits déplétés dans lesquels plus de 99Vo de la protéine La a été éliminée. De plus,

nous montrons que les ARNs relâchés dans le surnageant ne sont pas associés à la
protéine La restante. Ce dernier résultat suggère que les traces de protéine La que nous

n'arrivons pas à éliminer, n'est accessible ni aux anticorps, ni aux précurseurs.

Le choix d'ajouter TFIID à la place de La dans les extraits de transcription est quelque

peu contestable, car il ne permet pas de distinguer entre un effet spécifique de La et un

effet dû à une simple affinité pour I'ARN. La protéine La présente une grande affinité

pour les séquences poly(U) terminales. La présence d'une telle protéine à proximité d'un

complexe de transcription à I'arrêt (dans I'hypothèse où La est un facteur de relâchement)

peut entraîner la disruption de ce complexe par I'intermédiaire de sa liaison avec I'ARN.

Pour distinguer entre ces deux phénomènes (forte attraction ARN/La ou relâchement

spécifique), il eut été plus judicieux d'utiliser comme contrôle négatif des protéines qui

présentent elles aussi une affinité pour des séquences poly(U), telles que PUB1 (poly(U)-

binding protein 1 (104)) ou PTB (polypyrimidine tract protein).

L'ensemble de nos résultats n'a pas apporté d'évidence quant au rôle de La dans la

terminaison de la transcription par I'ARN polymérase III. Des expériences troublantes

effectuées avec une fraction brute contenant la polymérase III de levure et les facteurs

d'initiation montrent que des réactions de transcription simple tour génèrent des

transcrits complets qui sont ultérieurement relâchés du complexe de transcription (101).

De même, la présence de fractions hautement purifiées contenant Pol III d'une part et

TFIIIB d'autre part suffit pour assurer plusieurs tours de transcription. Læs ARNs alors

synthétisés sont complets et se terminent au signal de terminaison de la transcription pour

Pol III (71).La composition de TFIIIB et de Pol III indiquent qu'il est peu probable

qu'un facteur intervienne pour relâcher le transcrit naissant. Cependant, seules des

expériences de transcription utilisant des produits clonés permettront de confirmer cette

hypothèse.
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Protéine La et maturation des transcrits Pol III

Une particularité de la protéine La est son association transitoire avec les ARNs

précurseurs synthétisés par Pol III. Dans I'hypothèse où la protéine La n'est pas un facteur

de terminaison, quelle est la signification de cette liaison? Permet-elle de contrôler le

transport nucléocytoplasmique de ces ARNs en assurant la rétention nucléaire des formes

non matures? Dirige t-elle ces précurseurs vers des sites de maturation spécifiques par

I'intermédiaire d'interactions avec d'autres protéines nucléaires? Assure t-elle

essentiellement la protection des nouveaux transcrits contre la dégradation par des 3'

exonucléases?

Nous avons remarqué qu'en absence de protéine La, les précurseurs qui échappent à la

dégradation nucléasique sont plus rapidement maturés que dans un extrait normal

(Fig.22). Les formes matures apparaissent après l5mn d'incubation dans un extrait a,La,
contre 30mn dans un extrait normal. Inversement, I'excès de protéine La ralentie la

vitesse de maturation des précurseurs (Fig.17 et 22). Ce ralentissement concerne

I'extrémité 3' du précurseur puisque les formes intermédaires de maturation, qui

correspondent au précurseur maturé à I'extrémité 5' par la RNaseP, s'accumulent. Cette

inhibition de la maturation 3' des précurseurs Pol III a été mentionnée dans des

organismes tels que la levure S. cerevisiae (14) et la drosophile D. melanogaster

(87 ,124). Par exemple, les précurseurs d'ARN 55 synthétisés dans un extrait de levure en

présence d'un excès d'oligonucléotide (Up) UOH sont raccourcis à leur extrémité 3'.

Dans ces conditions de transcription, le nombre d'ARNs matures est diminué. Ce résultat

suggère qu'une protéine "La-like" qui reconnaît des séquences riches en U se lie aux

précurseurs pour les protéger d'une activité 3' nucléasique et participe ainsi à la
régulation fonctionnelle des ARN 55 (1a). On ignore les séquences nucléotidiques et la

nature des protéines impliquées dans la maturation de cet ARN, mais la destruction de

certaines structures secondaires inhibe le processus de maturation. Chez la levure comme

chezla drosophile, on suppose que ce processus fait intervenir une 3'exonucléase. Chez

la drosophile, on a remarqué que I'extrémité 3' de I'ARN 55 prémature, constituée d'une

série de résidus U (U5) inhibe I'activité 3' exonucléase impliquée dans la réaction de

maturation (125). Une protéine d'environ 50 kDa, affine pour le poly(U) simple brin est

responsable de cette inhibition (87). L'importance de la protéine La (ou d'une protéine

analogue) dans la maturation du précurseur de I'ARN 55 a été mentionnée préalablement

pour maintenir les formes précurseurs dans le noyau (53) et pour assurer à cet ARN,

naturellement instable, une maturation en un produit fonctionnel (L24). Ces éventuelles
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fonctions pour La peuvent être transposées aux précurseurs d'ARNt car il semble que

chezlalevure,la maturation de I'extrémité 3'des ARN 55 et des ARNI partagent certains

composants. En effet, des précurseurs d'ARNt dimériques et d'ARN 55 partiellement

maturés s'accumulent dans les cellules rna82 qui possèdent une mutation dans

I'endonucléase impliquée dans la maturation des pré-ARNt dimériques. Le séquençage

des produits intermédiaires de maturation a révélé qu'une 3' exonucléase qui catalyse le

raccourcissement des pré-ARNt pourrait être identique à I'activité qui raccourcit

I'extrémité 3'des pré-ARN 55 (121).

De même, la protéine La pourrait être un régulateur fonctionnel de I'ARN U6 puisque

seule la forme précurseur est liée à la protéine. Une modification à I'extrémité 3' ou 5' de

I'ARN U6 libère I'ARN des particules La-RNP, permettant son association avec lJ4
(157),les particules snRNP U4N6 correspondant aux formes actives dans l'épissage des

ARNm.

Protéine La et traduction des ARNm

Récemment, il a été proposé que La facilite I'initiation interne de la traduction des

ARNm (109,152). Ce processus est essentiellement étudié chez les virus tels le virus de

la poliomyélite ou de I'encéphalomyocardite. Il s'oppose au modèle de "scanning" du

ribosome selon lequel le ribosome atteint le codon initiateur AUG en s'ancrant d'abord

sur I'extrémité 5' coiffée de I'ARNm et en parcourant cet ARN jusqu'à rencontrer la

meilleure séquence consensus pour I'initiation de la traduction. Comment expliquer I'effet

de la protéine La sur la traducl.ion in vitro de I'ARNm du Poliovirus? Existe t-il des

ARNm cellulaires également traduits par des mécanismes d'initiation interne et qui

nécessitent la présence de La?

L'augmentation de I'efficacité globale de traduction de I'ARNm du Poliovirus n'est pas

spécifique à la protéine La. D'autres protéines comme GEF (guanine nucleotide exchange

factor) et le facteur d'initiation de la traduction eIJ.-Z augmentent la quantité de protéines

produites dans un extrait de réticulocyte de lapin (152). Cependant, seule La corrige

I'initiation de la traduction en permettant I'utilisation préférentielle du codon d'initiation

pour la protéine virale Pl et en diminuant I'initiation sur des codons AUG qui conduisent

à la synthèse de protéines aberrantes. Alors que la protéine La se localise principalement

dans le noyau, ce même groupe a montré que, suite à I'infection virale, la protéine La est

redistribuée préférentiellement dans le cytoplasme (109). Ce phénomène n'est pas isolé et

il existe d'autres exemples où des protéines changent de compartiment cellulaire en Se
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liant avec un ARN viral (159). Or on sait que La lie directement I'ARN viral dans sa

région 5' non traduite (5'UTR). Cette région 5'UTR contient le motif hautement conservé

caractéristique de I'initiation cap-indépendante de la traduction. Cette région est très

structurée et la nécessicité de La pour aider I'initiation interne de la traduction revêt une

dimension particulière depuis la découverte très récente que La possède aussi la capacité

de dérouler un double brin d'ARN (171). On imagine aisément qu'une telle fonction

facilite la lecture du ribosome sur I'ARN. Dans I'hypothèse où le meilleur codon

initiateur serait masqué par une structure secondaire, le ribosome initierait la traduction

sur d'autres codons AUG donnant des protéines aberrantes. La présence de la protéine La

rendrait accessible le bon codon initiateur au ribosome, en déstabilisant les structures

secondaires de la région 5'UTR. Bien qu'il existe dans les cellules, des ARNm traduits

par un mécanisme d'initiation interne (106,116), on ignore actuellement si La est utilisée

de façon similaire par I'appareil traductionnel.

Une nrotéine La existe chez la levure S.cerevisiae

Malgré certaines évidences mentionnant I'existence d'une protéine "La-like!' chez la

levure, toutes les approches utilisées pour identifier une telle protéine ont échoué

(14,64,65). Pourtant le fait de déstabiliser un pré-ARN 55 simplement par un excès

d'oligo(U) constitue une bonne indication pour dire qu'une protéine capable de lier une

séquence riche en U existe dans un extrait cellulaire de levure (14). Nous avons montré à

I'aide d'un test fonctionnel qu'effectivement, ces extraits contiennent une protéine qui lie

préférentiellement un précurseur d'ARNt se terminant par la séquence UUUUO11

(Fig.29). Une protéine qui présente les mêmes caractéristiques a été clonée en isolant le

gène YLA1 à partir d'une banque génomique de S. cerevisiae à I'aide d'un

oligonucléotide spécifique pour la partie 5' codante (Fig.32 et 37). D'autres approches se

sont révélées infructueuses, soit parce que le sérum o-La de lapin reconnaissant une

protéine de levure d'environ 52 kDa contenait trop d'anticorps dirigés contre des

protéines d'8. coli, soit parce que la surexpression de la protéine La de Xenopus dans la

levure ne perturbait pas la croissance de la cellule hôte. Cet effet de tolérance apparente

pour la protéine de Xenopus peut s'expliquer principalement par deux raisons. Soit la

protéine de Xenopus ne complémente pas celle de S. cerevisiae, soit la protéine de levure

n'est pas essentielle à la viabilité cellulaire. Ceci a d'ailleurs été confirmé ultérieurement

en disruptant le gène YLAI avec le marqueur de sélection URA3. L'analyse des tétrades

donnant quatres spores viables sur milieu riche ou une ségrégation 212 sur milieu sélectif
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confirme que ce gène n'est pas essentiel à la viabilité cellulaire. Il existe d'ailleurs

d'autres exemples dans cet organisme où des gènes codant des protéines qui lient I'ARN

ne sont pas essentiels (32).

La comparaison des séquences protéiques a révélé que la protéine La de levure (LaY) est

34Vo homologue à la protéine de Xenopus et jusqu'à 4OVo homologue à la protéine

humaine (Tableau 2). L'homologie avec les protéines La des eucaryotes supérieurs atteint

même 74Vo si on ne considère que le I92 prcmiers acides aminés. Ces pourcentages

suffisent pour soutenir I'idée que LaY est probablement I'homologue fonctionnel de la

protéine La puisque I'homologie entre le facteur d'initiation TFIIIA de levure et celui de

Xenopus ne dépasse pas20Vo (5,170). Sur la base de cette comparaison nous avons défini

les rnotifs RNPI et RNP2 qui ressemblcnt aux régions consensus de liaison à I'ARN. La

structure clu rnotif RNP consiste en quatre brins B antiparallèles maintenus par deux

hélices u (73,IO2). La partie qui contacte I'ARN se situe généralement sur les brins B2 et

B3 ainsi que sur la boucle qui les relie. Cette boucle étant tÈs variable selon les motifs

RNPs, elle est supposée conferrer la spécificité de liaison à I'ARN.

Dans la protéine de levure, les régions RNP qui ressemblent aux motifs RNP1 et RNP2

sont moins bien conservées que pour I'ensemble des autres protéines La (cf. Fig.34). Il

semble que, dans la levure, le motif RNP est souvent peu homologue au motif RNP des

eucaryotes supérieurs. Il peut même être parfois très variable entre les protéines de

levure, au point d'être assez distant de la séquence consensus RNP (32). Pour vérifier si

la séquence RNP1 identifiée dans la protéine LaY correspond à la région de la protéine

qui contacte I'ARN, nous avons construit quelques rnutants (Fig.38). Nous avons

déterminé une région comprise entre les acides aminés 136 et 185 qui contient RNP1

comme nécessaire pour lier I'ARN (Fig. 0). Cependant, le changement du deuxième et

du troisième acide aminé de RNP1 ne modifie pas la liaison avec I'ARN (Fig.al). Alors

que ces acides aminés sont généralement importants pour la liaison protéine/ARN, il
semble que dans la levure, d'autres acides aminés sont impliqués dans la liaison de La

avec les précurseurs d'ARNt. Des expériences de mutagénèse supplémentaires sont

nécessaires pour définir avec plus de précision les points de contacts entre la protéine La

et un ARN simulant un transcrit Pol Itr.

En se basant sur la capacité de la protéine LaY à lier un précurseur d'ARNt (UUUUOH)

et sur I'homologie de séquence qui existe entre cette protéine et les autres protéines La,

LaY est défini comme I'homologue fonctionnel de la protéine Lachez la levure. Bien sûr,

nous ne pouvons exclure Ia possibilité qu'il existe une autre protéine équivalente dans cet
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organisme. L'existence d'une telle protéine pourrait d'ailleurs expliquer I'absence de

phénotype particulier suite à la disruption du gène YLAI. Cependant, le résultat négatif
concernant I'immunoprécipitation des La-RNP formées à partir de la protéine LaY
traduite dans un extrait de germe de blé ne signifie pas obligatoirement que le sérum cr-

La reconnaît dans I'extrait brut une autre protéine capable de se substituer à la protéine

LaY. En effet, les extraits de germe de blé produisent peu de protéines. Or, nous savons

que les anticorps o-La dirigés contre la protéine de Xenopus ont peu d'affinité pour la

protéine de levure. Il est donc possible que ces expériences aient été réalisées en dessous

du seuil de détectabilité. Cependant, on ne peut exclure qu'il existe dans la levure une

autre protéine qui ressemble à la protéine La. En effet, d'après un gel d'électrophorèse en

deux dimensions de protéines isolées à partir de S. cerevisiae sur la base de leur affinité

pour la séquence poly(U), au moins trois protéines basiques peuvent être identifiées. Une

de ces protéines migre avec un poids moléculaire apparent de 37 kDa et pourraît

correspondre à la protéine que nous avons clonée. Une autre protéine qui semble avoir le

même point isoélectrique (pI) migre avec un poids moléculaire apparent égal à 56 kDa.

Une troisième protéine de 52 Y,Da, possédant un pI légèrement plus basique, est

nettement plus abondante que les protéines précédentes. Les protéines de 52 kDa et 56

kDa représentent des candidats potentiels pour suppléer la protéine LaY dans les cellules

dont le gène YLAI aété interrompu par le marqueur URA3.

Perspectives

La découvefte chez la levure d'une protéine qui ressemble à la protéine La va suscité

sans nul doute un grand intérêt. Des expériences peuvent désormais être réalisées dans

cet organisme pour tenter d'éclaircir le rôle de La dans la terminaison de la transcription

des gènes de classe III. Le fait que le gène YLA1 soit unique et non essentiel à la
viabilité cellulaire permet d'étudier à I'aide de méthodes biochimiques, la synthèse et le

devenir des transcrits Pol III en absence totale de protéine LaY. En effet, il est

maintenant possible d'éliminer complètement la protéine La d'un extrait cellulaire par

délétion chromosomale du gène YLAI et de comparer directement la transcription d'un

gène de classe III en absence ou en présence de La. De telles expériences permettront de

confronter le modèle qui propose la protéine La comme facteur de relâchement du

transcrit (51,52,98) et celui qui suggère que I'ARN polymérase III termine efficacement

la transcription en absence de facteur protéique (7,18,3 t,64,65,L01,162).
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L'utilisation du pouvoir génétique des levures permettra peut-être d'identifier d'autres
fonctions pour la protéine La. L'approche qui consiste à utiliser des mutants
thermosensibles de La et à identifier les mutations compensatrices seront importantes
pour confirmer le rôle de La dans la terminaison de la transcription ou, au contraire pour
suggérer de nouvelles fonctions pour la protéine. Par exemple, des investigations sur le
rôle potentiel de La dans le transport ou la maturation des transcrits synthétisés par pol

III sont désormais facilitées, sans oublier une fonction éventuelle de La dans I'initiation
interne de la traduction. Les années qui suivent seront certainement très riches en
découvertes et permettront sans doute d'éclaircir le mystère quant à la fonction de la
protéine La.
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