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Les outils génétiques, ainsi que sa facilité de culture, ont contribué à imposer au 

cours des dernières décennies la levure Saccharomyces cerevisiae, premier organisme 

eucaryote dont le génome a été intégralement séquencé (Goffeau et al., 1996), comme 

un modèle d'étude de la cellule eucaryote. Les quelques 6000 gènes présents dans le 

génome de cet organisme renferment les informations nécessaires à la réalisation des 

processus fondamentaux du fonctionnement cellulaire, processus extrêmement 

conservés au cours de l'évolution.  

Le génome de la levure, comme celui des autres eucaryotes, a une structure 

plus complexe que celui des bactéries. Tout d'abord, l'ADN est condensé dans 

l'espace nucléaire sous forme de chromatine. Tout en structurant le génome, la 

chromatine doit laisser un accès à l'ADN. On trouve chez les eucaryotes de 

nombreux complexes protéines qui ont pour rôle de lever la barrière chromatinienne 

mais aussi de participer au maintien de cette structure. La modulation de cette 

structure fait partie intégrante des mécanismes de régulation de l'expression des 

gènes.  

Alors qu'une ARN polymérase est suffisante pour transcrire la totalité du 

génome chez les bactéries, trois enzymes différentes sont requises pour transcrire 

l'intégralité du génome eucaryote. L'appareil transcriptionnel de S. cerevisiae est, à ce 

jour, le mieux caractérisé chez les eucaryotes. Tous les gènes codant les sous-unités 

d'ARN polymérases ont été identifiés. Un nouveau pas a été franchi récemment avec 

la résolution de la structure de l'ARN polymérase II (Cramer et al., 2000 ; Cramer et 

al., 2001). La parution de cette structure a marqué un tournant décisif dans l'étude 

des mécanismes transcriptionnels.  

Je me suis intéressée au cours de ces années à deux aspects de la transcription. 

Dans un premier temps, j’ai poursuivi l’étude entamée au cours de mon DEA. Nous 

nous sommes intéressés à la fonction de l'interaction qui existe entre deux sous-

unités de l'ARN polymérase III, C160 et ABC27. Nous n’avons obtenu que peu de 

résultats supplémentaires. J’ai toutefois choisi de les présenter brièvement dans la 
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première partie du chapitre résultats. N'ayant pas obtenu de mutants avec des 

phénotypes marqué, nous avons préféré ne pas poursuivre cette étude.  

Dans la deuxième partie de ma thèse, nous avons focalisé notre attention sur les 

liens entre la transcription et le remodelage de la structure de la chromatine. En effet, 

des interactions entre les machineries de transcription et le complexe de remodelage 

de la chromatine RSC ont été découvertes au laboratoire. Il m'a été proposé d'étudier 

ces interactions et de rechercher des défauts transcriptionnels liés à une mutation 

dans une des sous-unités du complexe RSC. Ce travail nous a permis d'isoler un 

mutant de la protéine Rsc4 dont l'étude du transcriptome a révélé un comportement 

transcriptionnel très particulier.  

L’introduction de ce manuscrit est structurée en quatre parties. Le premier 

chapitre est consacré à l’appareil transcriptionnel de S. cerevisiae et plus 

particulièrement à la fonction des différents composants de l’ARN polymérase III. 

Dans un deuxième chapitre, j’ai souhaité aborder certains aspects de l’architecture 

nucléaire, notamment la structure chromatinienne de l’ADN, et leurs implications 

sur le déroulement de la transcription. En particulier, il m’a semblé important de 

montrer que la structure chromatinienne de l’ADN constitue un moyen de régulation 

de la transcription par la modulation de l’accessibilité de l’ADN à la machinerie de 

transcription. Les deux dernières parties de cette introduction sont consacrées aux 

modalités de remaniements de la chromatine. Le chapitre III traite des modifications  

post-traductionnelles des histones. Le chapitre IV est quant à lui centré sur les 

complexes de remodelage de la chromatine du type SWI/SNF. Ces deux grands 

mécanismes de remodelage ne sont pas indépendants et sont en fait étroitement 

imbriqués. C’est pourquoi, bien que mon sujet n’ai pas directement trait aux 

modifications post-transcriptionnelles des histones, j’ai jugé opportun de présenter 

les principales modifications des histones et leurs conséquences transcriptionnelles. 
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La transcription est la première étape de l'expression des gènes. Elle consiste en 

la synthèse d'ARN à partir d'une matrice d'ADN. C'est un processus extrêmement 

régulé dont le bon déroulement est absolument nécessaire au fonctionnement correct 

d'une cellule. Des dysfonctionnements ou des dérégulations du processus 

transcriptionnel sont en effet à l’origine de nombreuses maladies (pour revues, voir 

Aso et al., 1996 ; Parvin and Young, 1998). La transcription peut être décomposée en 

trois étapes majeures : l'initiation, qui comprend l'étape d'assemblage des différents 

composants de la machinerie sur les promoteurs et la formation de la première 

liaison phosphodiester, l'élongation, phase d'allongement du transcrit, et enfin la 

terminaison pendant laquelle le transcrit néosynthétisé et l'ARN polymérase sont 

relargués de l'ADN. La régulation de l'expression des gènes s'effectue non seulement 

au niveau de la machinerie transcriptionnelle elle-même mais également à des 

niveaux supérieurs comme la structure de la chromatine ou "l'architecture" du 

noyau.  

 

La transcription est réalisée par les ARN polymérases (pol) ADN dépendantes. 

Ces enzymes se répartissent en deux classes qui n'ont aucun rapport de séquences 

entre elles. La classe I comprend les ARN polymérases nucléaires des eucaryotes et 

les enzymes bactériennes (eubactéries et archébactéries). Ces ARN polymérases sont 

multimériques et de haute masse moléculaire. La classe II est constituée par les 

enzymes monomériques mitochondriales et celles de certains virus. Elle ne sera pas 

abordée dans le cadre de cette introduction.  

 

I. La machinerie de transcription eucaryote. 

Chez les eubactéries, il n'existe qu'une seule ARN polymérase capable de 

transcrire l'intégralité du génome. L'enzyme, dont la masse moléculaire est d'environ 

450 kDa, existe sous deux formes : l'enzyme fondamentale et l'holoenzyme. L'enzyme 

fondamentale est un pentamère constitué de sous-unités ω, β, β' et d'un dimère α2. 
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Elle est capable d'effectuer l'élongation du transcrit mais est incapable de reconnaître 

le promoteur et d'initier la synthèse. La sous-unité ω est non essentielle et sa fonction 

est inconnue. Plusieurs facteurs de transcription σ sont spécialisés dans la 

reconnaissance des promoteurs. L'holoenzyme résulte de l'association d'un facteur σ 

avec l'enzyme fondamentale.  

 

La machinerie transcriptionnelle eucaryote contient des sous-unités protéiques 

homologues à β', β, α  et ω mais n'a pas d'équivalent à σ. Elle se démarque du 

système eubactérien par sa plus grande complexité. Trois types d'ARN polymérase 

ont été mis en évidence. Le tableau I présente les compositions sous-unitaires des 

enzymes de Escherichia coli, Methanococcus jannashii et Saccharomyces cerevisiae. Chez 

les eucaryotes, les gènes sont répartis en trois classes en fonction de l'ARN 

polymérase qui les transcrit. L'ARN polymérase I synthétise le précurseur 35S des 

ARN ribosomiques. L'ARN polymérase II produit les ARN messagers et la plupart 

des ARN non traduits (snARN, snoARN). Enfin, l'ARN polymérase III assure la 

transcription des ARN de transfert et de l'ARN 5S. Trois petits ARN non traduits 

(faisant partie de la RNaseP, du spliceosome (U6) et de la particule de sécrétion SRP) 

sont également transcrits par la pol III dans la totalité des eucaryotes étudiés jusqu'à 

présent (White, 1998). Le système de transcription archébactérien est intermédiaire 

entre celui des eubactéries et celui des eucaryotes. Comme les eubactéries, les 

archébactéries ne possèdent qu'une seule ARN polymérase mais dont la composition 

se rapproche de celles des ARN polymérases eucaryotes. Onze des treize 

polypeptides dont est formée l'enzyme archébactérienne ont un homologue 

eucaryote.  

Les ARN polymérases de S. cerevisiae sont des complexes hétéromultimériques 

dont la masse moléculaire varie entre 500 et 700 kDa. Bien que leurs masses soient 

similaires à celle de l'enzyme bactérienne, les ARN polymérases I, II et III de  

S. cerevisiae ont une composition sous-unitaire beaucoup plus complexe. Elles sont 
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constituées respectivement de 14, 12 et 17 sous-unités (tableau I). Ces trois enzymes 

s'organisent autour de deux grandes sous-unités, homologues aux sous-unités 
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eubactériennes β et β’. Une série de protéines de plus petite taille vient s'assembler 

sur ces deux grandes sous-unités. Les trois ARN polymérases de S. cerevisiae ont été 

purifiées et tous les gènes codant les différentes sous-unités ont été clonés. Les sous-

unités sont nommées par convention en fonction de l'ARN polymérase auxquelles 

elles appartiennent (A pour la pol I, B pour la pol II, C pour la pol III) et de leur 

masse moléculaire apparente. Elles se répartissent en quatre groupes en fonction de 

leurs homologies avec d'autres sous-unités (tableau I) :  

- (1) les sous-unités homologues aux sous-unités eubactériennes β’, β et α,  

- (2) les sous-unités communes aux trois enzymes,  

- (3) les sous-unités qui ont un paralogue  

- (4) les sous-unités spécifiques. 

 

Les structures tridimentionnelles de l'ARN polymérase de la bactérie Escherichia 

Coli et de l'ARN polymérase II de la levure S. cerevisiae, présentées sur la figure 1, ont 

été résolues (Cramer et al., 2000 ; Cramer et al., 2001 ; Vassylyev et al., 2002). Ces deux 

enzymes ont des structures très similaires. Le cœur de l'enzyme est constitué par des 

sous-unités de type β et β'. Ceci laisse par conséquent supposer une conservation 

évolutive des mécanismes transcriptionnels de base. Les ARN polymérases ont la 

forme d'une pince dont les bras sont formés par les sous-unités β ou β'. Le site actif 

est situé au fond d'un sillon, formé par les deux grandes sous-unités et dans lequel 

s'engage l'ADN.  

Les fonctions des différentes sous-unités communes et homologues aux ssous-

unités eubactériennes sont détaillées dans le chapitre I.1. La première partie de ma 

thèse a porté sur l'ARN polymérase III, j’ai choisi d’aborder uniquement la fonction 

des sous-unités des groupes 3 et 4 de cette enzyme.  
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I.1. Les trois ARN polymérases et leurs compositions. 

I.1.1. Les sous-unités homologues aux sous-unités eubactériennes β'β et α. 

I.1.1.1. Les grandes sous-unités. 

Les deux grandes sous-unités des trois ARN polymérases sont homologues aux 

sous-unités eubactériennes β' et β. La comparaison des séquences des protéines 

eubactériennes, archébactériennes, et eucaryotes a permis de définir une série de 

régions conservées au cours de l'évolution (figure 2). Ainsi, 8 (notés de a à h) et 10 

motifs (notés de A à J) ont été définis respectivement dans les sous-unités de type β' 

(A190, B220 et C160) et dans celle de type β (A135, B150, C128). Ces blocs conservés  

se répartissent autour du canal central et du site actif et font partie de modules 

structuraux importants pour le fonctionnement de l’ARN polymérase (Cramer et al., 

2000). Ces différents modules à l’exception, du site actif, ne seront pas davantage 

détaillés dans cette introduction. 

Le domaine d est le mieux conservé. Il contient notamment le motif 

NADFDGD, invariant dans toutes les ARN polymérases connues à ce jour. Une 

étude de l'ARN polymérase bactérienne a permis de localiser le site de liaison de l'ion 

magnésium, essentiel à l'activité de l'enzyme, à proximité de ce motif (Zaychikov et 

al., 1996). De plus, ce motif et un ion Mg2+, lié par les trois acides aspartiques du 

motif, ont été localisés au fond du sillon dans la structure de l'ARN polymérase II 

eucaryote (Cramer et al., 2000). La mutation rpc160-112 correspond à une double 

substitution T506I N509Y à proximité du motif NADFDGD dans la grande sous-

unité de l’ARN polymérase III. Ce mutant est affecté dans le processus catalytique 

(Dieci et al., 1995). Étant donnée la forte conservation de ce domaine dans toutes les 

sous-unités de type β', il est probable que ce motif porte l'activité catalytique. Le 

domaine f des sous-unités de type β' appartient aussi au site catalytique. L'α-

amanitine est une toxine produite par l’amanite phalloïde qui inhibe la synthèse des 

ARN en bloquant le processus de translocation de l'enzyme (De Mercoyrol et al., 1989 

; Bushnell et al., 2002). L'ARN polymérase II est sensible à cette toxine. En revanche, 
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la pol I, à l’exception de celle de S. cerevisiae, n’est pas affectée par l’α-amanitine. La 

sensibilité de la pol III est variable suivant les organismes. Les mutations conférant 

une résistance à l'α-amanitine sont localisées dans le domaine f (Bartolomei and 

Corden, 1987 ; Chen et al., 1993 ; Bartolomei and Corden, 1995 ; Severinov et al., 1995). 

L'étude du mutant conditionnel rpc160-270 (D829A R830A) de la grande sous-unité 

de la pol III de S. cerevisiae a confirmé le rôle du domaine f dans le processus de 

translocation de l'enzyme. Ce mutant est incapable de réaliser la transition entre la 

phase abortive et la phase d'élongation (Thuillier et al., 1996), étape qui fait intervenir 

une translocation de l'enzyme. De plus, plusieurs suppresseurs du mutant du 

domaine d rpc160-112 sont mutés dans le domaine f (Rozenfeld and Thuriaux, 2001 ; 

Bushnell et al., 2002). La plupart de ces mutants sont situés à proximité du site de 

liaison de l'α-amanitine (Rozenfeld and Thuriaux, 2001 ; Bushnell et al., 2002). Le 

domaine f fait donc partie du site catalytique et est impliqué dans les processus 

d'élongation.  

Le domaine a semble important pour l’intégrité structurale de l’enzyme, tout du 

moins dans le cas de l’ARN polymérase III. En effet, la mutation T69N dans la 

grande sous-unité C160 provoque la dissociation simultanée des sous-unités C82, 

C34 et C31 lors de la purification de la pol III mutante (Werner et al., 1992). 

La grande sous-unité de la l’ARN polymérase II possède en plus à son extrémité 

carboxy-terminale une extension, dite Carboxy Terminal Domain (CTD), constituée 

de répétitions de la séquence "Tyr-Ser-Pro-Thr-Ser-Pro-Ser". Bien que le nombre de 

répétition varie d'un organisme à l'autre (26 répétitions chez la levure, 52 chez 

l'homme), ce domaine est essentiel. Chez S. cerevisiae, des délétions partielles du CTD 

induisent un phénotype thermosensible (Nonet and Young, 1989). Le CTD contient 

des sites de phosphorylation importants pour la régulation de l’activité de l’enzyme 

et le couplage aux activités de protection d’épissage des ARN messagers (revues 

dans Corden and Patturajan, 1997 ; Steinmetz, 1997 ; Oelgeschlager, 2002 ; Proudfoot 

et al., 2002). 
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I.1.1.2. Les sous-unités de type α, des sous-unités d’assemblage. 

Les pol I et III partagent les sous-unités AC40 et AC19. Leurs paralogues dans 

la pol II sont respectivement B44.5 et B12.2. Toutes ces protéines ont des similitudes 

avec la sous-unité bactérienne α. La formation d'un dimère α2 est la première étape 

de l'assemblage de l'ARN polymérase bactérienne. Ce dimère s'assemble ensuite avec 

les sous-unités β puis β'. De même, les protéines B44.5 et B12.2 forment un dimère 

qui s'assemble avec la grande sous-unité B150. Cet hétérodimère a une position dans 

la pol II similaire à celui du dimère α2 dans l'enzyme bactérienne (Kimura et al., 1997 

; Cramer et al., 2000). Il se situe à l'arrière de l'enzyme au niveau de la charnière entre 

les deux grandes sous-unités. Les protéines AC40 et AC19 interagissent entre elles 

(Lalo et al., 1993) et avec la deuxième grande sous-unité A135 (Flores et al., 1999), ce 

qui suggère que les sous-unités AC40 et AC19 assurent des fonctions similaires à 

celles du dimère B44.5-B12.2 dans la pol II. La sous-unité AC40 joue un rôle essentiel 

dans l'assemblage de la pol I. A température restrictive, un mutant thermosensible de 

la sous-unité AC40 est incapable d'assembler des sous-unités néo-synthétisées de 

l'ARN polymérase I. Par contre, les enzymes préexistantes sont stables et 

fonctionnelles (Mann et al., 1987).  

 

I.1.2. Les sous-unités communes. 

Les trois ARN polymérases partagent 5 sous-unités (tableau I). Toutes, à 

l'exception d'ABC14.5, ont un orthologue archébactérien. La fonction de ces sous-

unités est mal connue. Il a été proposé qu'elles puissent jouer un rôle dans 

l'assemblage, dans la stabilité de l'enzyme ou dans la coordination des trois systèmes 

de transcription. Des mutants de sous-unités communes affectant plus 

particulièrement un des trois systèmes de transcription ont été isolés (Gadal et al., 

1999 ; Rubbi et al., 1999). Ceci suggère que les sous-unités communes assurent des 

fonctions communes aux trois ARN polymérases, mais aussi peut-être des fonctions 

spécifiques d'un système. En effet, bien que les trois ARN polymérases aient 
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probablement des structures très proches, elles sont pourtant distinctes et il est 

possible que la mutation d'une de ces sous-unités commune affecte principalement 

une des trois enzymes. D'autre part, les environnements de chacune des ARN 

polymérases sont différents, ce qui pourrait également expliquer qu'une enzyme soit 

prioritairement affectée. 

 

I.1.2.1. ABC10α et ABC10β, des sous-unités d'assemblage.  

Les sous-unités ABC10α et ABC10β interagissent avec B44.5 et sont situées sur 

la face arrière de l'ARN polymérase II (Cramer et al., 2000). Des analyses génétiques 

et par double-hybride ont suggéré que ces deux protéines interagissent également 

avec les grandes sous-unités (Lalo et al., 1993 ; Flores et al., 1999). L'ensemble des 

contacts engagés par ces deux sous-unités fait penser qu'elles pourraient intervenir 

dans l'assemblage et le maintien de la structure des trois ARN polymérases. L'étude 

d'un mutant d’ABC10α a montré que cette sous-unité est critique pour l'assemblage 

de la pol III (Rubbi et al., 1999). De plus, elle est limitante pour la croissance comme le 

montre les propriétés des mutants hétérozygotes rpb12∆/RPB12 (Rubbi et al., 1999). 

Des mutations de la sous-unité ABC10β affectant prioritairement la pol I ont 

également été isolés dans le motif HVDLIEK, spécifique des eucaryotes. L'analyse de 

ces mutants a montré que la quantité d’ARN polymérase I est inférieure à celle d’un 

sauvage et que la grande sous-unité de l'enzyme A190 est dégradée (Gadal et al., 

1999). La stabilité des grandes sous-unités B220 et C160 n'est pas affectée, ce qui 

indique que la sous-unité ABC10β serait plus spécifiquement requise pour 

l'assemblage et la stabilité de la pol I.  

 

I.1.2.2. ABC14.5, une sous-unité de fonction mal comprise. 

La sous-unité ABC14.5 est typiquement eucaryote mais sa séquence est 

relativement peu conservée. Des expériences de complémentation hétérospécifique 
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ont montré que la sous-unité humaine hRpb8 est partiellement fonctionnelle chez S. 

cerevisiae (Shpakovski et al., 1995). La délétion du gène RPB8 peut être complémentée 

par l'homologue humain à 30°C mais pas à 37°C. En revanche, malgré une meilleure 

conservation globale, les sous-unités de Schizzosacharomyces pombe et S. cerevisiae ne 

sont pas interchangeables (Voutsina et al., 1999). Il semble que la non 

complémentation soit essentiellement due à un défaut dans la pol III. En effet, une 

complémentation partielle est possible lorsque la grande sous-unité de la pol III, 

C160, est conjointement surexprimée alors que la surexpression des grandes sous-

unités de la pol I et de la pol II n'a pas d'effet (Voutsina et al., 1999). L'étude 

biochimique de cette pol III chimérique a révélé que l'activité transcriptionnelle in 

vitro n'est pas altérée, mais que l'enzyme présente un défaut d'assemblage. En effet, 

la sous-unité Rpb8 de S. pombe s'intègre mal dans l'enzyme et la surexpression de 

C160 permet de corriger partiellement ce défaut (Voutsina et al., 1999).  

Du fait que les sous-unités de type ABC14.5 sont spécifiquement eucaryotes, il a 

été proposé qu’elles jouent un rôle dans l'import nucléaire des ARN polymérases. 

Une interaction double-hybride entre la sous-unité ABC14.5 et la nucléoporine 

Nup82 a été démontrée (Briand et al., 2001b). Dans le mutant rpb8-L122D, les 

quantités de grandes sous-unités détectées dans le noyau sont réduites à température 

restrictive, mais il n’y a pas d’accumulation concomitante de ces sous-unités dans le 

cytoplasme. Ces résultats peuvent s'expliquer par une dégradation rapide des 

grandes sous-unités qui ne sont pas importées dans le noyau (Briand et al., 2001b). Il 

est donc possible qu'ABC14.5 joue un rôle de stabilisation et d'import des ARN 

polymérases dans le compartiment nucléaire.  

 

I.1.2.3. ABC23, un membre du site actif ? 

La sous-unité ABC23 présente des similitudes de séquence et de structure avec 

la sous-unité bactérienne ω (Minakhin et al., 2001). Elle est essentielle à la fonction 

catalytique de la pol I. L'analyse biochimique d'une forme incomplète de la pol I, dite 
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pol I∆, dans laquelle les sous-unités ABC23, A14 et A43 sont absentes, montre que 

cette enzyme est incapable de catalyser la formation d'une liaison phosphodiester. La 

protéine ABC23 recombinante peut être ajoutée et permet de reconstituer une 

enzyme fonctionnelle. Cette sous-unité ferait donc partie du cœur catalytique de la 

pol I ou serait nécessaire à l'intégrité structurale du site actif (Lanzendörfer et al., 

1997). La résolution de la structure de la pol II a, là encore, apporté des éléments 

importants sur la fonction de la protéine. ABC23 fait partie, avec les sous-unités B220 

et B150, d’un domaine structural particulier, le "verrou" (ou clamp). Le verrou est 

une partie mobile de l'enzyme dont une fonction serait de basculer vers l'ADN quand 

il est dans le chenal et ainsi de stabiliser le complexe sur l'ADN pendant les phases 

d'initiation et d'élongation (Cramer et al., 2001).  

Par ailleurs, la sous-unité ABC23 pourrait aussi participer à l'assemblage des 

complexes. Nouraini et collaborateurs ont montré que cette sous-unité est nécessaire 

à l'assemblage des ARN polymérases I et II ainsi qu’à la stabilité des grandes sous-

unités A190 et B220 (Nouraini et al., 1996). L'étude biochimique du mutant rpo26-31 a 

permis de mettre en évidence une dégradation des sous-unités de type β' et un 

défaut d'assemblage des pol II néosynthétisées après passage à température 

restrictive. Comme dans le cas de la sous-unité AC40, la stabilité des complexes 

préformés à température permissive n'est pas affectée, mais l'assemblage de 

nouveaux complexes est entravé (Nouraini et al., 1996 ; Nouraini et al., 1997). 

 

I.1.2.4. ABC27, un pont avec les activateurs transcriptionnels. 

La sous-unité ABC27 est homologue à la sous-unité RpoH des archébactéries 

(figure 3). Seul le tiers C-terminal de la protéine est présent chez les archébactéries 

(Klenk et al., 1992 ; Sentenac et al., 1992). La protéine ABC27 est bien conservée 

évolutivement. Malgré cela, cette sous-unité est la seule sous-unité commune qui ne 

peut pas être échangée in vivo chez S. cerevisiae par son homologue humain 
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(Shpakovski et al., 1995). Par contre, les sous-unités de S. pombe et S. cerevisiae sont 

interchangeables (Shpakovski et al., 2000).  
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Les structures cristallographiques de sous-unités RpoH et ABC27 ont été 

résolues (figure 4 ; Todone et al., 2000 ; Yee et al., 2000 ). Cette protéine a une structure 

bipartite en forme d’haltère. La sous-unité archébactérienne RpoH et la partie C-

terminale de la sous-unité eucaryote montrent des similitudes structurales comme le 

laisse présager la conservation des séquences primaires. Ceci suggère que la sous-

unité ABC27 a deux fonctions, l'une conservée chez les archébactéries et l'autre 

propre aux eucaryotes et assuré par le domaine N-terminal. La protéine ABC27 

interagit avec une région conservée présente dans les trois grandes sous-unités A190, 

B220 et C160 (figures 5 et 6). La région d'interaction des grandes sous-unités avec 

ABC27 correspond à une région en amont et chevauchant partiellement le domaine h 

des grandes sous-unités (Flores et al., 1999 ; Cramer et al., 2001). Il est donc probable 

que ABC27 occupe la même place au sein des trois complexes. En concordance avec 

les données de structure, les mutations qui entraînent des pertes d'interactions en 

double-hybride entre ABC27 et les grandes sous-unités sont localisées dans la partie 

C-terminale de la protéine (travaux réalisés par F. Navarro au laboratoire). Ce 

domaine d'interaction est conservé chez les eucaryotes et les archébactéries mais ne 

l'est pas chez les eubactéries conformément à la conservation évolutive de la partie 

carboxy-terminale d'ABC27 (figure 6). Toutefois la présence de la partie C-terminale 

chez les archébactéries indique donc que la fonction de ce domaine n’est 

probablement pas uniquement de permettre l’ancrage de la protéine dans les ARN 

polymérases. La boucle qui sépare les deux lobes est essentielle à la fonction de la 

protéine. En effet, des mutations dans cette boucle entraînent des défauts de 

croissance très marqués (F. Navarro, données non publiées). 

L'analyse de la structure tridimensionnelle de l'ARN polymérase II (voir I.3) a 

apporté des informations importantes sur les fonctions possibles d'ABC27. Cette 

sous-unité est localisée à l'avant de l'ARN polymérase, à l'extrémité du canal et à 

proximité de l'ADN. Des contacts entre l'AND et ABC27 ont été cartographiés entre 

les positions +5 et +15 en amont de la bulle de transcription (Bartholomew et al., 1993 

; Kim et al., 1997 ). La structure de la sous-unité ABC27 intégrée dans l'enzyme est 
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proche de celle qu'elle adopte à l'état libre (Cramer et al., 2000). Son domaine  

N-terminal est légèrement basculé à l'intérieur du complexe vers le sillon dans lequel 

passe l'ADN. Ceci indique que la partie N-terminale d'ABC27 pourrait être mobile et 

venir au contact de l'ADN. Beaucoup de résidus conservés de la partie N-terminale 

sont situés dans le canal central. Il a été proposé que ces résidus engagent des 

interactions avec l'ADN et que la protéine ABC27 participe à fermeture du complexe 

sur l'ADN. Notamment, deux prolines, extrêmement conservées, font face à l'ADN. 

Compte tenu de leur disposition et de leur distance par rapport à l'ADN, il est 

probable que ces prolines constituent un point de contact avec l'ADN (Cramer et al., 

2000 ; Gnatt et al., 2001).  

Par ailleurs, il a été démontré qu'ABC27 interagit physiquement par son 

domaine N-terminal avec les facteurs généraux TFIIB et TFIIF ainsi qu'avec des 

activateurs de la transcription par la pol II (Cheong et al., 1995 ; Lin et al., 1997 ; 

Dorjsuren et al., 1998 ; Miyao and Woychik, 1998 ; Wei et al., 2001), ce qui pourrait 

participer à la stabilisation du complexe de transcription lors de l'initiation. 

 

Il semble qu'ABC27 ne soit pas impliquée dans le processus catalytique (F. 

Navarro, manuscrit en préparation). Contrairement à d’autres sous-unités 

communes, la protéine ABC27 ne semble pas participer à l’assemblage et à la stabilité 

des ARN polymérases. Aucun des mutants caractérisés ne présente de défaut 

d'assemblage ni de diminution de la quantité d'ARN polymérase.  

 

En conclusion, la fonction des différentes sous-unités communes n'est pas 

encore bien établie. Ces sous-unités, à l'exception d'ABC27, semblent intervenir dans 

l'assemblage et la stabilité des ARN polymérases. Il est probable que ces protéines 

assurent d'autres rôles dans la transcription. Aucune co-régulation des trois systèmes 

de transcription faisant intervenir des sous-unités communes n'a été établie à ce jour.  
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I.1.3. Les sous-unités qui ont un paralogue 

Parmi les protéines composant les ARN polymérases, on trouve trois séries de 

paralogues. Il s'agit de : (1) A14, B32, C17, (2) A43, B16, C25 et (3) A12.2, B12.6, C11.  

Des études sont en cours au laboratoire sur les sous-unités C25 et C17 et 

permettront certainement d’associer une fonction à ces sous-unités. Une fonction 

dans l'activité de clivage a été attribuée à la sous-unité C11 grâce à l'étude 

biochimique d'une ARN polymérase mutante dépourvue de cette sous-unité (pol 

III∆C11). La pol III contrairement aux deux autres ARN polymérases possède une 

activité intrinsèque de clivage de l'ARN et ne nécessite pas in vitro l'addition d'un 

cofacteur pour stimuler cette activité. La sous-unité C11 est essentielle à la viabilité 

cellulaire. Elle peut être remplacée par son homologue de S. pombe SpC11. Toutefois, 

lors de la purification de cette enzyme chimérique, la protéine SpC11 se dissocie de 

l'enzyme. La perte de l’activité de clivage est concomitante à la dissociation de la 

protéine. La pol III∆C11 présente également un défaut de terminaison in vitro 

(Chedin et al., 1998b). Le site catalytique de l'activité de clivage n'a pas été identifié. 

Cependant, la participation de la sous-unité C11 à cette activité indique soit qu'elle 

est porteuse de cette activité, soit qu'elle agit comme un cofacteur nécessaire à la 

stimulation de l'activité de clivage dont le site actif est porté par une autre sous-unité. 

L'orthologue de C11 dans la pol II, B12.6, intervient également dans l'activité de 

clivage mais n'en est pas porteuse (Awrey et al., 1997).  

 

I.1.4. Les sous-unités spécifiques. 

Chaque ARN polymérase possède un jeu de sous-unités spécifiques. L'ARN 

polymérase III en contient 5 qui, contrairement à celles des ARN polymérase I et II, 

sont toutes essentielles à la viabilité cellulaire (revue dans Chedin et al., 1998a). Les 

sous-unités C53 et C37 interagissent en double-hybride (Flores et al., 1999). La 

fonction de ce dimère est encore inconnue. Les sous-unités C82, C34 et C31 forment 

un sous-complexe au sein de l'enzyme. Ces trois sous-unités interagissent deux à 
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deux en double-hybride (Werner et al., 1993). Leurs orthologues humains hRPC62, 

hRPC39, hRPC32 forment un sous-complexe comparable (Wang and Roeder, 1997). 

D'autre part, une mutation dans le domaine a de C160 entraîne la dissociation 

simultanée de ces trois polypeptides lors de la purification de l'enzyme mutante 

(Werner et al., 1992). Les sous-unités C34 de la pol III et TFIIIB70 du facteur général 

de transcription de classe III TFIIIB, de même que leurs homologues humains, 

interagissent (Werner et al., 1993 ; Khoo et al., 1994 ; Wang and Roeder, 1997). La 

sous-unité C31 joue un rôle dans l'initiation de la transcription (Thuillier et al., 1995). 

De même, l'étude biochimique de mutants de la sous-unité C34 a permis de mettre 

en évidence son rôle dans le recrutement de la pol III par le complexe de préinitiation 

ainsi que dans la formation du complexe ouvert de transcription (Brun et al., 1997). 

Ce sous-complexe C31•C34•C82 intervient donc vraisemblablement lors des 

premières étapes de la transcription. 

 

I.2. Structure des ARN polymérases. 

La structure cristallographique de l'ARN polymérase II de S. cerevisiae a été 

résolue à 2,8 Å (figure 1 ; Cramer et al., 2000 ; Cramer et al., 2001). Les sous-unités B32 

(Rpb4) et B16 (Rpb7) n'ont pas pu être cristallisées avec le reste du complexe. Leur 

position n’est pas bien établie. Par contre les autres sous-unités ont pu être 

positionnées au sein de l’enzyme. Les régions d’interactions entre les différentes 

sous-unités ont pu être cartographiées. L'enzyme s'organise autour des deux grandes 

sous-unités qui s'imbriquent l'une dans l'autre et forme une "poche" qui renferme le 

site catalytique. Les sous-unités B44 (Rpb3) et B12.5 (Rpb11) occupent la face arrière 

du complexe d'une façon similaire à celle de l'homodimère α2 dans l'enzyme 

bactérienne. Les enzymes bactériennes et de levure ont des structures quaternaires 

très similaires. L'alignement des séquences sur la structure montre que les résidus 

conservés sont éparpillés dans toute la structure. Mais, les domaines conservés au 

cours de l'évolution se regroupent à l'intérieur de l'enzyme (figure 2) et encadrent le 



Introduction – La machinerie de transcription eucaryote. 
 

   -25- 

site actif, suggérant une conservation des mécanismes catalytiques. La conservation 

entre la levure et l'homme est beaucoup plus forte, comme l'indique les 

hétérocomplémentations par des sous-unités humaines. L'alignement des séquences 

des sous-unités humaines dans la structure de l'ARN polymérase II de levure montre 

que les résidus conservés sont bien répartis dans toute la structure, ce qui indique 

que les deux enzymes ont vraisemblablement des structures tridimensionnelles très 

proches.  

La structure cristallographique des ARN polymérases I et III n'est pas encore 

connue. L’enveloppe de la pol I, semblable à celle de la pol II, a été déterminée par 

microscopie électronique (Schultz et al., 1993) et les sous-unités spécifiques ont pu y 

être localisées (Bischler et al., 2002). Aucune donnée structurale n’est en revanche 

disponible pour la pol III. On peut néanmoins supposer que son organisation globale 

est similaire à celles des autres ARN polymérases mais l'emplacement des  

sous-unités spécifiques ne peut pas être prédit. Des cribles utilisant la technique du 

double-hybride ont été réalisés sur des sous-unités d'ARN polymérases et de facteurs 

de transcription et ont permis d'identifier des partenaires pour ces différentes 

protéines au sein des machineries transcriptionnelles (Flores et al., 1999). Un modèle 

d'organisation de l'ARN polymérase III, présenté sur la figure 7, incluant les données 

de suppressions multicopies (Chiannilkulchai et al., 1992a ; Chiannilkulchai et al., 

1992b ; Stettler et al., 1993 ; Thuillier et al., 1995) et de double-hybride dirigé (Lalo et 

al., 1993 ; Werner et al., 1993), a ainsi été proposé (Flores et al., 1999). 

 

I.3. Modèle séquentiel versus modèle holoenzyme. 

In vitro, les ARN polymérases seules ne sont pas capables de reconnaître le 

promoteur et d'effectuer une transcription spécifique à partir de ce promoteur. 

L’addition de facteurs spécifiques est nécessaire. Chacune des ARN polymérases 

possède son propre jeu de facteurs généraux de transcription. Des études de 

reconstitution in vitro ont permis d'isoler, à partir de fractions d'extraits cellulaires, 
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les différents facteurs qui permettent d'obtenir une transcription spécifique à partir 

d'un promoteur. Ceci a amené à la proposition d'un assemblage séquentiel pour 

chacune des machineries de transcription.  
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Au cours des différentes étapes de la transcription, les complexes de 

transcription s'assemblent et subissent des modifications. Quand l'ARN polymérase 

quitte le promoteur, elles se détache de certains facteurs de transcription qui ne sont 

plus nécessaires au cours de l'élongation mais qui peuvent rester attachés au 

promoteur, facilitant ainsi une nouvelle initiation. D'autres facteurs de transcription, 

d'élongation et de remodelage entrent en jeu après l'initiation de la transcription afin 

d'augmenter la processivité de l'enzyme et de faciliter la terminaison. 

Au modèle séquentiel s'oppose le modèle holoenzymatique. Ce modèle est né 

de la purification de plusieurs formes de l'ARN polymérase II associées à différents 

facteurs comme des facteurs de transcription ou de remodelage la chromatine (Kim et 

al., 1994 ; Koleske and Young, 1994 ; Wilson et al., 1996 ; Cho et al., 1998 ; Neish et al., 

1998). Ces complexes ont été appelés holoenzymes. Dans le modèle 

holoenzymatique, tout ou partie de la machinerie de transcription est préassemblée 

dans un énorme complexe qui peut être recruté sur les promoteurs par des 

activateurs. Cependant, la composition de l’holoenzyme est encore sujette à débat. En 

effet, les différentes purifications font apparaître des complexes de compositions 

distinctes. Elles pourraient être dues aux méthodes biochimiques de purification 

employées. Ces différences de compositions pourraient également témoigner de 

l'existence de plusieurs types de complexes de compositions variables et/ou de 

plusieurs modes d'assemblage de la machinerie de transcription. L'holoenzyme n'est 

pas une spécificité de la pol II. Des complexes similaires contenant la pol I ou la pol 

III associées à des facteurs de transcription et des régulateurs ont également été 

purifiés (Saez-Vasquez and Pikaard, 1997 ; Wang et al., 1997 ; Seither et al., 1998). 

 

Les modèles d'assemblage séquentiel et holoenzymatique ne sont pas 

mutuellement exclusifs et il est possible que les deux coexistent dans la cellule. 

Toutefois, aucune donnée à ce jour ne soutient l'existence d'un mode de recrutement 

holoenzymatique in vivo.  
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L'ADN des cellules eucaryotes est compacté dans le noyau grâce à une série 

d'enroulements et de repliements successifs. La structure formée par l'association de 

l'ADN avec des histones et une série d'autres protéines est appelée chromatine. Les 

protéines chromatiniennes non-histones ne seront pas abordées dans cette 

introduction (pour revue voir Wolffe, 1998). Cette structure condensée de l'ADN 

peut constituer un obstacle pour des processus agissant sur l'ADN comme la 

transcription en limitant l’accessibilité de l’ADN. L’organisation de la chromatine en 

territoires et leurs répartitions dans l’espace nucléaire influencent également la 

transcription. Ces aspects sont l’objet du chapitre suivant. Des changements de la 

structure chromatinienne permettent de la rendre plus accessible à la machinerie de 

transcription. Ils mettent en jeu des complexes spécialisés qui modifient post-

traductionnellement les histones ou altèrent la structure nucléosomale. Ces 

différentes activités seront abordées dans les chapitres III et IV de cette introduction. 

 

II. Architecture nucléaire et transcription. 

II.1. Condensation de l'ADN - structure de la chromatine. 

L’ADN est enroulé sur environ 146 paires de bases (1,65 tour) autour 

d’octamères d'histones (Kornberg, 1974 ; Kornberg and Thomas, 1974). Le complexe 

ADN-octamère d'histones forme le cœur du nucléosome. L'enroulement de l'ADN 

est maintenu grâce à des interactions électrostatiques entre les charges négatives des 

groupements phosphate de l'ADN et les charges positives des histones. Cette 

structure est dite en "collier de perles" ou en "chapelet". Une histone de liaison se fixe 

aux segments d'ADN (de 20 à 200 pb) séparant deux cœurs nucléosomaux. 

L'addition de cette histone permet une condensation en spirale qui donne naissance à 

une fibre de 30 nm de diamètre. Cette fibre subit alors une série de repliements 

successifs sur elle-même pour aboutir au chromosome métaphasique condensé 

(figure 8).  
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II.2. Structure du nucléosome. 

II.2.1. Structure des histones. 

Il existe 5 types principaux d'histones H2A, H2B, H3, H4 et H1. Ces protéines 

sont parmi les plus conservées au cours de l'évolution chez les eucaryotes. Les 

histones dites de "cœur" correspondent aux histones H2A, H2B, H3 et H4. Ce sont 

des protéines d'environ 14 kDa, organisées en deux domaines distincts : une queue 

N-terminale peu structurée et un domaine central et C-terminal qui adopte une 

structure particulière dite en "repliement histone" (ou "histone fold", terme que 

j'utiliserai dans ce manuscrit). La similitude entre les histones H2A, H2B, H3 et H4 en 

termes de séquence et de structure suggère qu'elles possèdent une origine commune. 

Leurs extrémités N-terminales sont fortement chargées positivement et riches en 

lysine pour les histones H2A et H2B ou en arginine pour les histones H3 et H4. Une 

étude cristallographique a permis d'obtenir la structure du motif histone fold, 

commun aux histones de type H2A, H2B, H3, et H4 (Arents et al., 1991). Ce dernier 

est constitué d'une longue hélice α flanquée de deux hélices plus courtes reliées par 

des boucles formées de feuillet β. Ce repliement intervient dans les interactions entre 

histones au sein du nucléosome (Arents et al., 1991). La figure 9 présente l'association 

des histones "cœurs" par leurs motifs histone fold. Cette structure n'est pas une 

spécificité des histones. Ce type de repliement à été retrouvé dans de nombreuses 

protéines impliquées dans des interactions protéine-protéine ou protéine-ADN 

(http://genome.nhgri.nih.gov/histones/ ; Baxevanis and Landsman, 1997 et 

références incluses). Contrairement à sa structure tridimensionnelle, la séquence 

primaire d'un histone fold n'est pas toujours conservée.  
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L'histone de liaison H1 a une structure différente de celle des autres histones. Sa 

masse moléculaire est d'environ 21 kDa. Plusieurs variants de cette histone, ont été 

isolés dont certains sont spécifiques de certains types cellulaires ou de stades de 

développement. Chez S. cerevisiae, la seule histone de liaison caractérisée à ce jour est 

codée par le gène non essentiel HHO1. Les histones de liaison sont formées d'un 

domaine central globulaire flanqué de deux queues N et C-terminales basiques. Elles 

stabilisent la structure nucléosomale et favorisent la formation de structure d'ordre 

supérieur (Bednar et al., 1998 ; Carruthers et al., 1998). Le positionnement de l'histone 

de liaison par rapport aux cœurs nucléosomaux n'est pas bien établi. Il semble que 

plusieurs sites soient possibles (revue dans Travers, 1999). La dynamique des 

mouvements de l'histone H1 a été étudiée grâce à des fusions avec la GFP (protéine 

fluorescente verte). La liaison de l'histone H1 est labile et très dynamique. L'histone 

H1 ne reste liée que quelques minutes à un endroit donné. Le temps de résidence est 

diminué quand les histones "cœur" sont acétylées, ce qui suggère des taux d'échange 

plus élevés dans des conditions où la chromatine est remodelée (Misteli et al., 2000). 

Elle est liée de façon plus stable dans l'hétérochromatine que dans l'euchromatine. 

D’autre part, la présence de l’histone H1 inhibe l'acétylation des histones cœur et le 

remodelage de la chromatine par le complexe SWI/SNF (Herrera et al., 2000 ; Hill 

and Imbalzano, 2000 ; voir chapitres III et IV).  

Chez la levure, on dénombre 10 gènes codant des histones (tableau II). Alors 

qu'il n'y a qu'un seul gène pour l'histone H1, il existe deux gènes codant des 

protéines pratiquement identiques pour chacune des histones "cœur". Les deux 

couples d'histones H2A/H2B et H3/H4 sont codés par des gènes transcrits de 

manière divergente à partir d'un même promoteur. Chez les eucaryotes supérieurs, il 

existe de très nombreux variants d'histones dont certains sont spécifiques de types 

cellulaires et parfois présents seulement à certaines étapes du développement.  

 

 



Introduction – Architecture nucléaire et transcription. 
 

   -35- 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Introduction – Architecture nucléaire et transcription. 
 

   -36- 

Plusieurs variants de l'histone H2A existent chez les eucaryotes supérieurs. 

L'un d'entre eux, H2AZ, est conservé de la levure à l'homme et semble impliqué dans 

la régulation transcriptionnelle. Sa répartition dans le génome n’est pas uniforme et il 

n'est pas uniquement localisé au niveau de la chromatine transcriptionnellement 

active (Leach et al., 2000). Chez la souris, l'inactivation du gène H2AZ est létale dès le 

début du développement embryonnaire (Faast et al., 2001). En revanche, son 

homologue de levure, codé par le gène HTZ1/HTA3, n'est pas essentiel à la viabilité 

cellulaire. La délétion de ce gène provoque un phénotype thermosensible et entraîne 

une dépendance accrue vis-à-vis de complexes histone acétyltransférases comme le 

complexe SAGA ou de facteurs de remodelage de la chromatine comme SWI/SNF 

(voir chapitre III et IV ; Santisteban et al., 2000). Les nucléosomes incorporant des 

variants H2AZ semblent moins stables ce qui suggère que l'histone H2AZ pourrait 

déstabiliser la chromatine et permettre une meilleure accessibilité de l'ADN (Abbott 

et al., 2001). Cependant, l'histone H2AZ n'intervient pas uniquement dans l'activation 

transcriptionnelle. Elle également détectée au niveau des loci soumis à une extinction 

transcriptionnelle (silencing) et est requise pour que cette extinction s'y effectue 

normalement (Dhillon and Kamakaka, 2000). Récemment, Fan et collaborateurs (Fan 

et al., 2002) ont proposé que H2AZ exerce un rôle fondamental en régulant l'équilibre 

entre différentes formes conformationnelles de la chromatine et en créant des 

domaines en état de "pause" du point de vue transcriptionnel. 

 

II.2.2. Structure cristallographique du nucléosome. 

Des études cristallographiques ont montré que le nucléosome a une structure 

tripartite, constituée d'un tétramère central (H3/H4)2 flanqué par deux dimères 

H2A/H2B (Burlingame et al., 1985 ; Arents et al., 1991). La structure 

cristallographique d'un nucléosome de xénope à une résolution de 2,8 Å est 

présentée à la figure 10 A (Luger et al., 1997). L'ADN s'enroule autour des cœurs 

nucléosomaux à raison de 1,65 supertour par nucléosome. Les différentes histones 



Introduction – Architecture nucléaire et transcription. 
 

   -37- 

s'assemblent par paires via leurs motifs histone fold. Ces motifs participent 

également aux interactions entre hétérodimères et avec l'ADN. Les queues  

N-terminales des histones sont peu structurées et sortent du nucléosome. Celles des 

histones H3 et H2B s'intercalent entre les boucles d'ADN qui s'enroulent autour du 

nucléosome. Une partie de la queue amino-terminale de l’histone H2A interagit avec 

l'ADN à l'extérieur de l'hélice au niveau d'un sillon mineur. Par ailleurs, plusieurs 

résidus basiques des queues d'histones H4 interagissent avec une région très acide de 

l'hétérodimère H2A/H2B. Ils pourraient donc être impliqués dans les interactions 

entre nucléosomes adjacents et ainsi favoriser l'assemblage de structures d'ordre 

supérieur ou le repliement de la fibre de chromatine. La structure d'un nucléosome 

de levure a aussi été résolue (White et al., 2001). Elle est globalement conservée par 

rapport à celle d'un nucléosome de xénope (figure 10 B). Toutefois, des divergences 

dans les séquences des histones de S. cerevisiae semblent provoquer une légère 

déstabilisation de la structure du nucléosome. Les queues N-terminales pourraient 

également être agencées différemment. Enfin, des différences dans les interactions 

entre nucléosomes ont été observées au sein des cristaux, ce qui pourrait refléter des 

différences d'agencement in vivo.  

Les cœurs nucléosomaux engagent de nombreuses interactions avec le squelette 

de l'ADN. L'orientation des sillons majeurs et mineurs par rapport à la surface des 

nucléosomes est un point critique de l'accessibilité de l'ADN. En effet, le site de 

fixation d’une protéine peut être inaccessible s'il est tourné vers l'intérieur du 

nucléosome. Par exemple, la TATA Binding Protein (TBP) se fixe sur la boîte TATA 

dans le sillon mineur de l'ADN. Si le sillon mineur de la boîte TATA est orienté vers 

la surface du nucléosome, la capacité de la TBP à se fixer à la boîte TATA est 

diminuée (Imbalzano et al., 1994). Les nucléosomes et leurs positionnements sur la 

séquence régulent donc l'accessibilité de l'ADN aux protéines qui s'y fixent.  
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La structure cristallographique d'un nucléosome contenant le variant H2AZ a 

été résolue (Suto et al., 2000). Elle est proche de celle du nucléosome standard 

(contenant H2A), mais quelques différences sont visibles. La surface d'interaction 

H2AZ/H2B est modifiée par rapport à celle de H2A/H2B de telle sorte que 

l'intégration d'une deuxième histone H2AZ est favorisée. Enfin, l'interface avec le 

dimère H3/H4 adopte une conformation légèrement différente.  

 

II.3. Architecture nucléaire et transcription. 

Le noyau des cellules eucaryotes a une organisation fonctionnelle remarquable. 

Sa structure est hétérogène et extrêmement dynamique. Les techniques de 

microscopie et de fluorescence ont permis de mettre en évidence la présence au cœur 

du noyau de plusieurs sous-structures, appelées corps nucléaires. Contrairement aux 

organites intracellulaires, les corps nucléaires ne sont pas physiquement délimités 

par des membranes, mais constituent pourtant des domaines bien individualisés. La 

majeure partie est impliquée dans la transcription et la maturation des ARN. La 

compartimentation et la dynamique nucléaire sont par conséquent des paramètres 

fondamentaux dans la régulation de l'expression génique (pour revue, voir Dundr 

and Misteli, 2001). 

 

II.3.1. Le nucléole. 

Le nucléole est le compartiment nucléaire le plus anciennement connu. C'est le 

site de transcription des ARN ribosomiques et d'assemblage des ribosomes. Chez  

S. cerevisiae, il n'y a qu'un seul nucléole, falciforme, et généralement accolé à la 

membrane nucléaire. Chez cet organisme, le nucléole persiste tout au long du cycle 

cellulaire. En revanche, chez les mammifères, il y a généralement 2 à 3 nucléoles (le 

nombre variant selon le type cellulaire) qui disparaissent au cours de la mitose.  
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Le nucléole s'organise autour des gènes d'ADN ribosomique (ADNr). Chez la 

levure, l'ADNr est constitué de 100 à 200 répétitions (selon les souches) d'une unité 

élémentaire contenant les séquences codant le précurseur 35S des ARN 18S, 25S et 

5.8S, transcrit par la pol I, et l'ARN 5S, transcrit par la pol III dans l'orientation 

inverse du 35S (figure 11). Toutes les copies d'ADNr sont regroupées en un locus, 

RDN1, porté par le chromosome XII. Cette association 35S/5S n'est retrouvée que 

chez S. cerevisiae (Philippsen et al., 1978). Par contre, chez les mammifères, l'ADNr est 

réparti en plusieurs "clusters" sur différents chromosomes. La partie du chromosome 

qui porte l'ADNr est enfouie dans le nucléole. Tous les gènes d'ADNr ne sont pas 

transcriptionnellement actifs simultanément. La structure de la chromatine de l'ADN 

ribosomique a été étudiée par la méthode du pontage au psoralène (Conconi et al., 

1992 ; Lucchini and Sogo, 1992 ; Dammann et al., 1993). L'efficacité du pontage 

dépend de l'accessibilité de l'ADN et donc de sa structure nucléosomale. 

L'application de cette technique à l'ADNr de S. cerevisiae a permis de montrer la 

coexistence de deux populations d'ADNr en quantités équivalentes (soit environ 50 à 

100 copies). La première, accessible au psoralène, est associée à l'ARN 35S et 

correspond à des copies actives dépourvues de nucléosomes. Toutes les copies 

actives ne sont pas regroupées mais sont réparties dans l'ensemble du "cluster". La 

seconde classe n'est pas accessible au psoralène et n'est pas active 

transcriptionnellement (Dammann et al., 1993).  

La structure du nucléole a été originellement décrite dans des cellules 

humaines. L'observation de nucléoles en microscopie électronique a permis 

l'identification de trois zones concentriques : le composant fibrillaire central (CF), le 

composant fibrillaire dense (CFD) et le composant granulaire (CG). Des études 

récentes ont montré que le nucléole de S. cerevisiae est formé des trois zones CF, CFD 

et CG (Léger-Silvestre et al., 1999). Cependant, la zone CF n'est pas présente chez tous 

les organismes (revue dans Olson et al., 2000). Les zones nucléolaires correspondent 

aux différentes étapes de la synthèse et maturation des ARN ribosomiques et 

d’assemblage des ribosomes. Des expériences d'hybridation in situ et d'incorporation 
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de Br-UTP ont montré que l'ARN 35S est localisé à la périphérie de la zone 

médullaire CF (Dundr and Raska, 1993 ; Dadoune et al., 1994 ; Hozak et al., 1994 ; 

Puvion-Dutilleul et al., 1997 ; Cmarko et al., 1999). Les différents gènes d'ADNr 

seraient regroupés au sein du composant granulaire et les copies 

transcriptionnellement actives placées à l'interface CF/CFD. La maturation de l'ARN 

35S, partiellement co-transcriptionnelle, débute dans la zone fibrillaire dense et 

s'achève dans le composant granulaire. Elle consiste principalement en des 

modifications de bases de l'ARN et une série de clivage.  

 

Le déterminisme de la formation du nucléole est encore mal connu. L'intégrité 

du nucléole est dépendante de la persistance des transcriptions pol I et pol II comme 

l'indiquent les expériences d'inhibitions sélectives de ces transcriptions (voir (Olson 

et al., 2000) et références incluses). Cependant, des travaux réalisés chez S. cerevisiae 

montrent que ni la transcription par l’ARN polymérase I, l'organisation en tandem, la 

localisation chromosomique de l’ADNr ou la présence d’un nucléole "standard" ne 

sont absolument requises pour la synthèse et la maturation d’ARNr et la biogénèse 

des ribosomes.(Nierras et al., 1997 ; Oakes et al., 1998). La construction de souches 

dans lesquelles la transcription pol I est inactivée ou bien dans lesquelles les copies 

d'ADNr sont toutes délétées (que j'appellerai ∆ADNr) a permis d'analyser l'effet des 

différents acteurs. Les souches ∆ADNr peuvent être complémentées par un plasmide 

multicopies portant un gène d'ADNr transcrit par la pol I. Dans ces souches, on 

n'observe pas de nucléole classique, mais de multiples "mini-nucléoles". 

Curieusement, lorsque l'ADNr n'est plus transcrit par la pol I, mais synthétisé par la 

pol II à partir d'un promoteur GAL, ces "mini-nucléoles" s'agrègent et forment une 

structure compacte. Ces expériences indiquent en revanche que l'organisation du 

nucléole et son maintien dépendent à la fois de la transcription par la pol I, de 

l'organisation et de la localisation des gènes d’ADNr. 
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En dehors de ces fonctions dans la biogénèse des ribosomes, il apparaît 

clairement que le nucléole est un point de convergence de plusieurs voies 

métaboliques. Il est notamment impliqué dans la maturation de certains ARN de 

transfert et sert de plate-forme d'assemblage pour des particules ribonucléiques. Le 

nucléole est également une zone de séquestration de certains facteurs de 

transcription. L'activité de ces facteurs est régulée par leur présence dans ou hors du 

nucléole. Ce processus intervient notamment dans la régulation du cycle cellulaire 

(revue dans Carmo-Fonseca et al., 2000).  

 

II.3.2. Les territoires chromosomiques. 

Les études sur les territoires chromosomiques ont été essentiellement menées 

chez les eucaryotes supérieurs. L'évolution des techniques de FISH (Fluorescence in 

situ hybridisation) a permis de localiser les chromosomes au sein du noyau cellulaire 

(pour revue, Cremer and Cremer, 2001). Des études réalisées sur des cellules de 

mammifères grâce à cette technique ont mis en évidence l'existence de territoires 

chromosomiques. La figure 12 A montre l'exemple d'une peinture chromosomique 

sur un fibroblaste de poulet. L'observation dans le temps de ces territoires suggère 

qu' ils sont plus ou moins mobiles, selon les organismes et les types cellulaires 

étudiés. (Borden and Manuelidis, 1988 ; De Boni, 1994 ; Csink and Henikoff, 1998 ; 

Bornfleth et al., 1999). La reproductibilité des positions des territoires dans les 

différents types cellulaires est sujette à débat (Nagele et al., 1995 ; Allison and Nestor, 

1999 ; Cremer and Cremer, 2001).  
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Une corrélation entre la taille des chromosomes humains et leurs positions par 

rapport au centre du noyau a été établie dans des fibroblastes humains. Les 

chromosomes de petite taille ont tendance à se localiser à l'intérieur du noyau tandis 

que les chromosomes de plus grande taille sont "rejetés" vers la périphérie (Sun et al., 

2000). La taille n'est pas le seul déterminant de la position d'un chromosome. La 

densité génique entre aussi en ligne de compte. Ceci a été démontré dans le cas des 

chromosomes XVIII et XIX humains (figures 12 B et 12 C). Ces deux chromosomes 

ont des tailles équivalentes mais portent un nombre de gènes différents. Le 

chromosome XVIII qui a une densité génique faible, a été localisé à la périphérie 

nucléaire tandis que le chromosome XIX, riche en gènes, est localisé au centre du 

noyau (Croft et al., 1999 ; Boyle et al., 2001). La localisation d'un chromosome dans 

l'espace nucléaire peut donc parfois être corrélée au niveau de transcription sur ce 

chromosome. Ceci est cohérent avec le fait le chromosome X inactif des femelles 

mammifères est toujours localisé à la périphérie nucléaire (revue dans Boumil and 

Lee, 2001).  

La localisation d'un gène au sein d'un territoire chromosomique est également 

un point important de sa régulation transcriptionnelle. Les gènes inactifs sont plus 

fréquemment localisés à l'intérieur du territoire. Cette relation n'est toutefois pas 

absolue. En effet, à la surface de ces territoires, on trouve à la fois des gènes actifs et 

inactifs. De plus, des sites actifs de transcription sont aussi observés au cœur des 

territoires chromosomiques, ce qui indique qu’ils sont "perméables" aux machineries 

de transcription. La répartition euchromatine/hétérochromatine influence 

localement le statut transcriptionnel des gènes (Dundr and Misteli, 2001). Des études 

ont mis en évidence des relocalisations spatiales en fonction de l'évolution de la 

transcription. À titre d'exemple, dans des lymphocytes B de souris en cours de 

différentiation, certains gènes sont relocalisés près de l'hétérochromatine 

centromérique, ce qui a pour effet d'éteindre leur transcription (Brown et al., 1997). 

Cependant, bien que des "repositionnements" hors des zones hétérochomatiques 
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soient observés, ils ne sont pas suffisants pour permettre l'activation 

transcriptionnelle.  

Un modèle d'organisation nucléaire selon lequel les chromosomes occupent des 

territoires définis, séparés par des régions interchromatiniennes, a été proposé. Les 

gènes transcriptionnellement actifs seraient préférentiellement localisés à la surface 

de ces territoires ou dans des canaux accessibles aux machineries transcriptionnelles. 

Les zones interchomosomiques sont, dans ce modèle, des espaces réduits qui 

pourraient servir de zones de maturation et de zones d'assemblage pour les 

différentes machineries (Cremer and Cremer, 2001). 

 

Chez la levure, peu de travaux sur la localisation des chromosomes ont été 

menés en raison de la taille réduite de la cellule. Il ne semble pas exister de territoires 

chromosomiques tels qu'ils ont été décrits chez les eucaryotes supérieurs. Haber et 

Leung ont réalisé des travaux sur la mobilité des chromosomes dans le noyau suite à 

des cassures double brins. Ils ont pu montrer qu'après la survenue de cassures, 

l'apparition de translocations de bras chromosomiques est aussi fréquente que la 

réparation interchromosomique. Cela suggère que, chez la levure, les chromosomes 

mitotiques ne sont pas confinés dans des domaines précis et sont libres de se 

déplacer dans le noyau (Haber and Leung, 1996). Des données récentes sur la 

dynamique des chromosomes interphasiques de la levure montrent que les 

chromosomes ont un comportement très dynamique et bougent beaucoup dans le 

nucléoplasme à l'exception des télomères qui sont nettement moins mobiles (Heun et 

al., 2001). Aucune donnée ne soutient actuellement l’existence de territoires 

chromosomiques délimités chez la levure.  

 

II.4. Les nucléosomes, un frein pour la transcription ? 

In vivo, lors de la transcription, les nucléosomes restent attachés à l'ADN. Des 

études par microscopie électronique montrent que la synthèse d'ARN s’effectue 
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majoritairement sur de l'ADN condensé. In vitro, une transcription peut être 

reconstituée sur une matrice nucléosomale mais avec une moindre efficacité que sur 

un ADN nu (pour revue voir Widom, 1997). La présence de nucléosomes sur l'ADN 

peut constituer un obstacle pour la transcription en entravant la fixation d'activateurs 

ou de facteurs de transcription, le démarrage et l’élongation de la transcription. 

Cependant, la réalisation d'une transcription efficace sur une matrice nucléosomale 

indique que celle-ci doit être considérée comme une structure dynamique susceptible 

d'être remaniée et de se réarranger localement. L'équilibre entre condensation et 

accessibilité de l'ADN et la capacité d'une cellule à le réguler constitue donc un 

niveau crucial du contrôle de l'expression des gènes. 

  

II.4.1. Répression de la transcription par les nucléosomes. 

Les nucléosomes n'inhibent pas totalement le fonctionnement des ARN 

polymérases. Plusieurs études in vitro sur des ARN polymérases phagiques ou 

eucaryotes ont montré que ces enzymes sont capables de transcrire in vitro une 

matrice contenant des nucléosomes bien que moins efficacement qu'une matrice nue 

(Studitsky et al., 1997). Durant l'élongation par les ARN polymérases phagiques ou 

l'ARN polymérase III eucaryote, l'intégralité du nucléosome est déplacée vers l'aval 

du complexe de transcription grâce à la formation d'une boucle d'ADN. Dans le cas 

de la pol II, la situation semble être différente. Une étude récente du laboratoire de V. 

Studitsky montre qu'en dessous ou aux concentrations ioniques physiologiques, un 

nucléosome constitue une barrière très forte pour la progression de la pol II. 

L'augmentation de la force ionique permet le passage de l'ARN polymérase, mais la 

transcription s'accompagne de la dissociation d'un dimère H2A/H2B. Cette 

dissociation n'a pas été observée à ce jour avec les ARN polymérases de phages ou la 

pol III eucaryotes (Kireeva et al., 2002 et références incluses). Une dissociation du 

dimère H2A/H2B a été également constatée in vivo et corrélée à une transcription 

active. Ces auteurs ont proposé qu'in vivo, le passage de la pol II provoque la 



Introduction – Architecture nucléaire et transcription. 
 

   -49- 

dissociation de ce dimère et que l'élongation puisse être facilitée par des facteurs de 

remodelage.  

 

L'assemblage in vitro d'une matrice d'ADN en matrice nucléosomale peut 

inhiber la transcription de ce fragment par masquage des éléments promoteurs et par 

compaction de la matrice (Izban and Luse, 1991 ; Hansen and Wolffe, 1992 ; Hayes 

and Wolffe, 1992). Comme cela a été mentionné précédemment, la TBP appartient à 

une catégorie de facteurs qui ne peuvent pas se fixer à leur site sur le promoteur si ce 

site est masqué par la présence d'un nucléosome. (Imbalzano et al., 1994). Cette 

barrière peut être levée par des facteurs de remodelage de la chromatine (Lorch et al., 

1992 ; Imbalzano et al., 1994). La chromatine n'est toutefois pas un obstacle 

systématique pour la liaison de protéines à l'ADN. Certains facteurs, comme 

l'activateur transcriptionnel de levure Gal4 ou le récepteur humain aux 

glucocorticoïdes, sont capables de se fixer sur leur site même si celui-ci est masqué 

par un nucléosome (Perlmann and Wrange, 1988 ; Workman and Kingston, 1992). 

In vivo, chez S. cerevisiae, la déplétion de l'histone H4 entraîne l'activation de la 

transcription certains gènes (Han and Grunstein, 1988 ; Han et al., 1988). L'effet 

répressif de l'histone H1 est moins net. Les gènes transcriptionnellement actifs sont 

dépourvus d'histone H1, mais conservent une structure nucléosomale (Dedon et al., 

1991 ; Bresnick et al., 1992). Selon les études, l'addition in vitro de cette histone sur des 

matrices nucléosomales peut affecter ou non la transcription (O'Neill et al., 1995 ; 

Howe et al., 1998). La délétion du gène codant l'histone H1 a également des effets 

variables selon les organismes. Chez S. cerevisiae, la délétion du gène HHO1 n'a pas 

d'effet phénotypique marqué (Escher and Schaffner, 1997 ; Ushinsky et al., 1997 ; 

Patterton et al., 1998) et la transcription d'un nombre restreint de gènes est diminuée 

dans le mutant (Hellauer et al., 2001). De même, chez Tétrahymena thermophila, seul un 

petit groupe de gènes est affecté (Shen and Gorovsky, 1996). Par contre, chez les 

eucaryotes supérieurs, chez lesquels il existe plusieurs gènes codant des histones de 
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liaison, la délétion de l'histone H1 ne semble pas avoir d'effet. La compensation par 

d'autres histones de liaison pourrait expliquer cette absence de phénotype (Sirotkin et 

al., 1995 ; Lin et al., 2000 ; Rabini et al., 2000 ; Fan et al., 2001). 

 

II.4.2. Structure chromatinienne et activation de l'expression. 

Le positionnement de nucléosomes sur l'ADN peut parfois permettre d'activer 

la transcription en rapprochant physiquement des éléments promoteurs. Cela a été 

montré par exemple chez le xénope dans le cas du gène de la vitellogenine B1. Le 

positionnement d'un nucléosome en amont du promoteur permet d'augmenter le 

taux de transcription de ce gène (Corthesy et al., 1990). En amont de la séquence 

codante, se trouvent trois séquences correspondant respectivement au site de fixation 

du récepteur de l'œstrogène et des facteurs de transcription HNF3, NF1 et TFIID. Le 

positionnement d'un nucléosome entre la boîte TATA et le site de liaison du facteur 

NF1 permet in vitro d'augmenter le taux de transcription d'un facteur dix. Ceci 

suggère que la présence de ce nucléosome permet de rapprocher spatialement des 

éléments distants sur la séquence primaire et ainsi de favoriser des interactions entre 

facteurs de transcription (Schild et al., 1993).  

 

La présence de nucléosomes sur l'ADN a des répercutions sur les mécanismes 

transcriptionnels. La condensation de l'ADN est donc un moyen de régulation de 

l'expression des gènes. La transcription d'un gène peut nécessiter un réarrangement 

de la structure chromatinienne afin de dégager les séquences promotrices ou de 

faciliter la progression des enzymes. La machinerie de transcription est adaptée au 

contexte chromatinien. Elles font appel soit à des propriétés intrinsèques soit à des 

autres facteurs avec lesquels elles coopèrent. Ces différentes activités seront 

détaillées dans les chapitres III et IV de cette introduction.  

Notons que le remodelage de la chromatine n’est pas une nécessité spécifique à 

la transcription par l’ARN polymérase II. Des activités de remodelage ont été 
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associées aux trois ARN polymérases (Wilson et al., 1996 ; Albert et al., 1999 ; Hsieh et 

al., 1999 ; Kundu et al., 1999). La transcription par la pol I nécessite aussi 

l'intervention de ce type de facteurs. Les copies actives d'ADNr sont dépourvues de 

nucléosomes (voir II.3.1). Quel que soit leur statut transcriptionnel, toutes les copies 

d’ADNr sont recouvertes de nucléosomes après l’étape de réplication de l’ADN 

(Lucchini and Sogo, 1995). La transcription s'accompagne du retrait des nucléosomes 

qui recouvrent les unités actives. L'établissement d'une structure dépourvue de 

nucléosome requiert le passage d'ARN polymérases, ce qui suggère qu'un facteur 

intervient avant ou concomitamment au passage de la première ARN polymérase 

(Dammann et al., 1995). Ce facteur n'a pas encore été isolé.  

La chromatine influence également la transcription par l'ARN polymérase III. 

La compaction par des nucléosomes de matrice de l'ARN 5S réduit sa transcription. 

Des études in vitro sur des extraits d'œufs de xénope montrent que l'assemblage de 

nucléosomes sur le gène de l'ARN 5S inhibe sa transcription (Almouzni et al., 1990). Il 

y a une compétition entre l'assemblage de la chromatine et la fixation des facteurs de 

transcription. Le préassemblage de ces facteurs sur la matrice la rend réfractaire à 

l'inhibition par les nucléosomes (Almouzni et al., 1990  ; Tremethick et al., 1990).  

In vitro, une transcription efficace du gène SNR6 peut être obtenue en l'absence 

du facteur TFIIIC. La transcription de ce gène est diminuée lorsque la matrice est 

préalablement assemblée en nucléosome. Dans ces conditions, l'addition du facteur 

TFIIIC restaure la transcription de cette matrice SNR6. Par contre, la destruction de la 

boîte B du promoteur supprime l'effet activateur du facteur TFIIIC (Burnol et al., 

1993). La déplétion de l'histone H4 ou des mutations dans l'histone H3 ont pour 

conséquences d'augmenter la transcription de ce gène muté. La transcription du gène 

sauvage n'est pas affectée (Marsolier et al., 1995). Ceci indique toutefois que les 

facteurs de transcription pol III sont capables de se fixer efficacement sur une matrice 

chromatinienne. L'acétylation des histones facilite la fixation des facteurs généraux et 

augmente la transcription par l'ARN polymérase III (Lee et al., 1993 ; Tse et al., 1998). 

Le facteur TFIIIC humain est capable in vitro de lever la répression de la transcription 



Introduction – Architecture nucléaire et transcription. 
 

   -52- 

des ARNt par la chromatine (Kundu et al., 1999). Les mécanismes moléculaires de 

l'action activatrice de ce facteur ne sont pas encore connus. Le facteur TFIIIC humain 

possède une activité histone acétyltransférase sur des histones libres ou assemblées 

en nucléosomes (Hsieh et al., 1999 ; Kundu et al., 1999). L'inhibition de cette activité 

est corrélée à une diminution de l'activité transcriptionnelle (Kundu et al., 1999). Le 

facteur TFIIIC du bombyx du mûrier a été purifié. Une activité histone 

acétyltransférase est associée à ce facteur jusqu'à l'étape de purification par affinité 

pour l'ADN. L'addition de cette activité permet de lever partiellement la répression 

de la transcription d'une matrice nucléosomale (Srinivasan and Gopinathan, 2002). 

Cette capacité à acétyler les histones pourrait expliquer l'action positive du facteur 

TFIIIC sur la transcription par la pol III. Toutefois, le facteur S. cerevisiae ne semble 

pas posséder d'activité similaire. Une possibilité serait qu'il agisse en coopération 

avec un complexe histone acétyltransférase. Mais ce facteur n'est pas copurifié avec le 

facteur TFIIIC de levure. Une autre possibilité serait que TFIIIC possède une autre 

propriété intrinsèque qui permette de déplacer les nucléosomes.  

 

II.5. Chromatine et transcription, une évolution parallèle. 

Les composants de la chromatine et de la machinerie de transcription ont 

évolué parallèlement pour remplir leurs fonctions dans les cellules eucaryotes. Il est 

particulièrement intéressant de noter la présence de mêmes motifs structuraux voire 

de mêmes protéines au sein de la chromatine ou de la machinerie de transcription. Le 

motif histone fold, impliqué dans l'assemblage du nucléosome, est retrouvé dans de 

nombreuses protéines parmi lesquelles plusieurs TAFII (TBP Associated Factor) et 

des facteurs de transcription. Au sein du facteur général de transcription TFIID, 9 des 

14 TAFII contiennent un domaine histone fold. Les histones H3, H4 et H2B ont des 

similitudes respectivement avec les protéines yTAFII60/hTAFII80, 

yTAFII17/hTAFII31 et yTAFII61/hTAFII20. Ces 9 protéines forment 5 paires 

différentes. La structure TFIID, étudiée par microcopie électronique, révèle que ce 
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complexe s'organise autour d'une structure de type nucléosomale. Le cœur du 

complexe n'a toutefois pas la même structure que celle d’un véritable nucléosome. 

Les interactions potentielles avec l’ADN sont également différentes (revue dans 

Gangloff et al., 2001). La présence de protéines TAFII dans les complexes de la famille 

SAGA (voir III.2.1.) soulève la question de savoir s'il existe également dans ce 

complexe des structures de type histone. Ce repliement caractéristique est également 

présent dans les complexes de remodelage de la chromatine. Par exemple, deux sous-

unités du complexe CHRAC présentent un tel motif (Poot et al., 2000).  

La ressemblance entre certaines protéines de la chromatine et de l'appareil 

transcriptionnel n'est pas une spécificité de système pol II. En effet, le facteur de 

transcription pol I UAF possède parmi ses sous-unités les histones H3 et H4. Les 

histones H2A et H2B ne sont pas détectées dans le complexe (Keener et al., 1997). 

La présence de structure de type nucléosomale ou d'histone dans un complexe 

intervenant sur l'ADN a généralement été interprétée comme une surface potentielle 

d'interaction avec l'ADN imitant une structure nucléosomale autour de laquelle 

l'ADN pourrait s'enrouler. Cela pourrait par conséquent offrir la possibilité de 

maintenir une structure "semi-condensée" mais compétente pour la transcription.  

Il est également intéressant de remarquer que certains facteurs de transcription 

pol II et pol III possèdent des activités intrinsèques susceptibles d'influencer la 

structure de la chromatine (voir chapitre III). À titre d’exemple, le facteur TFIID 

contient une sous-unité TAFII135/hTAFII250/dTAFII250 qui porte une activité 

histone acétyltransférase, de conjugaison à l'ubiquitine et dans les cas des protéines 

humaine et de drosophile, une activité kinase (Dikstein et al., 1996 ; Pham and Sauer, 

2000 ; Solow et al., 2001 ; Wassarman and Sauer, 2001). Le complexe médiateur 

contient la protéine Nut1 qui possède également une activité histone 

acétyltransférase (Lorch et al., 2000) ).  
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La présence et le positionnement des nucléosomes a donc une influence sur la 

capacité des ARN polymérases à transcrire une matrice chromatinienne. Des 

changements locaux et transitoires de la structure chromatinienne surviennent au 

moment de la transcription et permettent de lever la barrière engendrée par la 

présence de nucléosomes. Ils permettent notamment de libérer les séquences 

promotrices. Il existe deux grandes catégories de remodelage. La première catégorie 

regroupe les modifications covalentes des histones. La plus étudiée de ces 

modifications est l'acétylation. Elle est généralement associée à l'activation 

transcriptionnelle. La seconde classe de remodelage fait intervenir des complexes 

enzymatiques spécialisés qui modifient la structure des nucléosomes ou leurs 

positionnements. Ces mécanismes de modification–remodelage revêtent une 

importance cruciale dans le bon déroulement des processus développementaux, de 

différenciation, de division cellulaire, de la réparation des dommages à l'ADN, du 

contrôle de la transcription… De nombreuses maladies humaines et notamment des 

cancers, sont dues à des dysfonctionnements de ces complexes de modification et de 

remodelage de la chromatine. Ces derniers sont des cibles thérapeutiques potentielles 

(pour revue, voir Redner et al., 1999 ; Cairns, 2001 ; Marks et al., 2001 ; Wolffe, 2001 ). 

 

III. Transcription et modifications covalentes des histones. 

Les histones font l'objet de nombreuses modifications covalentes  

post-traductionnelles. Ces modifications consistent en des acétylations, méthylations, 

phosphorylations et ubiquitinations. La figure 13 résume l'ensemble des 

modifications covalentes existant chez les eucaryotes supérieurs (revue dans Marks 

et al., 2001). Ces différentes modifications post-transcriptionnelles des histones ont 

été corrélées avec le statut transcriptionnel d'un gène. Les queues N-terminales des 

histones ont des interactions fortes avec l'ADN et sont le principal siège de ce type de 

modifications. L'intervention des extrémités amino-terminales des histones H3 et H4 
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dans les interactions entre nucléosomes laisse supposer que certaines modifications 

covalentes participent à la déstabilisation de structure d'ordre supérieur.  
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III.1. Code des histones. 

L'acétylation des queues N-terminales des histones est considérée comme un 

mécanisme de l'activation transcriptionnelle. Cependant, il existe un niveau basal 

d'acétylation des histones. L'acétylation ciblée de certains résidus se fait dans un 

contexte global d'acétylation et de déacétylation (Vogelauer et al., 2000). La 

modification d'une lysine n'est pas systématiquement synonyme d'activation de la 

transcription. Par exemple, la lysine 14 de l'histone H4 est acétylée dans 

l'hétérochromatine (Braunstein et al., 1996). Réciproquement, la déacétylation d'un 

résidu ne provoque pas toujours la répression des gènes concernés. Ceci suggère 

donc que le profil d'acétylation est déterminant et que l'effet transcriptionnel de 

l'acétylation des histones fait sans doute intervenir une combinaison de 

modifications et non seulement un effet de charge. De même, les autres modifications 

covalentes des histones entraînent, selon le contexte, des réponses différentes. 

L’association des différentes modifications formerait alors un code déchiffré par 

d'autres protéines, et déterminerait la voie dans laquelle s'engage la cellule. Cette 

hypothèse est contenue dans la théorie du code des histones proposée par D. Allis 

(Strahl and Allis, 2000 ; Jenuwein and Allis, 2001). Elle est soutenue par le fait qu’il 

existe des coopérations et/ou interférences entre les différentes modifications et le 

remodelage de la chromatine (Cosma et al., 1999 ; Krebs et al., 1999 ; Agalioti et al., 

2000 ; Rea et al., 2000 ; Syntichaki et al., 2000 ; Nakayama et al., 2001 ; voir IV.5.) 

Une des implications du code des histones est que les différentes modifications 

servent de balises pour le recrutement d'autres complexes. La découverte de motifs 

tels que les bromodomaines et chromodomaines, qui reconnaissent respectivement 

les histones acétylées et méthylées, conforte cette hypothèse. Le bromodomaine est 

un motif protéique d'environ 110 acides aminés, conservé chez les eucaryotes. On le 

retrouve fréquemment dans des protéines ayant un rapport avec la régulation de 

l'activité transcriptionnelle et notamment dans des protéines appartenant à des 

complexes histone acétyltransférases ou de remodelage de la chromatine comme par 

exemple Gcn5, Sth1 ou Rsc4 (voir III.2. et IV.2.). Le bromodomaine de l'histone 
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acétyltransférase Gcn5 est capable in vitro de se lier à la partie N-terminale de 

l'histone H4 (Dhalluin et al., 1999b ; Ornaghi et al., 1999). La présence de ce domaine 

dans des complexes de type HAT a soulevé la question de savoir si les 

bromodomaines pouvaient reconnaître spécifiquement les peptides acétylés. Ceci a 

été montré par des études par résonance magnétique nucléaire sur le bromodomaine 

de la protéine humaine Pcaf (Dhalluin et al., 1999a, b).  

Le chromodomaine (CHRomatin Organisation MOdifier) est un motif est 

constitué d'une cinquantaine de résidus. Décrit pour la première fois chez la 

drosophile dans les protéines Polycomb et Hp1, ce module a par la suite été identifié 

dans toute une série de protéines différentes comme des histone méthyltransférases, 

des histone acétyltransférases, des intégrases, des hélicases. Sa structure a été résolue 

(Ball et al., 1997) et son repliement est semblable à celui trouvé dans plusieurs 

protéines procaryotes et eucaryotes se fixant à l'ADN (revue dans Eissenberg, 2001). 

Le chromodomaine est capable de se fixer aux histones méthylées. Par exemple, le 

chromodomaine de la protéine Hp1 est capable de se lier à la queue amino-terminale 

de l'histone H3 méthylée en position 9 (Bannister et al., 2001 ; Lachner et al., 2001). La 

fonction exacte des chromodomaines n'est pas connue mais un rôle proposé est celui 

de module qui permettrait de cibler certaines zones chromosomiques ou des acides 

nucléiques (Eissenberg, 2001).  

Les différentes modifications des histones pourraient donc constituer un signal 

de ciblage et d’ancrage d’activité de remodelage vers certaines régions 

chromatiniennes. 

 

III.2. L'acétylation des histones, un mécanisme lié à la transcription. 

La réaction d'acétylation est un transfert d'un groupement acétyl depuis 

l'acétylcoenzyme A sur un résidu lysine de la protéine cible. Dans le cas des histones, 

elle est catalysée par les histone acétyltransférases. La réaction est réversible 

(catalysée alors par des histone déacétylases). Cette réaction a lieu sur les queues 
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amino-terminales des histones. L'acétylation des lysines diminue les charges 

positives de ces extrémités N-terminales. Elle pourrait de ce fait affaiblir les 

interactions entre les queues des histones et l'ADN ou entre nucléosomes (Luger et 

al., 1997). Cette modification des histones provoque une sensibilité accrue des 

nucléosomes à la digestion par des nucléases, ce qui indique que l’ADN est plus 

accessible. 

La corrélation entre la présence d‘histones acétylées et la chromatine 

transcriptionnellement active a été établie dans les années 1960 (Pogo et al., 1967 ; 

Allfrey et al., 1968). Des anticorps dirigés contre les histones hyperacétylées 

reconnaissent des fragments de chromatine contenant beaucoup de gènes 

transcriptionnellement actifs (Reeves, 1984). Le lien entre acétylation des histones et 

transcription a ensuite été renforcé par la découverte de complexes co-activateurs 

possédant une activité histone acétyltransférase (HAT ; revue dans Roth et al., 2001). 

Récemment, la forme de l'ARN polymérase II en élongation a été purifiée associée 

avec un complexe HAT, l'élongateur (Otero et al., 1999). Le rôle de ce complexe au 

cours d'élongation est cependant controversé (Pokholok et al., 2002). 

 

III.2.1. Les histone acétyltransférases (HAT). 

Les histone acétyltransférases ont pour substrats privilégiés les histones H3 et 

H4. Les autres histones peuvent servir de substrat mais, l'affinité est toutefois 

inférieure. Historiquement, deux catégories d'histone acétyltransférases ont été 

définies. Les HAT de type B ont une localisation cytoplasmique et acétylent les 

histones H4 avant leur entrée dans le noyau et leur dépôt sur l'ADN néosynthétisé. 

Les HAT de type A sont nucléaires et acétylent les histones déjà incorporées au sein 

de nucléosomes, ceci probablement en liaison avec les processus transcriptionnels. 

Toutefois, il semble que la séparation entre les deux groupes ne soit pas aussi nette 

(pour revue voir Sterner and Berger, 2000). Les HAT-A étant reliées à la 

transcription, seule cette catégorie sera abordée dans cette introduction. De 
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nombreux complexes HAT ont été isolés chez différents organismes. En dehors de 

leur activité sur les histones, les HAT sont également capables d'acétyler d'autres 

substrats dont des protéines qui se fixent sur la chromatine et des facteurs de la 

transcription (revue dans Sterner and Berger, 2000). L'acétylation de ces protéines 

régulent leur activité. Ainsi, les HAT participent à la régulation de transcription à 

plusieurs niveaux. Seules les modifications des histones seront abordées dans les 

paragraphes suivants.  

 

III.2.1.1. Les HAT de levure. 

La première activité HAT de type A a été isolée chez T. thermophila. La protéine 

p55 présentait de très fortes similitudes avec la protéine de levure Gcn5, alors 

considérée comme un régulateur transcriptionnel. 

 

III.2.1.1.1. ADA. 

Les complexes ADA et SAGA ont été purifiés biochimiquement conjointement. 

Les deux complexes partagent les sous-unités Gcn5 (homologue de la protéine p 55 

de T. thermophila) Ada2 et Ada3. Le complexe ADA acétyle in vitro principalement les 

résidus lysine 14 et 18 de l’histone H3 et dans une moindre mesure l'histone H2B. 

Une quatrième sous-unité, Ahc1, spécifique du complexe ADA a été découverte 

récemment, démontrant ainsi que celui-ci n'est ni un sous-complexe ni un artéfact de 

purification de SAGA. Bien que la protéine Ahc1 soit indispensable à l'intégrité du 

complexe, la délétion du gène correspondant n'entraîne pas de défaut phénotypique 

marqué (Eberharter et al., 1999 et références incluses). Le gène AHC1 a été isolé dans 

un crible génétique de suppresseurs de mutations dans l'histone H2A. Ceci suggère 

un lien entre ADA et la chromatine, mais la fonction du complexe est encore mal 

comprise. 
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III.2.1.1.2. SAGA. 

Le complexe SAGA se compose d'au moins une quinzaine de sous-unités et a 

une masse d'environ 1,8 MDa. Il a été dénommé ainsi car il contient des protéines 

appartenant aux familles Spt et Ada (Spt-Ada-Gcn5-Acetyltransférase). Le facteur 

SAGA ne contient pas la TBP mais une série de protéines qui lui sont associées dans 

le facteur de transcription TFIID, les TAFs (TBP Associated Factor). Les TAFs 

présents dans le complexe SAGA sont Taf20, Taf25, Taf60, Taf 68 et Taf 90. Ces 

protéines sont importantes pour la fonction de SAGA (revue dans Grant et al., 1998). 

Le complexe SAGA contient également des protéines Ada (Ada1, Ada2, Ada3, Gcn5 

et Ada5/Spt20), des protéines Spt (Spt3, Spt7, Stp8) et la protéine Tra1. Les protéines 

Taf 17, 25 et 68 et Ada1 présentent des motifs de type histone fold (Hoffmann et al., 

1996). Il a été proposé que ces protéines forment une structure de type nucléosome 

(voir II.5). L'activité HAT du complexe SAGA est portée par la protéine Gcn5 (Grant 

et al., 1997). Le complexe SAGA acétyle in vitro préférentiellement l’histone H3 (sur 

les lysines 9, 14, 18 et 23) et dans une moindre mesure l’histone H2B. La spécificité 

des résidus acétylés sur l'histone H3 par le complexe SAGA le distingue du complexe 

ADA (Eberharter et al., 1998 ; Grant et al., 1999). 

L'activité du complexe SAGA est ciblée au niveau de certains promoteurs par 

des interactions, notamment via ses sous-unités Ada, avec des activateurs 

transcriptionnels (Marcus et al., 1994 ; Silverman et al., 1994 ; Barlev et al., 1995 ; Ikeda 

et al., 1999 ; Kuo et al., 2000). La protéine Tra1, essentielle à la viabilité cellulaire est 

homologue à la protéine humaine Trrap. Cette protéine se lie aux activateurs 

transcriptionnels c-Myc et E2F (McMahon et al., 1998). La protéine Tra1 appartient 

également au complexe NuA4 (voir III.2.1.1.4). Elle est la cible d'activateurs 

transcriptionnels et joue un rôle important dans le ciblage des complexes HAT NuA4 

et SAGA (Brown et al., 2001). Il a été suggéré qu'elle serve de plate-forme pour 

l'interaction de ces complexes HAT avec les activateurs transcriptionnels. 

L'hypothèse d'un ciblage du complexe SAGA est également soutenue par les études 

de transcriptome qui montrent que ce complexe n'est requis que pour la transcription 
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d'un groupe de gènes. Il pourrait cependant y avoir des redondances fonctionnelles 

entre plusieurs activités de remodelage (Holstege et al., 1998 ; Sudarsanam et al., 

2000). De plus, il a été montré que le complexe SAGA coopère avec des facteurs de 

remodelage de la chromatine comme SWI/SNF (Roberts and Winston, 1997 ; Cosma 

et al., 1999 ; Gregory et al., 1999 ; Krebs et al., 1999 ; Sudarsanam et al., 1999 ; 

Syntichaki et al., 2000 ; Hassan et al., 2001 ; Reinke et al., 2001 ; voir IV.5). Des études 

in vivo sur le promoteur du gène PHO5 ont montré que le bromodomaine de la 

protéine Gcn5 n'est pas nécessaire pour l'activité HAT mais intervient dans le 

remodelage subséquent par SWI/SNF en stabilisant la liaison de SWI/SNF au 

promoteur. (Syntichaki et al., 2000 ; Hassan et al., 2001).  

 

Les sous-unités Spt3 et Spt8 interagissent avec la TBP. Une autre forme du 

complexe, dépourvue de Spt8, a été purifiée. Il semble cette sous-unité module 

l'activité du complexe en régulant la fixation de la TBP sur le promoteur 

(Belotserkovskaya et al., 2000). La sous-unité catalytique Gcn5 n'est pas essentielle et 

sa délétion n'altère pas la stabilité du complexe. Par contre, des mutations dans les 

gènes SPT3 et SPT8 sont colétales avec la délétion de GCN5 (Sterner et al., 1999). Il a 

été proposé que le complexe SAGA possède plusieurs fonctions. Seule la suppression 

de plusieurs activités aurait un effet délétère. Le complexe SAGA pourrait 

notamment participer à la stabilisation du complexe de transcription sur le 

promoteur. Notons qu'il a été proposé, sur la base d'études du transcriptome de 

mutants des protéines TAFII communes à TFIID et SAGA, que ces deux complexes 

sont partiellement redondants (Lee et al., 2000). 

 

III.2.1.1.3. NuA3 (Nucleosome Acetyltranferase for H3). 

Le complexe NuA3 a la capacité d'acétyler in vitro l'histone H3. Ce complexe est 

mal défini en termes de composition. La sous-unité catalytique, la protéine Sas3, 

(Something About Silencing 3) a été isolée (John et al., 2000). Cette protéine est 
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capable d’acétyler in vitro les histones H3 et H4. En revanche, le complexe NuA3 

n'accepte que l’histone H3 comme substrat. Ceci montre que les protéines associées 

régulent et modulent l'activité de la sous-unité catalytique. La protéine Sas3 

appartient à une famille de protéines qui ont été impliquées dans le silencing au 

niveau des loci sexuels (Reifsnyder et al., 1996 ; John et al., 2000). 

Des interactions physiques et génétiques entre SAS3 et SPT16 ont été décrites 

(John et al., 2000). L'acide mycophénolique et le 6-aza-uracile (6-azaU) permettent de 

mettre en évidence des défauts d'élongation de la transcription (revue dans 

Hampsey, 1997). La délétion de 306 codons en 5' du gène SPT16 confère une 

sensibilité au 6-azaU. Ce phénotype est aggravé par la délétion du gène SAS3 (John et 

al., 2000). De plus, la partie N-terminale de la protéine Spt16 interagit en double–

hybride avec la partie C-terminale de Sas3 (John et al., 2000). L'homologue humain de 

Spt16 appartient au complexe FACT. Ce complexe de remodelage de la chromatine 

lève la répression due à la présence de nucléosome au cours de l'élongation de la 

transcription (Orphanides et al., 1998). La protéine Elp4 (sous-unité de l'élongateur, 

voir chapitre sur ce complexe ci-dessous) est copurifiée avec le complexe NuA3. La 

présence potentielle de la sous-unité Elp4 ainsi que les interactions entre les gènes 

SAS3 et SPT16 suggèrent que le complexe NuA3 pourrait intervenir lors de la phase 

d'élongation de la transcription et jouer sur la processivité de l'ARN polymérase. 

D'autre part, les protéines de levure Spt16 et Pob3 s'hétérodimérisent pour former le 

complexe CP, copurifié avec l'ADN polymérase α. Cette association suggère que le 

complexe NuA3 pourrait aussi intervenir dans la réplication de l'ADN.  

 

III.2.1.1.4. NuA4 (Nucleosome Acetyltranferase for H4). 

Le complexe NuA4 acétyle préférentiellement les histones H4. Il est également 

capable d'utiliser l'histone H2 comme substrat mais avec une moindre affinité (Allard 

et al., 1999). L'activité catalytique du complexe est portée par la protéine Esa1 

(Essential SAS family Acetyltransferase 1). C’est la seule HAT essentielle à la viabilité 
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cellulaire connue à ce jour chez la levure, ce qui indique que le complexe NuA4 

assure des fonctions spécifiques qui ne peuvent pas être prises en charge par d'autres 

complexes HAT ni compensées par d'autres activités de remodelage.  

Comme cela a été démontré pour le complexe SAGA, l'activité de NuA4 peut 

être dirigée vers certains promoteurs via des interactions avec des activateurs 

transcriptionnels (Utley et al., 1998 ; Ikeda et al., 1999 ; Brown et al., 2001 ; Carrozza et 

al., 2002). Cette interaction s'accompagne d'une acétylation de la matrice ciblée. La 

protéine Tra1 qui appartient aux complexes SAGA et NuA4 est impliquée dans le 

ciblage de l'activité de ces complexes (Brown et al., 2001).  

 

III.2.1.1.5. L'élongateur. 

L'élongateur est un complexe de levure composé de 6 protéines. Il a été 

découvert lors de la purification de la forme d'ARN polymérase II en élongation 

(Otero et al., 1999 ; Wittschieben et al., 1999 ; Winkler et al., 2001). Les complexes 

d'initiation et les complexes ternaires (en élongation) sont dissociés de l'ADN à des 

concentrations ioniques différentes. À une concentration de 300mM d'acétate de 

potassium, les complexes d'initiation sont dissociés de l'ADN. En ajustant la 

concentration saline à 500mM, les complexes ternaires sont toujours accrochés à 

l'ADN et restent dans une fraction non soluble. L'ARN polymérase II en élongation 

est hyperphosphorylée sur le CTD. Cette forme de la pol II est détectée dans la 

fraction non soluble chromatinienne. L'élongateur se trouve à la fois dans les 

fractions solubilisées et non solubles. La forme hyperphosphorylée de la pol II est 

purifiée par une succession d'étapes chromatographiques à partir de la fraction non 

soluble de l'extrait. Les pics d'élutions de l'élongateur et de la forme 

hypophosphorylée de la pol II se superposent, ce qui suggère que ces deux 

complexes sont associés. Un complexe homologue à l'élongateur de levure à été 

purifié à partir de cellules humaines (Hawkes et al., 2002). La sous-unité catalytique 

de l'élongateur, Elp3, n’a as d’activité en dehors du complexe. Les autres sous-unités 
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sont nécessaires à l'activité du complexe (Hawkes et al., 2002 ; Winkler et al., 2002). 

L’élongateur de levure acétyle les histones H2A, H2B, H3 et H4. En revanche, 

l'élongateur humain a une activité spécifique sur l'histone H3 (majoritairement sur la 

lysine 14) et sur l'histone H4 (principalement sur la lysine 8 ; (Hawkes et al., 2002 ; 

Kim et al., 2002 ; Winkler et al., 2002).  

Un rôle dans l'élongation a été proposé du fait de l'association de ce complexe 

avec la forme hyperphosphorylée de l'ARN polymérase II. Si l'élongateur est 

effectivement un acteur de la transcription, son rôle est limité à un petit nombre de 

gènes. Une étude du transcriptome de mutants elp par puces à ADN a en effet 

montré que l'élongateur n'est requis pour la transcription que d'un nombre restreint 

de gènes (Krogan and Greenblatt, 2001). Seule la sous-unité Elp5 est essentielle. La 

délétion des autres sous-unités provoque une croissance ralentie, un accroissement 

du temps d'adaptation aux changements de milieux et des défauts d'activation de 

certains gènes (Otero et al., 1999 ; Wittschieben et al., 1999). La délétion des gènes 

ELP5 et DST1 (codant le facteur de transcription TFIIS impliqué dans l'élongation et 

l'activité de clivage) est létale en présence de 6-azaU. Par ailleurs, la sous-unité Rpb9 

de l'ARN polymérase II a des similitudes avec le facteur TFIIS. Des mutations dans le 

gène RPB9 sont colétales avec la délétion du gène ELP3 (Van Mullem et al., 2002). Ces 

données évoquent un rôle du complexe ELP dans l'élongation de la transcription. 

Cette hypothèse a été remise en question par les travaux de Pokholok et 

collaborateurs (Pokholok et al., 2002). Ces auteurs ont utilisé la technique 

d'immunoprécipitation de chromatine et d’hybridation sur puces à ADN pour 

analyser le recrutement de facteurs de transcription, d'initiation, et d'élongation. Ils 

n'ont pas pu détecter la présence de l'élongateur. De plus, ce complexe a une 

localisation majoritairement cytoplasmique. Il a été proposé que l'élongateur puisse 

agir à de faibles niveaux ou qu’il soit relocalisé au niveau du noyau dans certaines 

conditions. Une autre possibilité est que l'activité de l'élongateur possède une activité 

HAT de type B, impliqué dans l'acétylation des histones avant leur incorporation 

dans les nucléosomes et que la copurification avec la pol II soit artéfactuelle.  
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III.2.1.2. Les HAT d'eucaryotes supérieurs. 

Des homologues de Gcn5 ont été clonés dans de nombreux organismes, ce qui 

suggère une conservation de sa fonction dans l'évolution (revue dans Sterner and 

Berger, 2000). Chez les mammifères deux homologues de Gcn5 ont été identifiés. Il 

s'agit des protéines hGcn5 et Pcaf. Elles se distinguent de leur homologue de levure 

par la présence d'une longue partie N-terminale non présente chez la levure. La 

protéine Pcaf interagit avec deux autres HAT humaines, p300 et Cbp. Les protéines 

hGcn5 et Pcaf appartiennent à des deux complexes de compositions voisines et 

homologues à SAGA (Ogryzko et al., 1998). Deux autres complexes, STAGA et TFTC, 

contenant hGcn5, ont été purifiés. La composition du complexe STAGA est mal 

définie mais il a été montré qu'il contient la TBP. Le complexe TFTC partage certaines 

sous-unités avec PCAF et GCN5. Il contient par ailleurs un jeu de TAFII qui lui sont 

spécifiques, ce qui indique que ces différents complexes ne sont pas identiques.  

 

III.2.2. Les histone déacétylases (HDAC). 

Le corollaire de l'effet de l’acétylation des histones sur l'activation de la 

transcription est que la déacétylation de ces résidus entraîne une répression 

transcriptionnelle. De la même manière que de nombreuses histone 

acétyltransférases ont été initialement isolées comme des coactivateurs 

transcriptionnels, beaucoup de corépresseurs de la transcription ont des activités 

histone déacétylases.  

La protéine humaine Hdac1 est la première histone déacétylase à avoir été 

isolée (Taunton et al., 1996). Son homologue chez S. cerevisiae, la protéine Rpd3, est 

nécessaire à l'activation et la répression de nombreux gènes (Vidal and Gaber, 1991). 

La réunion des informations biochimiques sur Hdac1 et génétiques sur Rpd3 a fourni 

la première connexion entre répression de la transcription et déacétylation des 
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histones. Des études ont également montré que la protéine Rpd3 possède également 

une activité HDAC (Rundlett et al., 1996).  

Les histone déacétylases se classent en trois catégories. La première classe, à 

laquelle appartiennent les protéines humaines Hdac1, Hdac2, Hdac3 et Hdac8, est 

définie par la protéine de levure Rpd3. La classe II contient les protéines humaines 

Hdac5, Hdac6, Hdac7 et Hdac9, homologues à la déacétylase de levure Hda1 (pour 

revue, voir Khochbin et al., 2001). Les histone déacétylases de classe I et II font partie 

de complexes multiprotéiques. Les différentes HDAC sont capables de déacétyler les 

histones H2A, H2B, H3 et H4. Les autres composants du complexe déterminent leur 

spécificité de substrat. Notons que les protéines Hdac1 et Hdac2 des mammifères 

appartiennent toutes les deux à deux complexes distincts : Sin3A et NuRD. Ce 

dernier possède également une activité de remodelage de la chromatine (voir IV.3.2.). 

Le troisième groupe de déacétylases est constitué des protéines homologues à 

la protéine de levure Sir2. Il a été récemment démontré que cette protéine possède in 

vitro une activité déacétylase dépendante du NAD et est capable de déacétyler les 

histones H3 et H4 (Smith and Boeke, 1997 ; Imai et al., 2000 ; Landry et al., 2000 ; 

Smith et al., 2000). L'existence d'une telle activité in vivo n'a pas été établie. 

 

Une étude récente par puces à ADN montre que les différentes HDAC de  

S. cerevisiae assurent des fonctions distinctes et interviennent aux niveaux de loci 

particuliers (Robyr et al., 2002). Des interactions ont été démontrées entre des 

répresseurs transcriptionnels et des complexes HDAC. Par exemple, le répresseur 

transcriptionnel de levure Ume6 interagit avec le complexe Sin3-Rpd3. Ce 

recrutement aboutit à la répression de l'expression d'un groupe de gènes contrôlés 

par Ume6 (Kadosh and Struhl, 1997 ; Fazzio et al., 2001). De même, la protéine Rb 

recrute le complexe mSin3A au niveau de gènes dont l'expression est régulée par le 

facteur de transcription E2F, ce qui conduit à la répression de leur transcription 

(Brehm et al., 1998 ; Luo et al., 1998 ; Magnaghi-Jaulin et al., 1998). Il apparaît donc 
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que les histone acétyltransférases et histone déacétylases peuvent exercer une activité 

ciblée après un recrutement par des régulateurs transcriptionnels. 

 

III.3. La méthylation des histones. 

La méthylation est un transfert d'un groupement méthyl depuis la  

S-adénosylméthionine vers la protéine cible. Les histones peuvent être méthylées par 

des histone méthyltranférases (HMT) au niveau de résidus lysine ou arginine (figure 

13). Contrairement à l'acétylation, la méthylation ne modifie pas la charge globale 

des histones. Des modèles faisant intervenir des clivages protéolytiques permettant 

de retirer cette signature de la chromatine ont été proposés (pour revue, voir 

Jenuwein and Allis, 2001). Il semble cependant que la méthylation puisse être 

réversible bien qu'aucune histone déméthylase n'ait été encore isolée.  

Comme l'acétylation, la méthylation des histones a été corrélée à la régulation 

de la transcription. Cependant, la méthylation des histones n'a pas comme 

conséquence systématique une activation transcriptionnelle. Le résidu, son 

emplacement, le nombre de méthylation ainsi que la combinaison avec d'autres 

modifications covalentes des histones déterminent l'effet transcriptionnel. 

Les premières histone méthyltransférases agissant sur les résidus lysine à avoir 

été isolées sont les protéines Suv39H1 humaine et murine (Aagaard et al., 1999). Ces 

protéines méthylent in vitro la lysine 9 de l'histone H3 (Rea et al., 2000) et sont des 

homologues de suppresseurs de l'effet de variégation chez la drosophile et S. pombe. 

Plusieurs familles d'histone méthyltransférases ont été identifiées, contenant toutes 

un motif SET nécessaire à l'activité (Rea et al., 2000). Chaque famille a probablement 

une spécificité de substrat (histone et résidu ; pour revue, voir Kouzarides, 2002).  

La méthylation du résidu lysine 9 de l'histone H3 a été associée à la formation 

d'hétérochromatine. Cette modification est reconnue par le répresseur 

transcriptionnel Hp1 chez la drosophile et les mammifères, par son homologue Swi6 

chez S. pombe, et peut entraîner la formation d’hétérochromatine (Bannister et al., 
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2001 ; Lachner et al., 2001). La méthylation de l’histone H3 sur la lysine 9 n'est pas 

détectée chez S. cerevisiae. Les protéines Suv39H1 et Hp1 sont également impliquées 

dans la répression transcriptionnelle de l'euchromatine. La protéine humaine Rb 

interagit in vivo avec ces deux protéines. Cela a pour conséquence de réprimer 

l'expression du gène de la cycline E (Nielsen et al., 2001). La présence de la protéine 

Rb est nécessaire pour que la méthylation de la lysine 9 s'effectue. Toutefois, 

contrairement à ce qui se passe aux loci hétérochromatiques, la répression du gène de 

la cycline E par Suv39H1-Hp1 n'entraîne pas la formation d'hétérochromatine. Le 

recrutement d’activité HDAC par la protéine Rb suggère qu’elle agit probablement 

en faisant intervenir une étape de déacétylation de la lysine 9 (Brehm et al., 1998 ; Luo 

et al., 1998 ; Magnaghi-Jaulin et al., 1998). 

L'histone H3 peut également être méthylée sur la lysine 4. Contrairement à la 

méthylation de la lysine 9, la méthylation de la lysine 4 semble avoir un effet 

activateur sur la transcription. En effet, cette lysine est méthylée dans le macronoyau 

transcriptionnellement actif de la paramécie T. thermophila (Strahl et al., 1999). Chez 

S. pombe, une méthylation de la lysine 4 est détectée dans l'euchromatine. Cette 

méthylation de l'histone H3 est fréquente chez S. cerevisiae. Il semble qu'elle soit 

associée à la fois à l'activation et la répression transcriptionnelle. Le nombre de 

méthylation d'un résidu joue un rôle capital. La lysine 4 est en effet diméthylée dans 

les régions codantes. Il semble qu'elle participe à l'activation transcriptionnelle en 

bloquant la déacétylation des régions concernées (Bernstein et al., 2002 ; Dover et al., 

2002). Mais la méthylation de la lysine 4 de l'histone H3 est également requise chez S. 

cerevisiae pour que l'extinction transcriptionnelle de l'ADNr et des télomères 

s'effectue (Briggs et al., 2001 ; Krogan et al., 2002). La lysine 26 de l'histone H3 semble 

liée à une répression transcriptionnelle (Strahl et al., 2002). 

Des histone méthyltransférases possédant une activité ciblée spécifiquement sur 

les résidus arginine ont été isolées. Ceci a fourni les premières indications en faveur 

d'un rôle dans la méthylation des arginines des histones dans l'activation 

transcriptionnelle. Ces histone méthyltransférases sont coactivateurs des récepteurs 
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nucléaires des eucaryotes supérieurs (Chen et al., 1999 ; Ma et al., 2001 ; Bauer et al., 

2002).  

 

III.4. La phosphorylation des histones. 

La phosphorylation des histones, comme leur acétylation, modifie leur charge 

La fonction de la phosphorylation de l'histone H3 n'est pas claire. La modification de 

la sérine 10 a été impliquée dans la condensation (Hendzel et al., 1997 ; Van Hooser et 

al., 1998 ; Wei et al., 1998 ; Wei et al., 1999) et dans la cohésion des chromosomes 

(Kaszas and Cande, 2000). Cependant un rôle direct de cette phosphorylation a été 

remis en cause (De la Barre et al., 2001). 

La phosphorylation des histones a aussi été impliquée dans l'activation 

transcriptionnelle (revues dans Spencer and Davie, 1999 ; Berger, 2001). Chez les 

mammifères, la stimulation de cellules au repos par des facteurs de croissance 

conduit à la phosphorylation des nucléosomes présents sur les gènes c-FOS et  

c-MYC. Cette phosphorylation est concomitante de l'activation transcriptionnelle de 

ces deux gènes (Mahadevan et al., 1991 ; Chadee et al., 1999 ; Sassone-Corsi et al., 

1999).  

La phosphorylation de la sérine 10 de l'histone H3 module l'activité 

d'acétylation. Des études chez S. cerevisiae ont montré que certains gènes dont 

l'activation est dépendante de l'histone acétyltransférase Gcn5 sont également 

dépendants de la phosphorylation de la sérine 10 de l'histone H3 (Lo et al., 2000). La 

mutation de cette sérine en alanine affaiblit la transcription de ce groupe de gènes. 

L'arginine R164 de la protéine Gcn5 se trouve à proximité de la sérine 10 de l’histone 

H3 dans le complexe ternaire Gcn5/Aco-A/H3 (Lo et al., 2000). La mutation de cette 

arginine en alanine provoque une baisse de l'activité HAT sur ce même groupe de 

gène. D'autre part, l'activité de Gcn5 est stimulée si la sérine 10 est préalablement 

phosphorylée (Cheung et al., 2000 ; Lo et al., 2000). Il existe donc des coopérations 
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entre les différentes machineries de modifications des histones qui permettent de 

réguler leurs activités.  

 

III.5. Histones et ubiquitine. 

L'ubiquitine est une petite protéine de 76 résidus, extrêmement conservée et 

retrouvée dans la très grande majorité des espèces eucaryote. Elle a été 

principalement impliquée dans des processus qui font intervenir une dégradation 

protéique (le contrôle du cycle cellulaire, la différenciation cellulaire, la réponse au 

stress, la réparation de l'ADN… ; pour revue, voir Glickman and Ciechanover, 2002). 

Une autre fonction, ne faisant pas intervenir les voies de dégradation protéique, lui a 

été attribuée dans la transcription et la structure de la chromatine. L'histone H2A est 

la toute première protéine conjuguée à l'ubiquitine à avoir été isolée (Ballal et al., 

1975). Les résidus ubiquitinés des histones sont situés au début de la partie  

C-terminale et non dans la queue amino-terminale (pour nommer les histones 

ubiquitinées, j’utiliserai l'abréviation uH). Contrairement aux réactions d'acétylation 

et de méthylation pour lesquelles des motifs protéiques reconnaissent les résidus 

modifiés covalemment, aucun motif de reconnaissance des histones ubiquitinées n’a 

été identifié. Cependant, on peut proposer l'existence d'un mécanisme similaire. 

L'histone H2A peut également être conjuguée à l'ubiquitine sur la lysine K119. Bien 

que ce résidu soit remarquablement bien conservé, la forme uH2A n’est pas détectée 

chez la levure (Swerdlow et al., 1990). L'histone H2B peut être ubiquitinée sur la 

lysine K120 chez les mammifères ou K123 chez la levure (Robzyk et al., 2000). 

L’effet de l’ubiquitination des histones est variable. Plusieurs études ont mis en 

évidence un taux accru d'histones ubiquitinées dans la chromatine 

transcriptionnellement active (Levinger and Varshavsky, 1982 ; Nickel et al., 1989). 

Chez T. thermophila, le macronoyau est enrichi en histones ubiquitinées 

comparativement au micronoyau transcriptionnellement inactif (Nickel et al., 1989 ; 

Davie and Murphy, 1990). Un autre argument en faveur d'un rôle positif de 
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l’ubiquitination des histones sur la transcription est venu de l’étude de cellules 

soumises à un choc thermique. Lors d'un tel stress, la transcription de beaucoup de 

gènes est réprimée. Cela a été corrélé à une diminution du taux d'acétylation et de la 

quantité d’uH2A dans plusieurs lignées cellulaires (Parag et al., 1987 ; Bond et al., 

1988 ; Mimnaugh et al., 1997). Il a été observé un biais dans la teneur en ubiquitine 

dans la chromatine transcriptionnellement active : les parties 5’ des gènes actifs en 

sont plus riches que les parties 3’. Ces expériences suggèrent une corrélation positive 

entre ubiquitination et activation de la transcription. Cependant, ce lien n'est pas 

absolu. Des histones ubiquitinées sont en effet également détectées dans des 

fragments transcriptionnellement inactifs (Ballal et al., 1975 ; Levinger and 

Varshavsky, 1982 ; Huang et al., 1986). D’autre part, chez la levure, l'ubiquitination 

de la lysine 123 de l'histone H2B précède et est nécessaire pour que la méthylation de 

la lysine 4 et l'extinction transcriptionnelle des télomères s'effectuent (Sun and Allis, 

2002). Comme pour les autres modifications covalentes des histones, l’effet d’une 

ubiquitination sur la transcription est donc variable.  

Une ou deux histones ubiquitinées peuvent s’intégrer au sein d'un nucléosome. 

Des expériences de digestion à la DNase n'ont pas permis de détecter de différences 

de liaison à l'ADN entre les formes nucléosomales "natives" et ubiquitinées des 

nucléosomes (Davies and Lindsey, 1994). Il semble cependant que la présence 

d'ubiquitine fragilise le dimère H2A/H2B dans la chromatine transcriptionnellement 

active (Li et al., 1993). Il a été proposé que l'ubiquitination puisse être un mécanisme 

favorisant l'échange avec des histones néosynthétisées, la fixation de facteur de 

transcription ou l'élongation en cours de transcription.  

Chez la levure, deux protéines sont capables d'ubiquitiner des histones in vitro. 

Il s’agit des protéines Rad6/Ubc2 et Cdc34/Ubc3. Des travaux réalisés par Robzyk et 

collaborateurs ont révélé que Rad6 est l'enzyme responsable de la conjugaison de 

l'ubiquitine à l'histone H2B au niveau du résidu K123 in vivo (Robzyk et al., 2000). 

Des travaux récents chez la drosophile ont montré que le facteur de transcription 

TFIID, par l'intermédiaire de sa sous-unité TAFII250, possède en plus de ces activités 
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acétylase et kinase, une activité intrinsèque in vitro d'ubiquitination de l'histone H1 

(Pham and Sauer, 2000). 
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La deuxième catégorie de modification de la structure chromatinienne met en 

jeu des complexes de remodelage spécialisés. Ces facteurs de remodelage de la 

chromatine sont caractérisés par la présence d'une sous-unité ATPase  

ADN-dépendante de la famille de Swi2/Snf2 (pour revue voir Kingston and 

Narlikar, 1999 ; Narlikar et al., 2002). Ces complexes utilisent l'énergie de l'hydrolyse 

d'ATP pour opérer des réarrangements des nucléosomes et de l'enroulement de 

l'ADN au sein de la chromatine.  

 

IV. Remodelage de la chromatine par des complexes ATP-dépendants. 

IV.1. Le complexe SWI/SNF. 

IV.1.1. Isolement du complexe. 

Le complexe SWI/SNF (pour mating type SWItching/Sucrose Non 

Fermenting) est le premier complexe de remodelage de la chromatine à avoir été 

isolé chez la levure. Plusieurs composants de ce complexe ont été originellement 

identifiés dans des cribles génétiques comme des régulateurs positifs de la 

transcription du gène de l'endonucléase HO (gènes de la famille SWI) ou de 

l'invertase SUC2, requise pour la croissance sur saccharose (gènes de la famille SNF ; 

pour revue, voir Winston and Carlson, 1992). Des études génétiques et biochimiques 

ont par la suite montré que ces différentes protéines forment un même complexe, 

composé d'au moins 11 sous-unités et d'une masse moléculaire d'environ 2 MDa 

(Côté et al., 1994). Chez S. cerevisiae, SWI/SNF n’est pas essentiel à la viabilité 

cellulaire. Les mutations dans les différentes sous-unités donnent des phénotypes 

très variés (défauts de croissance, incapacité à utiliser certaines sources de carbone, 

défauts dans le changement de type sexuel).  

L’étude de mutants du complexe SWI/SNF a permis d’établir un lien entre ce 

complexe et le remodelage de la chromatine. Les gènes du groupe SIN sont définis 

comme des suppresseurs du phénotype swi/snf-. Plusieurs mutations sin 

correspondent à des mutations dans les gènes codant les histones H3 et H4 (Winston 
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and Carlson, 1992). La déplétion partielle des histones H2A et H2B permet également 

de supprimer ce phénotype (Hirschhorn et al., 1992). Ces données suggèrent donc 

que la déstabilisation de la structure chromatinienne et le fonctionnement de 

SWI/SNF sont liés. Des expériences de sensibilité de la chromatine à la digestion par 

des nucléases sur le gène SUC2 ont démontré la "fonction chromatinienne" de 

SWI/SNF. L'activation de la transcription du gène s'accompagne d'un changement 

du profil de digestion. Des mutations dans les gènes codant les sous-unités Snf2 ou 

Snf5 abolissent à la fois l'induction transcriptionnelle et la modification de la 

structure chromatinienne du gène SUC2. Celles-ci sont en partie rétablies lorsque la 

quantité d'histones H2A et H2B est artificiellement diminuée (Hirschhorn et al., 1992 ; 

Wu and Winston, 1997). Ces différentes observations font penser que les 

nucléosomes sont déplacés, permettant ainsi l'accès de la machinerie de transcription. 

Le complexe SWI/SNF est capable de stimuler la fixation d’un activateur 

transcriptionnel dérivé de Gal4. Il a été établi que SWI/SNF est capable de modifier 

le positionnement et la structure des nucléosomes de manière ATP-dépendante 

(revue dans Kingston and Narlikar, 1999). L’activité ATPase est portée par la  

sous-unité Swi2/Snf2 (Laurent et al., 1993). Cette protéine défini une classe d’ATPase 

impliqué dans le remodelage de la chromatine .  

 

IV.1.2. SWI/SNF et transcription.  

La perte de fonction de SWI/SNF se traduit par des phénotypes très variés. Des 

études récentes par puces à ADN ont montré que SWI/SNF n’a pas un rôle général 

dans la transcription. Il n’est requis (directement ou indirectement) pour la 

transcription que de 3 à 6 % des gènes selon les études (Holstege et al., 1998 ; 

Sudarsanam et al., 2000). De plus, SWI/SNF a un rôle positif et négatif sur la 

transcription. Ceci indique que ce complexe contribue à rendre l’ADN plus ou moins 

accessible selon les gènes. Les effets transcriptionnels observés sont la résultante 

d'effets directs et indirects (via des régulateurs pour ces derniers). Une partie des 



Introduction – Remodelage de la chromatine par des complexes ATP-dépendants. 
 

   -76- 

dérégulations observées est due non pas à l'action de SWI/SNF au niveau d'un gène 

particulier, mais à l'action de SWI/SNF sur la transcription de certains régulateurs. 

Par exemple, les protéines Pho2 et Pho4 sont des activateurs transcriptionnels du 

gène PHO5. Dans un mutant snf2-∆ cultivé en milieu riche, l’expression du gène 

PHO5 est réprimée, mais celles des gènes PHO2 et PHO4 ne varie pas. La répression 

de PHO5 est donc bien liée à une intervention directe de SWI/SNF au niveau de ce 

gène. Inversement, pour les gènes transcrits spécifiquement dans les souches du type 

sexuel a, la diminution de la quantité de ces transcrits est provoquée par la 

répression de la transcription de leurs régulateurs (Sudarsanam et al., 2000). 

La répartition dans le génome des gènes dont la transcription est dépendante de 

SWI/SNF est homogène. Ceci montre que ce complexe ne régit pas la transcription 

de domaines chromatiniens particuliers, mais que ce contrôle s’exerce 

individuellement sur chaque gène (Holstege et al., 1998 ; Sudarsanam et al., 2000).  

Le fait que SWI/SNF ne soit pas requis pour la transcription de la totalité du 

génome indique soit qu'il n'intervient effectivement qu'au niveau d'un nombre 

restreint de gènes, soit que sa fonction est partiellement redondante avec celle d'un 

autre facteur (de remodelage ou de modification des histones).  

 

En dehors de ces fonctions transcriptionnelles, le complexe SWI/SNF semble 

également impliqué dans la réplication de l’ADN (Flanagan and Peterson, 1999). Cet 

aspect ne sera pas davantage développé ici.  

 

IV.2. Le complexe RSC (Remodels the Structure of Chromatin). 

IV.2.1. RSC, un homologue de SWI/SNF. 

RSC est un complexe d'environ 1MDa isolé chez la levure sur la base des 

similitudes de sa sous-unité catalytique Sth1 avec la protéine Swi2/Snf2 du complexe 

SWI/SNF (Cairns et al., 1996). Des expériences de sensibilité à la digestion par la 
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DNase I montre que ce complexe est capable in vitro de remodeler de manière ATP-

dépendante la structure de la chromatine (Cairns et al., 1996). Le complexe RSC est 

composé d'au moins 18 sous-unités (Cairns et al., 1996 ; Sanders et al., 2002). Les 

gènes codant treize d'entre elles sont connus. En plus de Sth1, plusieurs autres  

sous-unités de RSC ressemblent à des sous-unités de SWI/SNF. Le tableau III montre 

la composition de quelques complexes de la famille SWI/SNF. Les sous-unités Sth1, 

Sfh1, Rsc8 et Rsc6 sont homologues respectivement à Swi2/Snf2, Snf5, Swi3, et 

Swp73. Les deux complexes partagent également deux protéines apparentées à 

l'actine, Arp7 et Arp9 (aussi nommées Rsc11/Swp61 et Rsc12/Swp59). Ces deux 

protéines, bien que capables d'hydrolyser l'ATP, semblent avoir un rôle plus 

structural que catalytique (Peterson et al., 1998). Par ailleurs, le complexe RSC compte 

au moins 6 sous-unités spécifiques : Rsc1, Rsc2, Rsc3, Rsc4, Rsc30 et Rsc58.  

Malgré leur ressemblance, les complexes SWI/SNF et RSC ne sont pas 

redondants. En effet, contrairement à SWI/SNF, le complexe RSC est essentiel pour 

la croissance mitotique. D'autre part, l'estimation des rendements de purification 

suggère que RSC est au moins dix fois plus abondant dans la cellule que SWI/SNF. 

Ceci permet d'émettre l'hypothèse que RSC pourrait agir soit au niveau de nombreux 

promoteurs soit être impliqué dans plusieurs autres processus agissant au niveau de 

l'ADN comme la réparation ou la réplication de l’ADN.  

 

Le complexe RSC existe sous plusieurs isoformes. La purification du complexe 

à partir d'anticorps dirigés contre la sous-unité Rsc6 fait apparaître deux formes 

distinctes de RSC. La forme RSCa est dépourvue des polypeptides Rsc3 et Rsc30 et 

représente 10 à 20 % de la quantité de complexe purifié (Cairns et al., 1996 ; Angus-

Hill et al., 2001). Les complexes RSC et RSCa ont des propriétés extrêmement proches 

(Cairns et al., 1996).  
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Par ailleurs, il existe aussi deux autres isoformes de RSC qui contiennent soit la 

protéine Rsc1 soit la protéine Rsc2. L'isoforme contenant la protéine Rsc2 est la plus 

abondante. Les protéines Rsc1 et Rsc2 sont fortement similaires et ne sont pas 

essentielles. Toutefois, la délétion des gènes RSC1 ou RSC2 confère des défauts de 

croissance spécifiques. La délétion simultanée des deux gènes est par contre létale 

(Cairns et al., 1999). Les protéines Rsc1 et Rsc2 partagent donc des fonctions 

communes mais ne sont pas totalement redondantes et interchangeables. Chacune 

contient deux bromodomaines (III.1) et un domaine de type BAH. Ce dernier est un 

motif protéique d'environ 130 résidus qui a été originellement identifié dans les 

protéines Polybromo humaine et Rsc2 de levure. (Nicolas and Goodwin, 1996). La 

présence dans ces deux protéines de bromodomaines a conduit à nommer ce motif 

"Bromodomain Adjacent Homology". Le motif BAH, retrouvé chez tous les 

eucaryotes, est présent dans un grand nombre de protéines qui possèdent par 

ailleurs soit un domaine impliqué dans la régulation transcriptionnelle soit des 

motifs de liaison à l'ADN. Ceci suggère un rôle dans la régulation de la transcription 

(pour revue, voir Callebaut et al., 1999). Les protéines Rsc1, Rsc2 et Polybromo sont 

toutefois les seuls polypeptides connus possédant à la fois des bromodomaines et des 

motifs BAH (Goodwin and Nicolas, 2001). Il a été proposé que ce motif soit un 

module d'interaction protéine-protéine impliqué dans la régulation transcriptionnelle 

(Callebaut et al., 1999). Notons également que les protéines Rsc1 et Rsc2 contiennent 

aussi un crochet AT (AT-hook). Il s’agit d’un motif de liaison à l'ADN qui reconnait 

préférentiellement les sillons mineurs de régions riches en nucléotides A et T (Reeves 

and Nissen, 1990).  

Des expériences d'immunoprécipitation de chromatine ont été réalisées sur les 

deux isoformes du complexe. Elles ne font pas apparaître de différences flagrantes 

dans la localisation des complexes contenant les protéines Rsc1 ou Rsc2 (Ng et al., 

2002). La non redondance de Rsc1 et Rsc2 suggère alors que les deux complexes 

agissent différemment au niveau de quelques loci et/ou qu'ils assurent des fonctions 

spécifiques autres que transcriptionnelles. 
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IV.2.2. Un homologue humain pour RSC ? 

Les cellules de mammifères contiennent deux ATPases de type Swi2/Snf2, Brg1 

et Brm. Trois complexes humains ont été purifiés à partir de deux fractions 

chromatographiques distinctes de cellules HeLa (tableau III ; figure 16 ; Wang et al., 

1996a ; Wang et al., 1996b). La première fraction contient deux complexes très proches 

qui ont comme sous-unité ATPase respective les protéines Brg1 et hBrm. Ces deux 

complexes ont des propriétés biochimiques voisines et sont tous les deux nommés 

SWI/SNF-A ou BAF (Brg1 Associated Factor). Ces complexes ont, en dehors de 

l'ATPase, des compositions similaires. La deuxième fraction ne comporte qu’un seul 

complexe, SWI/SNF-B ou PBAF (PolyBromo Associated Factor), dont l'ATPase est 

Brg1 (Xue et al., 2000). Les formes A et B contiennent chacune des sous-unités 

spécifiques. La protéine Baf250 n’est présente que dans les complexes de la forme A. 

Les polypeptides Baf180, Baf200 et Baf240 sont quant à eux caractéristiques du 

complexe SWI/SNF-B (Xue et al., 2000). La protéine Baf180 a la particularité de 

posséder 6 bromodomaines, deux motifs BAH ainsi qu’un module HMG (High 

Mobility Group ; figure 14). Les protéines de drosophile CG11375 et de C. elegans 

CE05310 ont des organisations similaires à celle de Baf 180. Par contre, aucune 

protéine de levure ne possèdent ces 9 motifs. Chez S. cerevisiae, les protéines les plus 

ressemblantes sont les sous-unités Rsc1, Rsc2 et Rsc4 du complexe RSC (Xue et al., 

2000). Il a été proposé que la protéine Baf180 résulte d'une fusion de ces trois 

protéines au cours de l'évolution (Xue et al., 2000). Le complexe SWI/SNF-B serait 

donc l’homologue humain de RSC.  

Bien qu'elles présentent 75% d'identité, les ATPases Brg1 et Brm ne semblent 

pas avoir les mêmes rôles biologiques. L'inactivation du gène BRM chez la souris est 

viable. Cette inactivation s’accompagne d'une augmentation de l'expression de la 

protéine Brg1, ce qui évoque un mécanisme de compensation entre les deux formes 

de complexes SWI/SNF-A qui permettrait de pallier l'absence de l'ATPase Brm. 

Toutefois, les cellules brm -/- présentent des défauts de contrôle du cycle cellulaire. 

Ces cellules perdent l'inhibition de contact in vitro et les souris brm -/- sont 



Introduction – Remodelage de la chromatine par des complexes ATP-dépendants. 
 

   -83- 

prédisposées au développement de tumeurs. Contrairement au gène BRM, 

l'inactivation du gène BRG1 induit une létalité embryonnaire. Cette létalité rappelle 

le caractère essentiel du complexe RSC. Le complexe SWI/SNF-B ne contient que 

l'ATPase Brg1. L'effet délétère de la délétion du gène BRG1 suggère que les deux 

ATPases Brm et Brg1 ne sont pas interchangeables au sein du complexe SWI/SNF-B 

et que les trois complexes SWI/SNF ne sont pas redondants. Toutefois, l'inactivation 

du gène BGR1 est possible dans certains types cellulaires, ce qui indique que sa 

fonction n'est pas requise de manière absolue dans tous les types cellulaires (pour 

revue, voir Muchardt and Yaniv, 2001). 

 

IV.2.3. Rôle transcriptionnel de RSC. 

Le complexe RSC a été impliqué dans le contrôle de la transcription. Il faut 

noter que, par opposition à ce qui a été rapporté pour les complexes SWI/SNF 

humains et de levure, le complexe RSC n'a pas été copurifié avec l'ARN polymérase 

II de levure (Cairns et al., 1996 ; Wilson et al., 1996 ; Neish et al., 1998). Le mutant 

nps1-105 (mutant de la sous-unité catalytique Sth1) est affecté dans le processus de 

sporulation. Ce mutant présente un taux de sporulation réduit et un délai dans le 

déclenchement de la méiose. Ce phénotype s’accompagne de défauts 

transcriptionnels pour les gènes IME2, SPO11 et SPO13, induits en tout début de 

méiose. Moreira et Holmberg ont montré que RSC est impliqué dans le contrôle de la 

transcription du gène CHA1 (Moreira and Holmberg, 1999). Ce gène est fortement 

induit lorsque les cellules sont cultivées en présence de sérine dans le milieu. 

Lorsque les protéines Sth1 ou Rsc8 sont déplétées, l'expression du gène CHA1 dans 

des cellules non induites est comparable à celle des cellules induites. Ceci suggère 

que la répression de la transcription du gène n’a plus lieu. Ces changements 

transcriptionnels sont corrélés avec des perturbations de la structure chromatinienne 

du promoteur. En condition standard, un nucléosome est placé sur la boîte TATA. 

L'induction de la transcription du gène s’accompagne d'un déplacement de ce 
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nucléosome. Lorsque les protéines Sth1 ou Rsc8 sont déplétées, ce déplacement est 

observé quelles que soient les conditions de croissance. Le remodelage du promoteur 

effectué par le complexe RSC est donc requis pour la répression de la transcription 

du gène CHA1. Ceci montre de plus que le complexe RSC peut avoir un effet négatif 

sur la transcription.  

 

Des études du transcriptome sur des mutants de RSC3, RSC30 et RSC9 

suggèrent qu'il existe une spécialisation des sous-unités au sein du complexe. Les 

ensembles de gènes affectés dans ces différents mutants ne sont pas entièrement 

identiques, ce qui suggère que certaines sous-unités sont responsables du ciblage de 

l'activité de remodelage de RSC au niveau de certains gènes. 

La localisation du complexe RSC au niveau des régions intergéniques a été 

analysée par la technique d'immunoprécipitation de chromatine combinée à une 

hybridation sur puces à ADN à partir de plusieurs sous-unités du complexe 

(Damelin et al., 2002 ; Ng et al., 2002). L’immunoprécipitation de chromatine permet 

de déterminer quels sont les fragments d’ADN auxquels une protéine se fixe. Les 

cellules sont fixées avec du formaldéhyde. Cette étape permet de ponter à l’ADN les 

protéines qui s’y lient. L Les cellules sont lysées par sonication (cette étape permet 

également de fragmenter l’ADN). La protéine d’intérêt est immunoprécipitée 

(fraction enrichie) à l’aide d’anticorps spécifiques ou dirigés contre un épitope. Ceci 

permet de concentrer les fragments liés par cette protéine. Les fragments d’ADN de 

la fraction enrichie et d’une fraction non enrichie sont amplifiés et marqués avec des 

fluorochromes puis hybridés simultanément sur une puce à ADN (Ren et al., 2000).  

Les résultats des deux études sur RSC sont en partie divergents. Les auteurs ont 

souligné la difficulté de ponter le complexe RSC à l'ADN. Cette difficulté pourrait 

expliquer les divergences entre les deux études. D’autre part, cela entraîne une 

certaine incertitude sur les cibles de RSC. Néanmoins, ces études indiquent que RSC 

est impliqué dans la transcription de gènes codant des protéines ribosomiques, des 
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protéines impliquées dans l'utilisation des différentes sources d'azote, de réponse 

aux stress, dans le maintien de la paroi cellulaire, ainsi que de plusieurs gènes liés au 

cycle cellulaire. Ces résultats concordent avec les résultats d'analyse du 

transcriptome de mutant de rsc3 et rsc30. D’autre part, la localisation de Rsc9 change 

en réponse à différents stress. Cela indique que RSC est ciblé vers différents gènes en 

fonction des conditions de culture.  

L'étude menée par Ng et collaborateurs révèle également que RSC occupe de 

manière privilégiée les régions situées en amont des gènes transcrits par l'ARN 

polymérase III (Ng et al., 2002). Le complexe RSC aurait la particularité de participer 

à la transcription par l’ARN polymérase II et l‘ARN polymérase III. En revanche, 

aucune occupation du promoteur de l'ADNr n'a été constatée. 

 

IV.2.4. RSC et le cycle cellulaire. 

Des études suggèrent une implication du complexe RSC dans le cycle cellulaire. 

Différents mutants des sous-unités Rsc1, Rsc2, Rsc9, Rsc3, Rsc30, Sth1 sont bloqués à 

la transition G2/M (Cao et al., 1997 ; Du et al., 1998 ; Tsuchiya et al., 1998 ; Cairns et al., 

1999 ; Angus-Hill et al., 2001 ; Damelin et al., 2002). Ce blocage est du à l'activation 

d’un "point de contrôle" du fuseau mitotique (généralement activé par un mauvais 

accrochage d'un chromosome aux microtubules ou suite à des dommages au fuseau 

mitotique). Les mutants nps1-105 et sth1-3ts sont sensibles aux drogues déstabilisant 

les microtubules (Tsuchiya et al., 1998 ; Hsu and Laurent, 2002). Dans le mutant  

nps1-105, la structure chromatinienne autour du centromère est perturbée. Ce 

changement est détecté par une modification du profil de digestion des régions 

centromériques par des nucléases et des enzymes de restriction. Cette altération n'est 

pas apparemment due à une perte de nucléosomes dans les régions centromériques 

(Tsuchiya et al., 1998). Par ailleurs, une étude récente a montré l'existence 

d'interactions physiques et génétiques entre RSC et des composants du kinétochore 

(Hsu and Laurent, 2002). Le complexe RSC a été localisé par immunoprécipitation de 
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chromatine au niveau des centromères et joue un rôle dans la séparation des 

chromosomes mitotiques (Hsu and Laurent, 2002). D'autre part, l'homologue humain 

de RSC, SWI/SNF-B, est localisé au niveau des kinétochores (Xue et al., 2000). Ces 

données indiquent que le complexe RSC intervient dans le déroulement du cycle 

cellulaire. Cette fonction pourrait être directe par exemple sur la ségrégation des 

chromosomes et la structure du centromère et indirecte via la régulation de la 

transcription de gène contrôlant le cycle cellulaire.  

 

IV.3. Les complexes de remodelage, une famille qui s'agrandit… 

Les données de séquençage de nombreux organismes révèlent que la structure 

primiaire de nombreuses protéines présente des ressemlances avec celle de l'ATPase 

Swi2/Snf2. Ces protéines sont autant d'ATPases potentielles. Tous les complexes de 

remodelage de la chromatine caractérisés à ce jour sont bâtis autour d'une sous-unité 

ATPase appartenant à la "super-famille" Swi2/Snf2. Ces différents complexes de 

remodelage sont classés en quatre groupes, SWI/SNF, ISWI, MI-2/CHD et INO80, 

en fonction de leur sous-unité catalytique. La figure 15 montre une représentation 

schématique des ATPases Swi2/Snf2, ISWI, Mi-2 et Ino80. Leur domaine ATPase est 

conservé et ressemble à celui d'ADN hélicases. Celui de la protéine Ino80 de  

S. cerevisiae a la particularité d’être divisé en deux sous-domaines. Aucune activité 

hélicase n'a été démontrée pour ces complexes de remodelage à l'exception du 

complexe de levure INO80 (Shen et al., 2000). Le domaine ATPase est associé à un 

autre motif spécifique de chaque classe. Les ATPases de type Snf2/swi2 possèdent 

un motif de type bromodomaine. Le domaine ATPase des protéines homologues à 

Iswi est couplé à un module de liaison à l'ADN SANT. La famille Mi-2 est quant à 

elle caractérisée par la présence d'un chromodomaine. Les figures 16 à 19 présentent 

quelques complexes isolés chez la levure, la drosophile et l'homme. Le nombre de 

sous-unités de ces différents complexes varie énormément. Il est probable que 

plusieurs sous-unités servent de plate-forme d'interaction et soient impliquées dans 
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le ciblage de l'activité de ces complexes (Phelan et al., 1999). Ces différents complexes 

ont des activités différentes et agissent vraisemblablement selon des modes 

différents. 
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IV.3.1. La famille SWI/SNF. 

Le complexe SWI/SNF de la levure est le premier complexe d'une famille de 

facteurs contenant une ATPase de type à Swi2/Snf2 à avoir été isolé. Des complexes 

similaires ont été isolés de nombreux organismes. La famille SWI/SNF contient 

notamment les complexes de levure SWI/SNF, RSC et les différentes isoformes 

humaines de facteurs SWI/SNF-A et SWI/SNF-B. Les fonctions des complexes 

SWI/SNF et RSC ayant été abordées dans les paragraphes précédents, cette famille 

de complexe de ne sera pas détaillée davantage ici. Leur mécanisme d’action sera 

abordé dans le chapitre IV.4. 

Chez les mammifères, ces complexes jouent un rôle majeur dans le contrôle de 

la structure chromatinienne. Ils sont nécessaires à la régulation du cycle cellulaire 

(Muchardt and Yaniv, 1999a, b). Le développement de plusieurs types de cancers 

sont liés à des dysfonctionnements de SWI/SNF (revue dans Muchardt and Yaniv, 

1999a, b). Par exemple, la grande majorité des tumeurs rhabdoïdes, un des cancers 

pédiatriques les plus agressifs, est associée à des évènements de délétion du gène 

SNF5/INI1, une des sous-unités des complexes SWI/SNF humains (Versteege et al., 

1998 ; Roberts et al., 2000). 

 

IV.3.2. La famille ISWI. 

La famille ISWI est caractérisée par la protéine de Iswi (Imitation SWI), isolée 

chez la drosophile. Cette protéine présente de forte similitude avec Swi2/Snf2 mais 

contient un motif de type SANT à la place du bromodomaine présent dans la 

protéine Swi2. Le motif SANT est un motif de liaison à l'ADN fréquemment trouvé 

dans des protéines liées à la chromatine (revue dans Aasland et al., 1996). Le premier 

membre de cette famille est le complexe de drosophile NURF (NUcleosome 

Remodeling Factor). En plus de NURF, la famille ISWI contient entre autres les 

complexes de drosophile CHRAC (CHromatin Remodeling and Assembly Complex) 

et ACF (ATP-utilizing Chromatin remodeling and assembly Factor), de levure ISW1 
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et ISW2, humains RSF (Remodeling and Spacing Factor), WCRF (Williams syndrome 

transcription factor Chromatin Remodeling Factor), CHRAC et NoRC (NucleOlar 

Remodeling Complex ; pour revue voir Langst and Becker, 2001). 

Il est intéressant de noter la présence de la même ATPase dans plusieurs 

complexes de compositions différentes. Les protéines de levure Isw1 et Isw2 sont 

homologues. Ce sont les sous-unités ATPase respectivement des complexes ISW1 et 

ISW2 dont les fonctions sont différentes. En effet, des études indiquent que les 

complexes CHRAC, ACF, et ISW2 peuvent moduler l'espacement des nucléosomes in 

vitro (Tsukiyama and Wu, 1997 ; Varga-Weisz et al., 1997) alors que les facteurs 

NURF et ISW1 ne le peuvent pas. Par ailleurs, la protéine Iswi, produite de manière 

recombinante, possède une activité intrinsèque de remodelage. In vitro, la protéine 

Iswi peut assembler des nucléosomes et catalyser le transfert d'un nucléosome du 

centre de la matrice vers son extrémité. Au sein de CHRAC, Iswi catalyse la réaction 

inverse en transférant les nucléosomes préférentiellement des extrémités vers le 

centre de la matrice (Langst et al., 1999). Il a été démontré que la protéine Acf1 fait 

partie des complexes ACF et CHRAC. L'association des protéines Iswi et Acf1 a pour 

conséquence non seulement d'augmenter très fortement l'activité d'Iswi mais 

également de modifier ces propriétés intrinsèques de remodelage (Ito et al., 1999 ; 

Eberharter et al., 2001). Ces données montrent donc que bien que tous ces complexes 

possèdent l'ATPase Iswi, leurs activités sont différentes et que l'activité d'Iswi est 

modulée par les autres protéines auxquelles elle s'associe. Une même ATPase peut 

donc catalyser des réactions différentes en fonction de la composition du complexe 

au sein duquel elle s'intègre.  

Le complexe de mammifères NoRC (NucleOlar Remodeling Complex) est 

apparemment un nouveau membre de la famille ISWI (Strohner et al., 2001). La 

protéine Tip5 interagit avec hSnf2h, l'homologue humain de Iswi. Des expériences 

d'immunofluorescence montre que Tip5 est localisé dans le nucléole. Le complexe 

Tip5-Snf2h est capable in vitro de faire glisser des nucléosomes de manière  

ATP-dépendante. NoRC pourrait ainsi être un complexe de remodelage nucléolaire 
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impliqué dans la régulation de la structure chromatinienne du locus de l'ADN 

ribosomique.  
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IV.3.3. Type MI-2/CHD. 

L'ATPase fondatrice de cette famille est la protéine humaine Mi-2 (Wade et al., 

1998 ; Zhang et al., 1998). Cette protéine possède un chromodomaine et appartient au 

complexe NuRD (Nucleosome Remodeling and Deacetylating ; Tong et al., 1998  ; 

Xue et al., 1998). Comme cela a été observé pour d'autres complexes de remodelage, 

l'activité de l'ATPase est modulée par les autres protéines du complexe (Wang and 

Zhang, 2001). Notons que ce complexe a la particularité de posséder une activité de 

remodelage de la chromatine jumelée à une activité d'histone déacétylase. En effet, ce 

complexe contient les histone déacétylases Hdac1 et Hdac2.  

La fonction des complexes de cette famille est encore mal comprise. Les 

complexes isolés de cellules de mammifères et de xénope contiennent aussi des ADN 

méthyltransférases putatives (Wade et al., 1999 ; Zhang et al., 1999). La présence 

d'histone déacétylases et d'ADN méthyltransférases dans ces complexes suggèrent 

qu'ils sont impliqués dans la répression transcriptionnelle. Toutefois, la protéine 

Chd1, un homologue de Mi-2 chez la drosophile, est localisée au niveau de la 

chromatine transcriptionnellement active, ce qui évoque un rôle positif dans la 

transcription pour cette protéine (Stokes et al., 1996). 

Chez S. cerevisiae, seul le polypeptide Chd1 appartient à la famille de protéines 

Mi-2. Il a été montré par puces à ADN, que Chd1 n'est requise pour la transcription 

que d'un petit nombre de gènes (Tran et al., 2000). Il est possible que l'activité de 

Chd1 soit partiellement redondante avec d'autres complexes de remodelage déjà 

identifiés ou non. Par ailleurs, alors que les protéines de type Mi-2 des eucaryotes 

supérieurs sont assemblées dans des complexes et associées à des histone 

déacétylases, la protéine Chd1 de levure forme apparemment un homodimère. 

Aucune interaction physique ou génétique de Chd1 avec des histone déacétylases n'a 

été décrite à ce jour.  
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IV.3.4. Type INO80. 

La protéine Ino80 représente un nouveau type d'ATPase. En effet, son domaine 

ATPase est éclaté en deux sous-domaines. L'aptitude du complexe INO80 à 

remodeler la structure de la chromatine a été démontrée in vitro (Shen et al., 2000). Du 

point de vue transcriptionnel, le gène INO80 a été isolé parce qu'il est nécessaire à la 

transcription du gène IN01 en l'absence d'inositol (Ebbert et al., 1999). Le complexe 

INO80 pourrait également intervenir dans la réparation de l'ADN. En effet, la 

protéine bactérienne RuvB est impliquée dans la réparation de l'ADN. La protéine 

Ino80 est copurifiée avec deux protéines homologues à cette ADN hélicase, Rvb1 et 

Rvb2. Cela pourrait expliquer l'activité ADN hélicase associée au complexe INO80 

(Shen et al., 2000). Une mutation dans le gène INO80 entraîne une sensibilité accrue 

aux dommages à l'ADN (Shen et al., 2000), ce qui suggère que le complexe INO80 

pourrait participer aux mécanismes de réparation des dommages à l'ADN.  

 

IV.4. Modes d'action possibles. 

IV.4.1. Aspects mécanistiques. 

D'un point de vue biochimique, les complexes SWI/SNF humains et de levure 

ainsi que RSC sont capables de se lier à de l'ADN nu ou nucléosomal sans hydrolyse 

d'ATP. Ces complexes modifient in vitro de manière ATP-dépendante la structure des 

nucléosomes (Côté et al., 1994 ; Cairns et al., 1996 ; Schnitzler et al., 1998). L'activité 

ATP-dépendante est portée par la sous-unité de type Swi2/Snf2 et est stimulée par 

de l'ADN nu ou nucléosomal.  

Les complexes SWI/SNF et RSC réalisent deux types de remodelage (figure 20). 

Ces deux complexes ont la possibilité de transférer in vitro le nucléosome d'une 

matrice mononucléosomale vers un brin d'ADN nu (déplacements en trans ; Lorch et 

al., 1999 ; Whitehouse et al., 1999). Des glissements de nucléosomes sur un même brin 

d’ADN (déplacements en cis) ont également été mis en évidence (Lorch et al., 2001). 

L'équilibre entre déplacement en cis et trans est déterminé par la concentration locale 
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de SWI/SNF. Les déplacements en cis sont favorisés à basse concentration (Fryer and 

Archer, 1998 ; Whitehouse et al., 1999). 

Le deuxième type de remodelage consiste en la formation d'un nucléosome de 

conformation altérée dont le contenu en histone n’est pas modifié mais où les 

contacts histone-ADN sont perturbés. Ce remodelage se traduit expérimentalement 

par une sensibilité accrue de l'ADN à la digestion par des DNases. Un intermédiaire 

stable a pu être purifié. Il s’agit d’un dinucléosome non covalent, visualisé dans des 

expériences de retard sur gel sous la forme d'un complexe histone-ADN dont la 

mobilité par rapport au nucléosome standard est réduite sur gel. Cet intermédiaire 

activé est stable en l'absence d'ATP et du complexe. L'addition d'ATP et de l'enzyme 

permet de revenir à l'état standard (Phelan et al., 2000 ; Lorch et al., 2001). 

L'intermédiaire réactionnel peut également retourner dans son état initial en 

l'absence du complexe enzymatique mais de manière lente. Les complexes SWI/SNF 

et RSC catalysent des interconversions rapides entre ces différentes conformations de 

nucléosomes (figure 20 ; Narlikar et al., 2001 et revue dans Narlikar et al., 2002). 

Le nombre de sous-unités des complexes de remodelage est variable mais 

l'ATPase est toujours associée à au moins une autre protéine. Dans le cas de 

SWI/SNF humain, il a été montré que la totalité des sous-unités n'est pas nécessaire 

pour que le complexe catalyse une réaction (Phelan et al., 1999). L'activité des 

protéines Iswi et Mi-2 est modifiée en fonction des sous-unités auxquelles elles sont 

associées (Ito et al., 1999 ; Eberharter et al., 2001 ; Wang and Zhang, 2001). Ceci 

suggère que ce complexe comporte un cœur catalytique formé de la sous-unité 

ATPase et de protéines qui régulent son activité ainsi qu'éventuellement une série de 

protéines qui permettent le ciblage du complexe.  
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Contrairement aux complexes de type SWI/SNF qui semblent avoir le même 

type d'activité, les complexes ISWI présentent des caractéristiques différentes. Ceci 

reflète probablement des différences dans leurs mécanismes d'action. Ces deux types 

de complexes n'ont pas la même spécificité de substrat. L'activité des complexes 

SWI/SNF et RSC humains et de levure est stimulée par de l'ADN nu ou de l'ADN 

nucléosomal (Laurent et al., 1993 ; Lorch et al., 1998 ; Phelan et al., 1999). Par contre, le 

complexe NURF n'est activé que par de l'ADN nucléosomal et son activité, 

contrairement à celle de SWI/SNF, nécessite la présence des queues N-terminales des 

histones (Georgel et al., 1997 ; Logie et al., 1999). Le principal mécanisme d'action des 

complexes ISWI est probablement le glissement des nucléosomes. Cela semble faire 

intervenir un affaiblissement des contacts histones-ADN. Les nucléosomes remodelés 

par Iswi conservent les propriétés des nucléosomes "standards". Les complexes ISWI 

ne semblent pas générer, contrairement aux complexes SWI/SNF, des conformations 

altérées (revue dans Narlikar et al., 2002). 

Il a été proposé que la fonction des complexes de remodelage de la chromatine 

soit de catalyser des interconversions entre différents états possibles de la 

chromatine. Selon ce modèle, les complexes de remodelage n'assurent pas 

directement la formation d'un état "ouvert" ou d'un état "fermé". Les différentes 

protéines présentes au voisinage permettraient de fixer les nucléosomes dans une 

conformation donnée (voir (Kingston and Narlikar, 1999). 

 

IV.4.2. Recrutements des machineries de remodelage. 

B. Cairns a proposé quatre modèles différents de recrutement des activités de 

remodelage de la chromatine (Cairns, 1998). Ces modèles sont transposables dans le 

cas d’une répression de la transcription.  

Dans le premier modèle, les activateurs de la transcription ne peuvent pas se 

fixer à leur séquence si l'affinité pour leur site de liaison est trop faible. Ces 

activateurs interagiraient avec les machineries de remodelage pour affaiblir les 
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contacts histones-ADN. Ceci permettrait la liaison de l'activateur sur son site. Ce 

modèle est concordant avec le fait que certains activateurs ont en effet la capacité de 

se fixer à leur site même sur des matrices nucléosomales ou si leur affinité pour leur 

site est forte (Burns and Peterson, 1997).  

Dans le second modèle, le processus commence par la fixation de l'activateur 

sur son site, suivi du recrutement de l'activité de remodelage. Certains activateurs 

comme Gal4 sont capables de se fixer sur une matrice chromatinienne (Workman 

and Kingston, 1992). Le remodelage de la région promotrice permettrait le 

recrutement et d'autres facteurs et l'activation de la transcription. 

Dans le troisième modèle, les facteurs de remodelage interviennent au hasard 

permettant de libérer aléatoirement les sites de liaison des activateurs et facteurs de 

transcription. Bien que possible, ce modèle implique néanmoins une forte dépense 

énergétique.  

Dans le dernier modèle, l'action des machineries de remodelage est inhibée par 

la présence sur la matrice de répresseurs transcriptionnels. Une première étape de 

suppression de l'interaction entre le répresseur et les nucléosomes permet de libérer 

la matrice. Les machineries de remodelage interviennent alors et facilitent la liaison 

des facteurs de transcription. 

 

Des arguments indiquent cependant que ces complexes n'agissent pas au 

hasard dans le génome, mais seraient bien ciblés vers des régions chromatiniennes 

particulières (revue dans Kingston and Narlikar, 1999). Ceci ne permet pas d'exclure 

un mode d'action aléatoire. Des interactions génétiques ou physiques entre des 

activateurs ou des répresseurs de la transcription et des complexes de remodelage 

ont été établies. Ceci va dans le sens d’un recrutement ciblé. Les complexes de 

remodelage pourraient alors exercer spécifiquement à certains loci des effets positifs 

ou négatifs sur la transcription. Un exemple est fourni par les protéines Hir1 et Hir2. 

Ces dernières sont impliquées dans l'extinction de la transcription des gènes 
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d’histone HTA1 et HTB1. Ces deux gènes sont transcrits à partir d'un promoteur 

divergent. Les protéines Hir 1 et Hir2 se fixent sur le promoteur de ces gènes au 

niveau d'un site répresseur. Une co-immunoprécipitation entre Hir1 et Hir2 et trois 

protéines de SWI/SNF a été observée (Dimova et al., 1999). Ces mêmes auteurs ont 

également montré par immunoprécipitation de chromatine que SWI/SNF est recruté 

par Hir1 et Hir2. La délétion des gènes correspondants entraîne une dérépression de 

la transcription des gènes HTA1 et HTB1. De même, lorsque le site de fixation des 

protéines Hir1 et Hir1 au promoteur est délété, SWI/SNF n'est plus nécessaire à 

l'activation de la transcription des gènes d'histones. Il semble que SWI/SNF soit 

nécessaire pour lever la répression imposée par Hir1 et Hir2 à ce locus. Plusieurs 

études montrent que RSC est également présent aux niveaux des promoteurs des 

gènes d’histones et qu’il participe à la régulation de la transcription de ces gènes 

d'histones (Damelin et al., 2002 ; Ng et al., 2002). De même que pour le complexe 

SWI/SNF, l’occupation du promoteur par RSC est dépendante de la présence des 

protéines Hir1 et Hir2 mais est négativement corrélée à l'activité transcriptionnelle 

(Ng et al., 2002). Il semble donc que SWI/SNF et RSC aient des effets antagonistes au 

niveau du promoteur des gènes HTA1/HTB1. Ceci montre également que bien que 

présentant de nombreuses analogies, ces complexes ne sont pas redondants et 

assurent des fonctions bien distinctes. 

Les études de transcription par puces à ADN montrent que le complexe 

SWI/SNF de levure interviennent dans la répression de la transcription (Holstege et 

al., 1998 ; Sudarsanam et al., 2000). De même, Les complexes SWI/SNF contenant 

l'ATPase Brg1 semblent impliqués dans la répression transcriptionnelle par la 

protéine Rb (pour revue, voir Zhang and Dean, 2001). Dans le cas des complexes de 

type ISWI, le recrutement du complexe ISW2 de levure par le répresseur 

transcriptionnel Ume6 a été démontré (Goldmark et al., 2000). Le complexe histone 

déacétylase Sin3-Rpd3 interagit également avec la protéine Ume6 (Fazzio et al., 2001).  

L’holoenzyme pol II est un autre modèle permettant de rendre compte du 

ciblage des complexes de remodelage. Les activateurs spécifiques recruteraient la 
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forme holoenzyme de la pol II, entraînant avec elle les activités de remodelage 

nécessaires. Les complexes SWI/SNF humains et de levure ont été purifiés avec 

l'holoenzyme pol II (Wilson et al., 1996 ; Cho et al., 1998 ; Neish et al., 1998). De même, 

des histone acétyltransférases ont été co-purifiées avec l'enzyme humaine (Cho et al., 

1998 ; Neish et al., 1998). Cependant, d'autres purifications n'ont pas isolé ce type de 

complexe parmi les composants de l'holoenzyme (Cairns et al., 1996), ce qui suggère 

que d'autres modes de recrutement doivent exister. 

Ces complexes ne paraissent pas exercer d’effet sur de grands domaines 

chromatiniens. Aucun argument en faveur d'un rôle global de SWI/SNF n'a été 

rapporté. Au contraire, il semble que l'intervention transcriptionnelle de SWI/SNF se 

fasse au niveau de gènes individuels et non sur des domaines chromosomiques 

(Holstege et al., 1998 ; Sudarsanam et al., 2000). Des expériences de colocalisation par 

immunofluorescence ne montrent pas de superposition étendue des signaux d'Iswi et 

de la pol II dans les cellules de glandes salivaires de larves de drosophile (Deuring et 

al., 2000). Ceci suggère que les complexes ISWI n’interviennent que ponctuellement 

dans la transcription. Cependant, cela n’exclut pas que les effets du remodelage se 

répercutent sur de grands fragments. En effet, les complexes de remodelage de la 

famille ISWI pourraient également agir au niveau de grands domaines chromatiniens 

voire au niveau de chromosomes complets. Ces facteur sont impliqués in vivo dans la 

maintenance de structures d'ordre supérieur. En effet, des mutations dans l’ATPase 

Iswi provoquent chez la drosophile une très forte altération de la structure du 

chromosome X chez les mâles (Deuring et al., 2000). Chez cette espèce, contrairement 

à ce qui ce produit chez les mammifères, c'est le chromosome X du mâle qui fait 

l'objet de régulations liées au sexe. Ce chromosome est transcriptionnellement 

hyperactif de façon à rejoindre le taux de transcription observé chez la femelle. Un 

autre argument en faveur d'un rôle global des complexes de remodelage de la famille 

ISWI vient de l'étude des clonages par transplantation de noyau. Ce type de clonage 

fait apparaître de nombreuses modifications des noyaux des cellules somatiques 

implantés. La transplantation du noyau provoque une décondensation de la 
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chromatine et la dissociation de la TBP de l'ADN. Ces modifications permettent de 

"dédifférencier" le noyau et de retourner à un état basal de transcription. Cette 

dédifférenciation peut être reproduite in vitro. Kikyo et collaborateurs ont montré 

que cet effet requiert la présence d'ATP et fait intervenir un complexe contenant la 

protéine ISWI (Kikyo et al., 2000).  

 

IV.5. Modifications covalentes et remodelage, des mécanismes interdépendants.  

Les mécanismes de modifications covalentes des histones et de remodelage de 

des nucléosomes ne sont pas indépendants. Une des implications de la théorie du 

code des histones est que ces différentes machineries peuvent s'influencer 

mutuellement. L'action des complexes de modification des histones et de remodelage 

de la chromatine peut être ciblée au niveau de certains promoteurs. Certains 

régulateurs transcriptionnels interagissent avec les deux types de machineries, ce qui 

suggère que les deux mécanismes peuvent coopérer (Cosma et al., 1999 ; Agalioti et 

al., 2000 ; Fazzio et al., 2001 ; Reinke et al., 2001). Chez la levure, la double délétion des 

gènes SWI2 et GCN5 fait apparaître des défauts transcriptionnels additifs par rapport 

aux simples délétants (Biggar and Crabtree, 1999 ; Sudarsanam et al., 1999). Cela 

suggère l'existence de fonctions redondantes. Des études ont été publiées sur la 

séquence d'arrivée sur un promoteur des machineries de remodelage et de 

transcription. Elles montrent que ces modifications covalentes et le remodelage des 

nucléosomes peuvent s'effectuer de manière synergique et coordonnée. Toutefois, il 

ne semble pas y avoir d'ordre systématique de recrutement (Cosma et al., 1999 ; 

Dilworth et al., 1999 ; Krebs et al., 1999 ; Agalioti et al., 2000 ; Dilworth et al., 2000 ; 

Syntichaki et al., 2000 ; Reinke et al., 2001 ; Soutoglou and Talianidis, 2002 ; revue 

dans Cosma, 2002). Les exemples du gène de l'endonucléase HO et de l'interféron-β 

sont développés à titre d'exemple.  
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Le promoteur le mieux étudié est celui du gène de l'endonucléase HO chez  

S. cerevisiae (Cosma et al., 1999 ; Krebs et al., 1999 ; Urnov and Wolffe, 2001). En 

utilisant des méthodes génétiques et biochimiques d'immunoprécipitation de 

chromatine, Cosma et al. (1999) et Krebs et al. (1999) ont disséqué les événements 

successifs survenant au niveau de ce promoteur au cours du cycle cellulaire. Le 

promoteur est constitué de deux régions régulatrices URS1 et URS2 et de la boîte 

TATA. Le site URS1 contient deux sites de fixation du régulateur Swi5. La région 

URS2 comprend une dizaine de sites de liaison de l'activateur SBF (hétérodimère 

Swi4/Swi6). Les différentes étapes d'activation du gène sont schématisées sur la 

figure 21. Cette séquence décrit l'ordre d'arrivée des différents complexes sur le 

promoteur mais ne permet pas d'affirmer que cet ordre soit aussi l'ordre d'action de 

ces différents complexes. Le gène HO est transcrit transitoirement en fin de phase G1 

dans la cellule mère mais n'est jamais transcrit dans la cellule fille. Les cellules mères 

changent de type sexuel à chaque cycle tandis que les cellules filles gardent le type 

sexuel de la spore initiale. A la fin de la phase G1, la déphosphorylation de 

l'activateur Swi5 provoque sa relocalisation massive et rapide du cytoplasme vers le 

noyau. Cette translocation survient en même temps que l'arrêt de la transcription du 

gène SWI5 ainsi qu'une dégradation rapide des protéines Swi5 présentes. Néanmoins 

la présence transitoire de la protéine Swi5 permet l'activation de la transcription de 

certains gènes dont ASH1. Ce répresseur s'accumule spécifiquement dans la cellule 

fille et bloque la transcription du gène HO en se fixant sur son promoteur et en 

empêchant le recrutement de différentes activités.  

Dans la cellule mère, le régulateur Swi5 se fixe sur ses sites, accessibles malgré 

la présence de nucléosomes. Il n'y reste que 5 minutes après lesquelles il est 

rapidement dégradé. Le complexe SWI/SNF est immédiatement recruté sur le 

promoteur par Swi5. Cela s'accompagne d'un remodelage de la structure de la 

chromatine comme le montre le changement du profil de digestion à la DNaseI. Le 

régulateur Swi5 quitte rapidement le promoteur, mais SWI/SNF y reste accroché. Le 

complexe SAGA est ciblé vers le promoteur, immédiatement suivi par l'activateur 
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SBF. Toutefois, la présence continue d'un activateur est nécessaire pour que le 

complexe SWI/SNF soit maintenu sur le promoteur (Hassan et al., 2001). D'autre 

part, le maintien du complexe est nécessaire pour maintenir le taux de transcription 

du gène SUC2 (Sudarsanam et al., 1999). L'acétylation des nucléosomes du 

promoteur stabilise la liaison du complexe SWI/SNF (Syntichaki et al., 2000 ; Hassan 

et al., 2001). Le recrutement rapide du complexe SAGA permet d'expliquer que 

SWI/SNF occupe le promoteur même après le départ du régulateur Swi5. Syntichaki 

et collaborateurs ont montré sur un gène chimérique que le bromodomaine de 

l'histone acétyltransférase Gcn5 n'est pas nécessaire à l'activité de la protéine. 

Cependant, la délétion ou des mutations dans ce bromodomaine abolit le remodelage 

du promoteur de gène chimérique par le complexe SWI/SNF (Syntichaki et al., 2000). 

Ces auteurs ont proposé que SWI/SNF peut se fixer au promoteur en l'absence de 

Gcn5. Les acétylations des histones par Gcn5 pourraient interférer avec la liaison de 

SWI/SNF au promoteur. En présence de Gnc5, le bromodomaine de la protéine serait 

nécessaire pour stabiliser l'interaction de SWI/SNF avec le promoteur en régulant le 

profil d'acétylation ou en bloquant les effets des acétylations sur le complexe 

SWI/SNF. Par ailleurs, l’acétylation de la matrice pourrait limiter l’action des 

complexes de remodelage. En effet, l'activité de RSC et SWI/SNF sur des matrices 

mononucléosomales hyperacétylées est partiellement inhibée in vitro (Logie et al., 

1999).  

Les recrutements des complexes SAGA et de SBF interviennent dans une 

fenêtre de temps réduite. Ils ne peuvent pas être ordonnés par immunoprécipitation 

de chromatine. Le complexe SAGA est probablement recruté en premier. En effet, 

des expériences de génétique indiquent que le recrutement de SAGA est nécessaire à 

celui du dimère SBF. Une région d'environ 1kb, contenant la boîte TATA et les sites 

de liaison de l'activateur SBF, est acétylée. Une vague de progression de l'acétylation 

est observée, ce qui fait émettre l'hypothèse d'un déplacement de l'activité HAT sur 

plusieurs nucléosomes en direction de la boîte TATA. L'étendue de la zone acétylée 

est déterminée par l'histone déacétylase Sin3/Rpd3 (Krebs et al., 1999). Une fois que 
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l'activateur SBF est fixé sur le promoteur remodelé et acétylé, la transcription du gène 

HO est activée.  

L'étude de la cinétique d'activation du gène de l'endonucléase HO a permis 

d'établir l'existence d'un recrutement séquentiel et coordonné de plusieurs activités 

de remodelage de la chromatine. Cet ordre n'est pas absolu. Une étude similaire a été 

menée sur la séquence d'activation du gène de l'interféron-β (INF-β) humain en 

réponse à une infection virale. Agalioti et al. (2000) ont utilisé des expériences 

d'immunoprécipitation de chromatine, d'accessibilité aux enzymes de restriction 

ainsi qu'une reconstitution in vitro pour déterminer l'ordre d'arrivée des différents 

facteurs (figure 22 ; Agalioti et al., 2000). L'activation de la transcription du gène de 

l'INF-β débute par la liaison sur le promoteur d'un complexe, dit "enhanceosome", 

comprenant plusieurs facteurs de transcription et une protéine se fixant à l'ADN 

HMG I(Y). La fixation de l'enhanceosome provoque le remodelage de la structure du 

promoteur localement par éviction d'un octamère d'histone qui masque la boîte 

TATA et le point d'initiation de la transcription. Le complexe HAT GCN5 est alors 

recruté puis libéré du promoteur. L'histone acétyltransférase Cbp est alors ciblée sur 

le promoteur en même temps que l'ARN polymérase II. Le complexe SWI/SNF est 

ensuite recruté sur le promoteur. Enfin, le facteur général TFIID se fixe à l'ADN et 

complète le complexe de transcription. L’ordre de recrutement des différentes 

activités est donc totalement différent dans ces deux exemples. Des études in vivo et 

in vitro sur d'autres promoteurs ont permis la construction d'autres modèles 

séquentiels différents (Dilworth et al., 2000 ; Reinke et al., 2001 ; Soutoglou and 

Talianidis, 2002).  

Les différences observées en termes d'ordre d'arrivée et de cinétique pourraient 

venir soit du système de reconstitution utilisé soit plus vraisemblablement refléter 

des différences intrinsèques aux promoteurs. Ceci montre que même si l’ordre de 

recrutement n’est pas prévisible a priori, les différentes activités de remaniements de 

la chromatine sont en relation les unes avec les autres et s'influencent mutuellement.  
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Pour conclure cette introduction, j’aimerais reprendre quelques uns des points 

importants. La transcription est un phénomène clé de la vie cellulaire. Son bon 

déroulement est absolument nécessaire au fonctionnement de la cellule. Dans cette 

introduction, je me suis efforcée de montrer que la transcription chez les eucaryotes 

est un phénomène complexe régulé à plusieurs niveaux. La transcription s'effectue 

dans un complexe chromatinien. La chromatine, tout en structurant le génome, 

constitue un obstacle pour la transcription. Cette structure limite l’accès de l’ADN 

aux machineries de transcription et peut en freiner la progression. Le remodelage de 

la chromatine permet d’accroître ou de réduite l’accessibilité de l’ADN et ainsi de 

permettre ou non la transcription d’un gène. La modulation de la structure 

chromatinienne est donc un puissant moyen de régulation de transcription. Les deux 

grands modes de remodelage de la chromatine ont été abordés dans cette 

introduction. Les appareils de transcription font appel à ces deux modes de 

remodelage lors de l’initiation mais aussi de l’élongation de la transcription. Le 

nombre de ces facteurs ne cesse d’augmenter, ce qui souligne l’importance de ces 

facteurs dans la régulation transcriptionnelle. Ces deux grandes familles ne sont pas 

indépendantes. Au contraire, il apparaît clairement que ces processus s’imbriquent.  

 

Au cours de ma thèse, je me suis intéressée à deux sujets différents avec comme 

point commun la protéine ABC27, partagée par les trois ARN polymérases et dont la 

fonction est encore mal connue. La sous-unité ABC27 est constituée de deux 

domaines distincts. Le domaine carboxy-terminal, présent chez les archébactéries, est 

impliqué dans l'ancrage de la sous-unité dans l'ARN polymérase. La partie  

amino-terminale, spécifique des eucaryotes, semble impliquée dans des interactions 

avec des facteurs de transcription et des activateurs transcriptionnels. La première 

partie de ma thèse a consisté à poursuivre le travail entamé au cours de mon DEA. 

Notre but était d’étudier la fonction de l’interaction entre les sous-unités ABC27 et 

C160 dans l’ARN polymérase III et de rechercher des fonctions pour la protéine 

ABC27. Ce travail a consisté à rechercher des mutants de la grande sous-unité C160 
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affectant l'interaction ABC27. Le premier chapitre de la partie résultats est consacré à 

la mutagénèse de C160. N’ayant obtenu que très peu de résultats supplémentaires 

par rapport à mon DEA, ces résultats seront exposés brièvement et ne seront plus 

discutés dans la partie perspectives. La poursuite de cette étude risquait de ne pas 

donner de résultats dans un délais raisonnable, nous avons choisi de débuter une 

nouvelle étude sur le complexe RSC. 

Avant mon arrivée au laboratoire, des interactions liant le complexe de 

remodelage RSC et les trois ARN polymérases ont été découvertes par la méthode du 

double-hybride. Ce complexe appartient à la famille des complexes de remodelage 

de la chromatine SWI/SNF. Toutefois, le complexe RSC, contrairement à SWI/SNF, 

est essentiel à la viabilité cellulaire. Le complexe RSC est abondant dans la cellule et il 

semble qu'il ait des fonctions pleiotropes. Ces interactions double-hybride 

suggéraient que le complexe RSC pourrait avoir un large spectre et intervenir dans 

les trois systèmes de transcription. Ceci pourrait être une particularité du complexe 

RSC. En effet, il n’a pas été montré à ce jour d’interaction entre un complexe de 

remodelage et les trois ARN polymérases. Il m’a été proposé d’étudier, du point de 

vue transcriptionnel, un mutant de la sous-unité Rsc4 du complexe RSC. 
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Étude de la fonction de l'interaction entre la sous-unité commune ABC27 

et la grande sous-unité de l'ARN polymérase III. 

 

Les trois ARN polymérases de S. cerevisiae. partagent 5 sous-unités parmi 

lesquelles ABC27 dont la fonction n'est pas encore bien établie. Des cribles  

double-hybride sur les sous-unités d'ARN polymérases ont été réalisés au laboratoire 

dans le cadre du projet TAPIR (Two-hybrid Analysis of Proteins Involved in RNA 

metabolism) dans le but de chercher un réseau d'interaction et d'intégrer la 

transcription dans le métabolisme nucléaire (Flores et al., 1999). La technique du 

double-hybride permet de détecter des interactions protéiques. Elle est fondée sur la 

reconstitution d'un activateur transcriptionnel chimérique. De nombreux activateurs 

transcriptionnels, comme par exemple la protéine Gal4, peuvent être séparés en deux 

domaines distincts : un domaine de liaison à l'ADN et un domaine activateur de la 

transcription. Ces deux domaines séparés ne sont pas capables d'interagir et de 

d'activer la transcription. Les protéines "appâts" sont fusionnées au domaine de 

liaison à l'ADN de Gal4 et les protéines "proies" au domaine activateur de Gal4. Si les 

protéines "appâts" et "proies" interagissent, l'interaction permet de rapprocher les 

deux domaines de la protéine Gal4 et de reconstituer un activateur transcriptionnel 

fonctionnel. L'interaction est testée dans la souche de levure Y190 dans laquelle le 

gène GAL4 est inactivé. Le gène bactérien LacZ encodant la β-galactosidase, utilisé 

comme gène rapporteur, est placé sous le contrôle d'éléments promoteurs 

dépendants de l'activateur Gal4 (Fields and Song, 1989). La transcription du gène 

rapporteur est activée s'il y a interaction entre l'appât et la proie. Le X-gal est un 

substrat chromogène de la β-galactosidase qui permet de détecter la présence de 

l'enzyme par coloration en bleu des colonies.  

Dans le cadre du programme TAPIR, des sous-unités d'ARN polymérases et de 

facteurs de transcription ont servi d’appâts. Les proies ont été sélectionnées dans une 

banque de fragments génomiques de S. cerevisiae (Fromont-Racine et al., 1997). En 



Résultats Discussion – Etude de l’interaction ABC27•C160. 
 

   -112- 

utilisant la sous-unité ABC27 comme appât, plusieurs fragments des sous-unités de 

type β’ des trois ARN polymérases ont été identifiés (figure 5). Au total, 12 fragments 

de A190 (dont 10 indépendants), 2 (identiques) de B220 et enfin 7 (dont 6 

indépendants) de C160 ont été isolés. Le recoupement de ces différents clones a 

permis de définir une région d'interaction, commune aux trois grandes sous-unités. 

Cette région englobe partiellement le domaine h (figures 5 et 6). Elle s'étend sur 73 

acides aminés (1496 à 1576) dans A190, 236 dans B220 (1169 à 1406) et 108 dans C160 

(1274 à 1381). L'alignement des séquences des grandes sous-unités d'ARN 

polymérases eucaryotes, archébactériennes et eubactériennes montre une 

conservation de ce domaine chez les eucaryotes et les archébactéries. En revanche, 

cette région n'existe pas chez les eubactéries, ce qui concorde avec la présence d'une 

sous-unité de type ABC27 chez les archébactéries et son absence chez les eubactéries. 

La structure cristallographique de la pol II fait apparaître deux domaines de B220, 

que j'appellerai domaines 1 et 2, impliqués dans l'interaction avec ABC27. Ils sont 

compris dans les acides aminés 845-870 et 1275-1370 de B220 (Cramer et al., 2000 ; 

Cramer et al., 2001). La région d'interaction définie par la méthode du double hybride 

se superpose avec le deuxième domaine mais est plus étendue.  

Deux approches sont possibles pour étudier la fonction de la sous-unité ABC27 

et de son interaction avec les grandes sous-unités. La mutagénèse de résidus 

conservés d'ABC27 et son effet sur l'interaction a été réalisée au laboratoire par  

F. Navarro. Un petit nombre de d'acides aminés déterminants pour l'interaction a été 

identifié. D'autre part, la sous-unité ABC27 ne semble pas être impliquée dans 

l'activité. Aucune des mutations caractérisées n'a d'effet notable cette activité des 

ARN polymérases (F. Navarro et P. Thuriaux, manuscrit en préparation). Nous 

avons choisi une approche complémentaire qui consistait à rechercher des mutants 

thermosensibles dans la région d'interaction de la grande sous-unité C160 de l'ARN 

polymérase III. La transcription par l'ARN polymérase III est la mieux caractérisée 

du point de vue biochimique. D'autre part, la protéine ABC27 appartenant aux trois 
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ARN polymérases, cette approche nous affranchissait des effets pleiotropes que 

peuvent avoir des mutations dans cette sous-unité.  
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I. Mutagénèse 

La figure 23 résume les principales étapes de la mutagénèse et du crible de 

sélection des mutants. La région mutagénisée comprend la région minimale 

d'interaction flanquée de chaque côté d'environ 100 pb. La mutagénèse a été faite par 

PCR en utilisant le taux d'erreur spontanée de l'ADN polymérase de  

Thermus aquaticus (Taq polymérase) et sans augmenter ce taux d'erreur en ajoutant 

du manganèse dans la réaction de PCR, afin de limiter la fréquence des substitutions 

multiples. Les mutants ont été construits dans la souche MW636 dans laquelle le 

gène RPC160 est inactivé et complémentée par un plasmide centromérique portant le 

gène RPC160 sous le contrôle de son propre promoteur (pC160-6 (CEN4 URA3 

RPC160)). Les allèles mutants ont été générés par un double événement de 

recombinaison in vivo entre le fragment PCR et l'allèle rpc160-240 (sur le plasmide 

 pC160-240 (CEN4 TRP1 rpc160-240)). Cet allèle du gène RPC160 porte 3 répétitions 

de la séquence encodant l'étiquette de l'hémagglutinine HA entre les deux premiers 

codons. Il est fonctionnel à 30°C mais responsable d'un retard de croissance à 37°C 

(figure 25). Nous nous sommes rendu compte de ce défaut de croissance a posteriori et 

son observation pourrait dépendre de légère variation de la température 

d'incubation. Les nouveaux allèles fonctionnels à 30°C ont été sélectionnés par 

échange de plasmide sur un milieu contenant de l'acide 5-fluoro-orotique  

(5-FOA ; Boeke et al., 1984). Les cellules possédant un gène URA3 sauvage 

convertissent le 5-FOA en un analogue toxique, le fluoro-uracile. Par conséquent, 

l’allèle sauvage RPC160 ne peut être chassé que si l'allèle muté est fonctionnel. Nous 

avons ensuite recherché par réplique des clones thermosensibles à 37°C et en avons 

extrait les plasmides. Ceux-ci ont été utilisés pour transformer une seconde fois la 

souche MW636 afin de s'assurer que la thermosensibilité est liée à l'allèle mutant.  

Sur environ 4500 transformants criblés, 12 mutations thermosensibles, toutes 

récessives, ont été identifiées (figures 24 et 25 ; tableau IV). Notre crible n'a par 

contre, pas permis d'isoler de mutant cryosensible. On peut penser que si ces 

mutations affectent l'interaction entre C160 et ABC27, la surexpression d'ABC27 
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permet de corriger les défauts. Mais, la recherche de suppression par surexpression 

de la sous-unité ABC27 n'a pas été concluante. 

 

II. Interactions double-hybride et stabilité des enzymes mutantes 

Nous avons utilisé la méthode du double-hybride afin d'évaluer l'effet des 

mutations introduites dans la grande sous-unité C160 sur son interaction avec 

ABC27. Pour cela, un fragment contenant la région d'interaction mutagénisée a été 

fusionné au domaine activateur de la protéine Gal4. L'interaction a été testée contre 

la protéine ABC27 fusionnée au domaine de liaison à l'ADN de Gal4. Les différentes 

mutations ont des effets variables sur l'interaction (tableau IV). Parmi les mutations 

testées par double-hybride, 3 (A1266V, M1304V et D1307E) provoquent une légère 

baisse de l'interaction. Curieusement, la mutation M1260I Q1385L l'augmente 

visiblement. Les autres mutations ne modifient pas significativement l'intensité de la 

coloration, ce qui suggère que ces mutations n'affectent pas l'interaction entre les 

deux partenaires.  

La déstabilisation de l'interaction ABC27•C160 est susceptible d'affecter la 

stabilité et de modifier la composition sous-unitaire des enzymes mutantes. Des 

observations similaires ont été faites pour un mutant du domaine a de la grande 

sous-unité C160. Cette mutation provoque la dissociation simultanée d'un  

sous-complexe constitué des sous-unités spécifiques de la pol III C82-C34-C31 

(Werner et al., 1992 ; Werner et al., 1993). Notons toutefois que seules des interactions 

double-hybride entre ABC27 et les grandes sous-unités de type β'ont été détectées et 

que la structure l'ARN polymérase II ne montre pas la présence d'un sous-complexe 

autour d'ABC27 (Flores et al., 1999 ; Cramer et al., 2001). Il est alors probable que la 

dissociation d'ABC27 n’entraînerait pas la perte d'autres sous-unités dans l'enzyme. 

Pour tester cette hypothèse, nous avons réalisé des immunoprécipitations de l'ARN 

polymérase III à l'aide des étiquettes HA placées en position N-terminale de C160 
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(Dieci et al., 1995). La stabilité thermique de l'enzyme a été testée par chauffage des 

extraits protéiques pendant 40 minutes à 45°C. Ces expériences ont été réalisées sur 6  
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mutants (A1266V, D1255G, Y1333C, M1403I, M1260I Q1385L, D1288G V1319A) 

parmi ceux présentant les plus importants défauts de croissance à 37°C. Tous les 

phénotypes possibles sur l'interaction double-hybride sont représentés (tableau IV). 

Les immunoprécipitations n'ont pas permis de mettre en évidence de variation dans 

la quantité d'ABC27 présente. De même le chauffage des extraits n'a dans aucun cas 

provoqué le détachement d'ABC27 de l’ARN polymérase et ce, quel que soit l’effet de 

la mutation sur l’interaction double-hybride avec C160. Les mutations que nous 

avons testées ne suffisent pas à provoquer la dissociation de la sous-unité ABC27 et 

les ARN polymérases préassemblées sont stables. Il est possible que ces mutations 

affectent l'assemblage des ARN polymérases à température restrictive. Cette 

possibilité n'a pas été testée. 

 

III. Discussion 

Nous avons recherché par mutagénèse aléatoire des mutants de la région 

d'interaction de la grande sous-unité de l'ARN polymérase III avec la sous-unité 

commune ABC27. Cette étude avait pour but de rechercher des résidus de C160 

important pour l'interaction des deux sous-unités et d'étudier les conséquences de la 

dissociation de la sous-unité ABC27. Nous n'avons malheureusement pas caractérisé 

de mutations avec un phénotype marqué et provoquant une instabilité thermique de 

l’enzyme. L'étude que nous avons entamée n'a donc pas permis de fournir des 

renseignements supplémentaires sur la fonction de la sous-unité ABC27.  

La parution de la structure tridimensionnelle de l'ARN polymérase III de  

S. cerevisiae a marqué un tournant décisif dans l'étude des ARN polymérases. Les 

alignements de séquences nous permettent de proposer une équivalence dans B220 

des mutations que nous avons créées dans C160 (tableau IV ; figure 26). Toutefois, 

compte tenu de la faible conservation de la partie amino-terminale du domaine 

d'interaction, il est impossible d'aligner précisément les séquences dans cette région. 

Cet alignement a été fait de manière à n'introduire qu'un grand espace dans la 



Résultats Discussion – Etude de l’interaction ABC27•C160. 
 

   -123- 

séquence de C160 en amont du domaine minimal d'interaction (figures 6 et 24). Les 

équivalences proposées sont donc spéculatives. En revanche, la région  

carboxy-terminale est bien conservée ce qui nous permet de positionner les 

mutations avec plus de certitude.  

D'après Cramer et al. (2001), les hélices numérotées 45 et 46 constituent un point 

de contact entre les deux sous-unités. Ces hélices sont constituées de la séquence, 

extrêmement conservée, VLGIEAARAALYKEV. F. Navarro a isolé au laboratoire des 

mutations dans la sous-unité ABC27 provoquant la perte de son interaction  

double-hybride avec les grandes sous-unités. Le positionnement de ces mutations 

dans la structure tridimensionnelle de l'enzyme montre qu'ils font face à ces deux 

hélices. Ces données les désignent donc une des zones critiques pour l'interaction des 

deux protéines. Nous n'avons pas isolé de mutation dans le sommet de ces hélices. 

Seuls deux des différents acides aminés mutés (localisés dans l'hélice 46) sont à une 

distance inférieure à 6 Å de la sous-unité ABC27 (A1346 et A1347 dans B220 ;  

figure 26). La mutation Y1333C (A1346 dans B220) n'affecte pas l'interaction  

double-hybride. Quant à la deuxième, S1334G (A1347 dans B220), elle est associée à 

la substitution F1374I dans le mutant que nous avons isolé. La conjonction de ces 

deux mutations conduit à une augmentation de l'interaction double-hybride. Ne les 

ayant pas séparées, nous ne pouvons pas conclure si seule l'une d'elles est 

responsable de ce phénotype. Les résidus qui sont situés au delà de 6 Å sont 

probablement trop éloignés pour participer directement à l'interaction.  

Notre crible n'a pas été exhaustif puisque nous n'avons pas trouvé deux fois la 

même mutation. Ceci pourrait expliquer que nous n'ayons pas obtenus de mutations 

dans les résidus mentionnés précédemment. Cependant la forte conservation de ces 

acides aminés et les données de F. Navarro laissent supposer que ces résidus sont 

importants pour l'interaction. Il est possible que la mutagénèse de ces acides aminés 

ne soit pas viable, même à 30°C. Le schéma du crible de sélection que nous avons fait 

indique que si de telles mutations ont été créées, elles ont été éliminées lors de l'étape 

d'échange de plasmide. Il serait donc intéressant, à la lumière de la structure 
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tridimensionnelle de l'enzyme, de reprendre cette étude et de réaliser la mutagénèse 

de ces acides aminés. Ceci permettrait peut-être d'obtenir des mutants perdant 

nettement l'interaction et ainsi de compléter l'étude du rôle de la sous-unité ABC27. 

D'autre part, Cramer et al. (2001) définissent deux zones de contact entre B220 et 

ABC27, ce qui pourrait permettre de fortement ancrer ABC27 dans l'enzyme. On 

peut alors penser que la conjugaison de mutations dans chacun de ces domaines est 

nécessaire pour provoquer la dissociation de la sous-unité. 
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Étude d'un mutant du complexe RSC chez S. cerevisiae. 

 

Des cribles utilisant la méthode du double-hybride ont été réalisés au 

laboratoire sur des sous-unités d'ARN polymérases et de facteurs de transcription 

dans le cadre du projet TAPIR (Two-hybrid Analysis of Proteins Involved in RNA 

metabolism ; Fromont-Racine et al., 1997 ; Flores et al., 1999). Plusieurs fragments de 

sous-unités du complexe RSC ont été sélectionnés dans la banque de fragments 

génomiques (figure 27 ; A. Flores-Diaz, C. Boschiero, H. Dumay et M. Werner 

données non publiées). Deux fragments chevauchants carboxy-terminaux (acides 

aminés 533 à 625 et 558 à 625) de la protéine Rsc4 interagissent avec la  

sous-unité commune d'ARN polymérases ABC27. La sous-unité commune ABC10β  

interagit avec Rsc1 et la sous-unité spécifique C11 de la pol III avec Rsc58, et la  

sous-unité Tfc4 (τ131) du facteur de transcription TFIIIC avec les protéines Rsc2 et 

Sth1. 

Le principal écueil lié la technique du double-hybride tient à l'interprétation des 

données d'interactions. Même si une interaction est réelle, elle n'a pas nécessairement 

de sens physiologique et il convient donc de prendre d'autres critères en compte 

comme la localisation cellulaire ou les fonctions des protéines. On ne peut pas non 

plus exclure que l'interaction de deux protéines se fasse via un partenaire commun. 

D'autre part, l'expression des protéines sous forme de protéines de fusion peut 

générer des artéfacts. Enfin, certaines protéines dites "collantes" sont retrouvées 

fréquemment dans des cribles indépendants et sont éliminées de l'analyse. Les 

protéines qui ont une affinité pour l'ADN sont également susceptibles d'être 

sélectionnées en activant la transcription des gènes rapporteurs même en l'absence 

d'une protéine partenaire. Il convient donc de s'assurer que les partenaires 

d'interaction ne sont pas autoactivateurs et de confirmer les interactions  

double-hybride par une autre méthode. Aucun des fragments de sous-unités de RSC 

présentés sur la figure 28 n’est autoactivateur et n'a été retrouvé à plusieurs reprises 
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dans les cribles, ce qui indique que l’activation des gènes rapporteurs est bien due à 

une interaction entre ces deux fragments protéiques. Toutefois, l'existence de ces 

interactions double-hybride ne préjuge pas de leur signification biologique.  

Le complexe RSC appartient à la famille SWI/SNF de complexes de remodelage 

de la chromatine qui participent à la régulation de la transcription en modulant 

l’accessibilité de l’ADN à la machinerie de transcription. Ce complexe a la 

particularité d'être essentiel à la viabilité cellulaire et est au moins dix fois plus 

abondant que SWI/SNF dans la cellule. Les interactions double-hybride découvertes 

au laboratoire nous ont conduits à proposer que RSC intervient pour réguler la 

transcription chez la levure. Mais l'existence d'interactions avec des sous-unités 

communes d'ARN polymérases (ABC27 et ABC10β) soulève une question sur la 

spécificité de ces interactions. RSC intervient-il ou non dans la transcription ? Si oui, 

dans quel(s) système(s). Enfin, les interactions engagées par la sous-unité τ131 du 

facteur de transcription TFIIIC suggèrent que RSC pourrait intervenir au niveau du 

promoteur dans les premières phases de la transcription et en cours d'élongation. 

 

I. Les interactions des ARN polymérases avec le complexe RSC 

Afin de confirmer l’existence des interactions entre le complexe RSC et les  

ARN polymérases et répondre à la question de leur spécificité, j’ai réalisé des 

immunoprécipitations des ARN polymérases. Ne disposant pas alors d'anticorps 

dirigés contre les sous-unités de RSC, nous avons construit différentes souches dans 

lesquelles les protéines Rsc1 ou Rsc4 ont été étiquetées en position C-terminale par 13 

répétitions de l'épitope Myc (Longtine et al., 1998). Les différents allèles étiquetés 

sont placés soit au locus chromosomique soit sur un plasmide centromérique sous le 

contrôle de leur promoteur naturel. Il n'y a donc pas de surexpression des protéines 

qui pourraient "forcer" la co-immunoprécipitation.  
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Les protéines C11 et τ131 appartiennent au système de transcription par l'ARN 

polymérase III. On peut donc se demander si RSC intervient spécifiquement dans la 

transcription par la pol III. Dans un premier temps, nous nous sommes donc 

consacrés à l'étude des interactions entre le complexe RSC et l’ARN polymérase III. 

L’immunoprécipitation de l'ARN polymérase III a été faite à partir de souches 

dérivées de la souche MW671 (rpc160-∆ ::HIS3 pC160-240 (CEN3 URA3 rpc160-240) ; 

Dieci et al., 1995) décrite dans le chapitre sur l'interaction de C160 avec ABC27. 

L'immunoprécipitation a été faite à l'aide d'anticorps dirigés contre l'épitope HA 

(12CA5) fixés sur des billes magnétiques. L'analyse en western blot des protéines 

éluées révèle que la protéine Rsc4 est co-immunoprécipitée avec la pol III. Aucun 

signal n'est détecté à partir de la souche contrôle dans laquelle seule la protéine Rsc4 

est étiquetée (figure 28 D). Des résultats similaires ont été obtenus avec la sous-unité 

Rsc1 (A. Flores-Diaz, communication personnelle).  

Le complexe RSC et les ARN polymérases agissent sur de l’ADN nucléosomal. 

Il est possible que la co-immunoprécipitation de RSC avec l'ARN polymérase III 

résulte de l'attachement des deux complexes à de l'ADN et non d'une interaction 

directe. Pour écarter cette hypothèse, j’ai réalisé une digestion à la DNase I sur les 

protéines retenues par les billes magnétiques. La co-immunoprécipitation de la 

protéine Rsc4 avec la pol III n’est pas affectée par ce traitement (résultat non 

présenté).  

Les interactions avec les sous-unités communes nous ont conduits à nous 

intéresser aux liens entre les ARN polymérases I et II et le complexe RSC. Des 

expériences similaires à celles qui ont été réalisées sur la pol III nous ont permis de 

montrer que RSC est également co-immunoprécipité avec la pol I (figure 28 B). Le 

contrôle de digestion à la DNase n'a pas été réalisé mais on peut émettre l’hypothèse 

que le résultat obtenu sur la pol III peut être extrapolé.  
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L’immunoprécipitation de la pol II a été faite à partir de la souche Z242 dans 

laquelle la sous-unité B44.5 est étiquetée avec 3 épitopes HA du côté amino-terminal 

(Kolodziej et al., 1990). Nous observons également observé une immunoprécipitation 

de la protéine Rsc1 avec la pol II. Toutefois, un signal est visible, mais plus faible, 

même en l'absence d'épitopes HA sur la sous-unité B44.5, (figure 28 C). Ce signal 

résulte d'une fixation non spécifique de la protéine Rsc1 aux billes magnétiques et ne 

nous permet pas de conclure sans ambiguïté à une immunoprécipitation du 

complexe RSC avec l'ARN polymérase II.  

Nous avons montré que des sous-unités du complexe RSC peuvent être co-

immunoprécipitées in vitro avec deux des trois ARN polymérases. Nous ne pouvons 

pas conclure formellement dans le cas de la pol II. Des liens entre machineries de 

transcription et de remodelage de la chromatine ont déjà été établis, mais aucune 

interaction d’un de ces complexes de remodelage avec les ARN polymérases I et III 

n’a été décrite. 

 

L'ajout des épitopes Myc à l'extrémité C-terminale de la protéine Rsc4 provoque 

la perte de l'interaction double-hybride avec ABC27. Les interactions double-hybride 

n’ont pas pu être testées avec les protéines entières. En effet, la protéine Rsc4, 

fusionnée au domaine activateur de Gal4, ne donne aucun signal en double–hybride 

avec ABC27. Par contre, les 68 résidus C-terminaux de Rsc4 interagissent fortement 

en double-hybride avec ABC27 (figures 27 et 29). L'addition de ces épitopes Myc au 

fragment 558-625 de la protéine Rsc4 entraîne la perte de l'interaction (figure 29). La 

construction chimérique Gal4AD-Rsc4(558-625)-13Myc est exprimée mais il est 

possible que cette chimère adopte une conformation non compatible avec une 

interaction en double-hybride. Même si les deux protéines n'interagissent plus 

apparemment en double-hybride, la protéine Rsc4 est immunoprécipitée avec les 

ARN polymérases. Ceci indique que la perte d'interaction n'est pas totale in vivo, ou 
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que les deux complexes interagissent via d'autres sous-unités, ce que suggèrent les 

autres interactions détectées par double-hybride.  
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La protéine chimérique Rsc4-Myc s'intègre normalement dans le complexe (B. 

Cairns, communication personnelle). Des données obtenues par G. Gendrel au 

laboratoire indiquent que l'interaction ABC27•Rsc4 est importante pour la viabilité 

des cellules. En effet, si l'interaction entre ABC27 et Rsc4 est importante, on peut 

penser que la délétion de la région d'interaction aura un effet délétère. 

Conformément à cette hypothèse, la délétion des 68 acides aminés C-terminaux est 

létale (G. Gendrel, communication personnelle). Toutefois, la partie C-terminale de 

Rsc4 n'est pas impliquée uniquement dans l'interaction de Rsc4 avec ABC27. En effet, 

l'équipe de B. Cairns a montré avec une délétion de taille similaire que la protéine 

Rsc4 tronquée ne s'intègre plus dans le complexe (B. Cairns, communication 

personnelle). La région carboxy-terminale de la protéine Rsc4 serait donc impliquée 

dans le ciblage et l'intégration de la protéine dans le complexe RSC ainsi que dans les 

interactions avec les ARN polymérases. D'autres données de G. Gendrel indiquent 

que les 3 derniers résidus de la protéine Rsc4 sont déterminants pour l'interaction 

avec la sous-unité ABC27. La délétion de ces 3 acides aminés induit un phénotype 

thermosensible et une perte de l'interaction double-hybride (G. Gendrel, 

communication personnelle).  

 

II. Effet de la mutation rsc4-myc sur la croissance 

Rsc4 est une protéine essentielle de 652 acides aminés, codée par le gène 

YKR008W. Elle porte deux motifs de type bromodomaine. Ces deux bromodomaines 

sont les seules régions retrouvées dans des protéines d'eucaryotes supérieurs. Il a été 

proposé que la protéine humaine Baf180, appartenant au complexe  

SWI/SNF-B, soit une fusion des protéines Rsc1, Rsc2 et Rsc4 (Xue et al., 2000).  

La souche MW3461 (rsc4-myc rpc160-∆ ::HIS3 pC160-240 (CEN4 URA3  

rpc160-240)) a été construite de façon à rechercher la co-immunoprécipitation avec 

l'ARN polymérase III. Nous nous sommes aperçus que la présence des deux 

protéines étiquetées HA-C160 et Rsc4-Myc a des effets additifs. Nous avons donc 
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séparé les allèles rpc160-240 et rsc4-myc par croisement avec une souche sauvage. Un 

deuxième croisement a été fait sur une spore thermosensible et portant la mutation 

rsc4-myc. Les résultats de ces croisements sont davantage détaillés dans le 

paragraphe IV.2.4. Tous les effets de croissance présentés ci-dessous concernent des 

souches sauvages pour le gène RPC160.  

 

II.1. Thermosensibilité du mutant rsc4-myc 

L'insertion des épitopes Myc en position C-terminale de la protéine Rsc4 est 

responsable d'un phénotype thermosensible récessif (figure 30). Cette 

thermosensiblité est peut-etre corrélée à la perte de l'interaction avec ABC27  

(figure 29). La souche mutante a un ralentissement de croissance de 25 à 34°C par 

rapport à la souche sauvage et est incapable de pousser à 37°C. Son temps de 

génération est de l’ordre 2 heures 45 minutes contre 2 heures pour la souche sauvage 

correspondante. L'arrêt de croissance est long à survenir, mais un net ralentissement 

de croissance est observé après environ 12 heures à 37°C. La liaison génétique entre 

la mutation rsc4-myc et l'altération de la croissance a été montrée par l’analyse de la 

descendance d’un croisement avec une souche sauvage (figure 30). De plus, nous 

avons remarqué l’apparition de défauts morphologiques associés à la présence de la 

mutation rsc4-myc. Après passage à température restrictive, des cellules "déformées" 

qui ont tendance à être plus grosses et à avoir plusieurs bourgeons apparaissent 

(figure 31). 
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II.2. Autres phénotypes du mutant rsc4-myc 

Les mutants de RSC présentent une sensibilité à diverses substances  

(figure 32 ; Cairns et al., 1998 ; Cairns et al., 1999 ; Angus-Hill et al., 2001). Le bénomyl 

est un antifongique qui agit en déstabilisant les microtubules du fuseau mitotique. 

Plusieurs publications font état d'une sensibilité de mutants de RSC aux drogues 

déstabilisant les microtubules (Chai et al., 2002 ; Hsu and Laurent, 2002). La mutation  

rsc4-myc confère une forte sensibilité à cette drogue indiquant que le fonctionnement 

des microtubules pourrait être altérer. Le mutant rsc4-myc est sensible à des 

concentrations de bénomyl allant de 5 à 10 µg/ml et n'est plus capable de pousser sur 

des milieux contenant des concentrations supérieures à 10 µg/ml. Le défaut de 

croissance du mutant rsc4-myc est également très accentué en présence de 4mM de 

caféine, un analogue structural des bases puriques qui interfère avec de nombreux 

processus cellulaires (figure 32 A ; Hampsey, 1997). Les défauts de croissance 

associés aux hautes forces osmotiques sont généralement associés à des défauts dans 

la paroi cellulaire ou dans le cytosquelette (Hampsey, 1997). Les études menées dans 

le laboratoire de B. Cairns indiquent que les mutants du complexe RSC sont sensibles 

aux hautes concentrations salines et que la transcription de plusieurs gènes 

impliqués dans la génèse et la maintenance de la paroi est perturbée. J’ai donc testé la 

capacité du mutant rsc4-myc à croître sur un milieu contenant du chlorure de 

sodium. Le défaut de croissance à température permissive du mutant rsc4-myc est 

fortement aggravé en présence de 500 mM de chlorure de sodium (figure 32 A).  

Nous observons d'autres phénotypes de croissances liées à la mutation dans le 

gène RSC4. Le sorbitol permet parfois de supprimer un phénotype de croissance 

(Hampsey, 1997 ; Angus-Hill et al., 2001 ; Chai et al., 2002). L’addition de sorbitol à la 

concentration de 1M ne permet pas d’améliorer la croissance du mutant à 30°C et à 

37°C, ce qui distingue le mutant rsc4-myc d'autres mutants de RSC dont le défaut de 

croissance est supprimé par l'ajout de sorbitol (Angus-Hill et al., 2001 ; Chai et al., 

2002).  
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La formamide (2 %), qui peut déstabiliser les liaisons hydrogène (Hampsey, 

1997), inhibe la croissance du mutant à température permissive alors que le sauvage 

n'est que peu affecté (figure 32 B). 

Enfin, les interactions entre les ARN polymérases et le complexe RSC nous ont 

amenés à proposer que RSC pourrait intervenir pour faciliter l’élongation de la 

transcription. L'acide mycophénolique inhibe une des enzymes de la voie de 

biosynthèse du GTP, ce qui a pour conséquence de diminuer le pool interne de GTP 

(Exinger and Lacroute, 1992). La sensibilité à cette drogue est utilisée pour 

caractériser des défauts d'élongation de la transcription. J’ai testé la croissance à 30°C 

sur milieu minimum avec une gamme croissante d'acide mycophénolique (1 µg/ml à  

10 µg/ml), mais aucune différence significative de croissance n’est visible. Il semble 

donc que le mutant rsc4-myc ne soit pas affecté dans l'élongation de la transcription.  

En conclusion, le mutant rsc4-myc a des phénotypes similaires à ceux des autres 

mutants de RSC. L'aggravation du défaut de croissance en présence de chlorure de 

sodium suggère comme pour les autres mutants de RSC des problèmes liées à la 

paroi cellulaire. La différence principale entre notre mutant et les autres mutants de 

RSC décrits réside dans le fait que sa thermosensibilité n'est pas supprimée par le 

sorbitol. La sensibilité des mutants de RSC à l'acide mycophénolique n'a pas été 

décrite. Nous ne pouvons donc pas savoir si l'insensibilité des mutants de RSC est 

une caractéristique générale.  

 

III. Étude de la transcription par les ARN polymérases I et III dans le 

mutant rsc4-myc. 

Nous avons posé l'hypothèse que le complexe RSC intervienne dans la 

transcription de certains gènes en permettant la mobilisation des nucléosomes. Les 

mutations dans ce complexe sont donc susceptibles d'entraîner des défauts de 

transcription. Ce chapitre est principalement consacré aux résultats concernant la 

transcription par la pol I et la pol III dans le mutant rsc4-myc. Nous avons également 
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obtenu des résultats sur un autre mutant du complexe RSC, rsc1-∆, qui seront 

présentés dans le paragraphe suivant.  

 

III.1. Effet de la délétion du gène RSC1. 

N. Gagne (stagiaire au laboratoire) a réalisé la délétion du gène RSC1  

(figure 33) dans la souche YPH500 (Sikorski and Hieter, 1989). Conformément à ce 

qui a été publié par B. Cairns et collaborateurs, la délétion du gène RSC1 provoque 

un léger ralentissement de croissance (Cairns et al., 1999). La technique de marquage 

in vivo des ARN à l’uracile tritié est utilisée pour analyser la néosynthèse d’ARN par 

les ARN polymérases I et III. La comparaison entre les souches mutante et sauvage 

de la quantité de tritium incorporé dans les acides nucléiques permet de mettre en 

évidence des défauts de synthèse (Stettler et al., 1992). La quantité d'ARN 

néosynthétisés dans la souche rsc1-∆ est équivalente à celle de la souche YPH500 à 

30°C et après 5 heures à 37°C (résultat non montré). Il semble que la délétion du gène 

RSC 1 n'ait pas d'effet sur la transcription pol I et pol III ou que ces défauts 

surviennent après un temps plus long de culture à 37°C.  

La protéine Rsc2 est un homologue de Rsc1. Ces deux protéines appartiennent à 

deux formes différentes du complexe RSC et ne sont pas interchangeables in vivo 

(Cairns et al., 1999). La délétion des deux gènes séparément est viable mais entraîne 

des défauts de croissance spécifique. En revanche la délétion simultanée des deux 

gènes est létale (Cairns et al., 1999). Les deux formes du complexe ne sont donc pas 

totalement redondantes, mais il pourrait y avoir des mécanismes de compensation. 

Ceci pourrait expliquer que nous n’avons pas vu de défauts de transcription par la 

pol I ou la pol III par marquage in vivo. Compte tenu de l'absence de défauts 

transcriptionnels et de la redondance Rsc1/Rsc2 nous avons décidé de ne pas 

poursuivre l'étude du mutant rsc1-∆. 
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III.2. Effets de la mutation rsc4-myc sur la transcription par les ARN 

polymérases I et III 

Pour étudier l'impact de la mutation rsc4-myc sur la néosynthèse des ARN, nous 

avons réalisé comme dans le cas de la souche rsc1-∆, des marquages radioactifs des 

ARN in vivo. Les expériences présentées dans ce chapitre ont été faites à partir des 

souches MW671 (rpc160-∆ ::HIS3 pC160-240 (CEN4 URA3 rpc160-240)) et sa dérivée 

MW3461 contenant la mutation rsc4-myc. Un premier résultat a été obtenu au 

laboratoire par A. Flores par marquage à l'uracile tritié. Ses expériences montraient 

une très légère diminution de la synthèse des ARN après 6 heures de culture à 

température restrictive.  

Nous avons voulu confirmer ce résultat en utilisant la méthode de marquage 

des ARN par incorporation de 33P (Rubin, 1975). Nous avons analysé la néosynthèse 

des ARN à 30° et après 12 et 20 heures de culture à température restrictive. Comme le 

montre la figure 34, une chute très importante de la quantité de phosphate radioactif 

incorporé dans les ARN est visible après 12 heures à 37°C (piste 2). La souche de 

référence (MW671) présente un taux de néosynthèse constant à tous les points de 

marquage (pistes 4 à 6). La quantité d'ARN marqués à 30°C dans le mutant est 

légèrement plus faible que celle du sauvage (pistes 1 et 4). Après 20 heures de culture 

à 37°C, les cellules du mutant rsc4-myc sont quasiment en arrêt de croissance (figure 

35), ce qui expliquerait que le taux de phosphate incorporé soit aussi bas et encore 

réduit par rapport au temps 12 heures. La chute d'incorporation de phosphate est 

parallèle à une diminution de la quantité de phosphate qui entre dans les cellules 

(environ 90% pour la souche de référence contre 80% puis 30% et 30% dans le 

mutant). Deux hypothèses sont envisageables pour expliquer la diminution 

d'incorporation de phosphate : un blocage de la transcription ou un problème 

d'entrée et/ou d'utilisation du phosphate.  
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Nous avons alors décidé d'analyser les défauts transcriptionnels par Northern 

Blot sur des précurseurs d'ARN ribosomiques et d'ARN de transfert (figure 37 et 38). 

Ces expériences mettent en évidence une différence dans le profil du mutant  

rsc4-myc. L’ARN 35S, transcrit par la pol I, est le précurseur des ARN ribosomiques 

18S, 25S et 5.8S. Sa maturation, dont un schéma est présenté sur la figure 36, fait 

intervenir une série de modifications de bases et clivages. Une cinétique a été réalisée 

entre 0 et 18 heures de culture à 37°C. La quantité du précurseur 35S a été estimée à 

l'aide d'une sonde située dans le fragment 5’ A0A1 (Torchet et al., 1998). La mutation 

rsc4-myc s'accompagne d'une accumulation de l'ARN 35S. Le niveau de 35S dans le 

sauvage augmente au cours du temps de telle sorte que le ratio 35S/18S du sauvage 

rejoint le niveau du mutant en fin de cinétique (figure 37). Les mutants de l'ARN  

polymérase III présentent des défauts dans la maturation des ARN ribosomiques 

(Briand et al., 2001a). Les souches que nous avons utilisées portent un allèle mutant 

de RPC160, l'augmentation de la quantité de l'ARN 35S résulte probablement d'une 

interférence de cette mutation dans RPC160 avec la maturation de l'ARN 35S. Cet 

effet serait augmenté dans le mutant.  

L'ARN 20S, précurseur de l'ARN 18S, a été détecté grâce à une sonde située 

dans sa région 3' (Torchet et al., 1998). Il est moins abondant dans le mutant, mais son 

niveau reste constant au cours du temps (figure 37). Nous n'avons pas observé de 

différence significative entre les quantités du précurseur 27S de l'ARN 25S dans les 

deux souches. L'ARNt Leu (CAA) a servi de contrôle de la quantité de transcrits 

produits par la pol III. La quantification des ratios 18S/ARNt ne fait pas apparaître 

de différences significatives entre les deux souches.  

Ng et collaborateurs ont recherché par immunoprécipitation de chromatine 

(ChIP) la localisation de RSC au niveau des régions intergéniques et ont mis en 

évidence une association privilégiée de RSC avec les régions en amont des gènes 

transcrits par la pol III (Ng et al., 2002). Il semble que RSC soit difficile à ponter à 

l’ADN. Plusieurs expériences à partir de sous-unités différentes ont été réalisées. Les 
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données d’immunoprécipitation ont été ensuite rassemblées et traitées 

statistiquement de façon à extraire leurs valeurs significatives.  
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Sept copies du gène de l'ARNt Lys (UUU) sont réparties dans le génome. Ces 

données de ChIP suggèrent que RSC est présent dans les régions intergéniques en 

amont de 4 de ces 7 copies. Nous n'avons pas cependant observé de différences 

notables dans la quantité du précurseur de cet ARNt par rapport à la forme mature 

(figure 38). De même, le complexe RSC se lierait à 8 des 10 régions intergéniques en 

amont des copies du gène de l'ARNt Leu (CAA). Mais dans ce cas également, nous 

n’avons pas observé de diminution de la quantité du précurseur de cet ARNt dans la 

souche mutante. Ces expériences de Northern blot suggèrent donc qu’il n’y a pas de 

défauts majeurs de transcription des ARN de transfert par l’ARN polymérase III. 

 

Les expériences de Northern blot ne nous permettent pas de mettre en évidence 

de défaut de synthèse des ARN ribosomiques et de transfert. Un arrêt de 

transcription par l'ARN polymérase I est peu probable car cela se traduirait par une 

disparition des espèces de la voie de maturation. Par contre, nous observons des 

modifications dans le profil de maturation de l'ARN 35S. La chute d'incorporation de 

phosphate radioactif observée lors du marquage in vivo semble donc être due à des 

défauts dans la voie d'utilisation du phosphate (voir partie sur l’analyse du 

transcriptome et discussion). La présence de plusieurs défauts se traduit par des 

effets composites et nous empêche de déterminer s'il existe un défaut 

transcriptionnel. Dans le cas des ARN de transfert, la présence de plusieurs copies 

des gènes pourraient permettre des compensations et expliquer l'absence de défauts. 

Toutefois, d'autres données du laboratoire sur ce mutant indique que le complexe 

RSc pourrait intervenir dans la transcription par l'ARN polymérase III de certains 

gènes (voir partie discussion). 
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IV. Étude du transcriptome 

Pour étudier l'impact de la mutation rsc4-myc sur la transcription par l'ARN 

polymérase II, nous avons choisi une approche globale par puces à ADN. Notre 

service dispose en effet de puces, produites par le Service de Génomique 

Fonctionnelle (SGF) du CEA/Evry, comportant l'ensemble des cadres ouverts de 

lecture (ORF, open reading frame) de levure. La méthode du Northern blot ne nous 

aurait permis de n'analyser qu'un petit nombre de gènes. D'autre part, au moment où 

nous avons commencé cette étude, une seule cible du complexe RSC, le gène CHA1, 

était connue (Moreira and Holmberg, 1999). Le prochain chapitre est consacré à une 

présentation de la technique des puces à ADN, à ses avantages et limites. Les 

méthodes d'analyse et de normalisation des données utilisées pour l'étude du mutant 

rsc4-myc sont précisées dans le paragraphe IV.1.3. 

 

IV.1. Principes d’utilisation des puces à ADN. 

La technique des puces à ADN (hybridation sur lame de verre) est basée sur 

l’hybridation entre des sondes fixées sur un support solide et un mélange complexe 

de cibles marquées. L'hybridation sur puces à ADN s’apparente aux techniques de 

Southern et Northern blot. L’hybridation sur puces permet de mesurer 

simultanément les variations de la quantité de plusieurs milliers de transcrits entre 

deux conditions distinctes (revue dans Eisen and Brown, 1999 ; Lockhart and 

Winzeler, 2000 ; Southern, 2001 ; chapitres I, III et IV de Schena, 2000). La technologie 

Affymétrix ne sera pas abordée. Notons que, comme le Northern blot, les puces à 

ADN permettent d’évaluer des différences à l’équilibre, et non la néosynthèse des 

ARN. De plus, cette méthode ne donne pas de mesure des quantités absolues mais 

renseigne sur les variations relatives entre les deux échantillons hybridés. 

Les sondes sont soit des fragments d’ADN obtenus par amplification PCR soit 

des oligonucléotides (Southern, 2001). Elles sont déposées (spotting) ou directement 
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synthétisés sur des lames de verres recouvertes d'un produit positivement chargée 

(polylysine, aminosilane ou superaldéhyde) avec un agencement déterminé. Les 

cibles sont des fragments d’acides nucléiques marqués qui sont hybridés avec les 

sondes (Southern, 2001). Deux types de marquages sont utilisés. Il s’agit de la 

fluorescence à l’aide des fluorochromes de type Cyanine (Cy3 et Cy5, Amersham 

Biosciences) ou analogues (Eisen and Brown, 1999) et de la radioactivité (Salin et al., 

2002). Cette dernière est peu utilisée. 

 

IV.1.1. Obtention des cibles marquées et hybridation 

La préparation des cibles marquées consiste à synthétiser l’ADN 

complémentaire des ARN et à incorporer des fluorochromes dans les ADNc  

(figure 39). Les ADNc marqués sont purifiés et hybridés simultanément sur la puce. 

L'incorporation peut être directe (Eisen and Brown, 1999) ou indirecte (Hughes et al., 

2001 ; Shoemaker et al., 2001). Dans le cas du marquage direct, la synthèse de l’ADNc 

est faite en présence de nucléotides (dCTP ou dUTP) modifiés et qui portent le Cy3 

ou le Cy5. L’incorporation indirecte s’effectue en deux phases. Dans un premier 

temps, les ADNc sont synthétisés en incorporant du dUTP portant une fonction 

aminoallyl (aa-dUTP). Les ADNc sont ensuite purifiés et couplés aux fluorochromes 

par réaction entre la fonction amine de l'aa-dUTP et la fonction ester des NHS-Cy3 et 

NHS-Cy5 (N-hydroxysuccimidyl ester). La méthode par incorporation directe bien 

que plus simple donne des rendements inférieurs. Les fluorochromes Cy3 et Cy5 

sont des molécules de grandes tailles qui sont difficilement acceptées par les 

transcriptases inverses. De plus, cette méthode introduit un biais entre les deux 

fluorochromes. En effet, en raison de sa plus grande taille, le Cy5-dUTP s’incorpore 

moins bien que le Cy3-dUTP et, certains ARN sont rétro-transcrits plus efficacement 

avec l’un ou l’autre des fluorochromes (forum genearrays 

http://www.zenith.berkeley. edu/genearrays). L'importance de ces biais est réduite 

par le marquage indirect. D’une part, il est meilleur en termes de rendement et de 
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fréquence d'incorporation. D’autre part, l'étape de transcription inverse est identique 

pour un même échantillon marqué par les deux fluorochromes, ce qui permet de 

réduire les sources de variabilité entre les lames inversées (X-Cy3/Y-Cy5 et X-

Cy5/Y-Cy3), une inversion des fluorochromes nécessaire pour tenir compte des 

propriétés spectrales et contrôler la variabilité des lots. 

 

IV.1.2. Les puces à ADN, leurs avantages et leurs limites 

La technique des puces, comparée aux méthodologies "classiques" de Northern 

Blot et de RT-PCR, permet d’analyser un très grand nombre de gènes voire la totalité 

du transcriptome et ce en une seule fois. L’intégralité de la séquence du génome de la 

levure étant connue, toutes les séquences peuvent être représentées sur la puce. La 

puissance de cet outil réside également dans le fait qu’aucune idée préconçue n’est 

requise dans l’analyse : il n’y a pas besoin d’avoir d’a priori sur les gènes 

potentiellement dérégulés.  

Les sources de variabilité dans des expériences d'hybridation sont la variabilité 

inter-échantillons (variabilité biologique) et la variabilité de l’hybridation (variabilité 

due à la technique en elle-même). La répétition d’une expérience d’hybridation à 

partir de deux échantillons indépendants peut conduire à des résultats assez 

différents. Des petites modification des conditions de culture, du traitement des 

cellules peuvent conduire à des différences dans la réponse des cellules. Pour ce qui 

est de l'extraction des ARN, nous utilisons des kits commerciaux qui donnent des 

rendements et des qualités constants d'une extraction à l'autre. Dans la phase 

d'hybridation, les sources de variabilités résident dans les supports en verre utilisés 

(y compris au sein d'un même lot), les quantités de sondes déposées (qui varient 

d'une lame à l'autre et d'un spotting à l'autre), l’étape d’hybridation même et 

notamment dans le bruit de fond qui en résulte. La qualité variable de l'hybridation 

d'une lame à l'autre contraint l'expérimentateur à réaliser des hybridations 

compétitives et impose l’emploi de deux fluorochromes distincts dont les propriétés 
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spectrales sont différentes. Ces différences physiques des cyanines 3 et 5 imposent 

par conséquent de répéter plusieurs fois indépendamment l'expérience en permutant 

les sens de marquage.  
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D'autre part, se pose le problème des hybridations aspécifiques ou croisées. Les 

hybridations aspécifiques se traduisent par un bruit de fond au niveau de spot. 

L'intensité de ces hybridations peut être estimée à l'aide d'un ADN exogène n'ayant 

pas un fort pourcentage d'identité global ou dans certaines régions avec des 

séquences codantes de la levure. J’appelle hybridation croisée, une hybridation 

spécifique mais qui correspond à des transcrits différents (gènes paralogues). Dans 

un Northern blot, les ARN (cibles) sont séparées physiquement avant l’hybridation, 

ce qui peut permettre de discriminer en fonction de leurs tailles des transcrits 

s’hybridant à la même sonde. En revanche, dans une hybridation sur puces à ADN, 

les cibles ne sont pas séparées. Ceci a pour conséquence que deux cibles distinctes, si 

elles sont très semblables, peuvent s’hybrider sur un même spot. Les signaux 

mesurés peuvent donc contenir une fraction due à l'hybridation de plusieurs 

transcrits. On estime généralement que deux gènes dont les séquences nucléotidiques 

ont plus de 70 % d'identité ne sont pas différentiables par cette technique. Ceci doit 

évidemment être modulé par la répartition des régions de similitudes le long de la 

séquence nucléotidique. L’utilisation de sondes correspondant à des régions 

spécifiques peut alors permettre de résoudre ce problème. Les produits PCR déposés 

sur les puces que nous avons utilisées contiennent l'intégralité des ORF. Les valeurs 

mesurées pour des gènes doivent donc êtres interprétées avec prudence. 

 

IV.1.3. Fabrication des puces. 

Les puces à ADN utilisées pour cette étude nous ont été fournies par le Service 

de Génomique Fonctionnelle du CEA/Evry. Une collection de 6 144 ORF de  

S. cerevisiae a été achetée auprès de la société Research Genetics. Ces ORF ont été 

amplifiées par PCR à partir d'un couple d'amorces uniques. Les produits PCR ont 

ensuite été purifiés par précipitation et resuspendu dans du DMSO 50% TE 1X à une 

concentration moyenne de 100 ng/µl. Leur qualité a été vérifiée sur gel d'agarose. 

Les ADN ont ensuite été déposés sur des lames recouvertes d'aminosilane (CMT 
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GAPSII Corning) à l'aide d'un robot Microgrid II (Biorobotics). Ces puces à ADN ont 

déjà été utilisées au laboratoire, notamment dans le cadre d'une étude sur la réponse 

au cadmium (Fauchon et al., 2002). Cette étude montre que la reproductibilité de 

l'hybridation sur ces lames est comparable à celle obtenue à partir de lames 

commerciales Corning.  

 

IV.1.4. Acquisition des données et analyse 

Les lames ont été scannées à des longueurs d'onde de 635 nm (Cy5) et 532 nm 

(Cy3) avec un scanner GENEPIX 4000B et analysées avec le logiciel GENEPIX pro 3.0 

(Axon Instruments, Inc.). Pour chaque pixel, un ratio entre l'intensité des signaux à  

635 nm et 532 nm est calculé. Nous avons utilisé la valeur médiane de ces ratios pour 

évaluer la variation de l'expression des gènes. La valeur médiane a été préférée à la 

moyenne car elle est moins sensible que la moyenne à des valeurs extrêmes. Les 

ratios bruts sont ensuite normalisés de façon à corriger les biais dus aux variations 

expérimentales, aux paramètres de scanning et aux propriétés spectrales des 

fluorochromes. Pour cela, nous postulons que la grande majorité des gènes n'est pas 

affectée dans les conditions expérimentales choisies. La moyenne des ratios, pour 

l'ensemble des gènes représentés sur la puce, est alors égale à 1. Les ratios bruts ont 

donc été multipliés par le facteur de correction (median of ratio), issu de l'analyse par 

le logiciel GENEPIX, de manière à ramener cette moyenne à 1. Les spots irréguliers 

ou "contaminés" (poussière, taches, rayures...) sont éliminés de l’analyse. De plus, 

ceux pour lesquels les intensités sont trop proches de celles du bruit de fond ne sont 

pas retenus. Seuls les spots dont au moins 70 % des pixels ont des intensités 

supérieures au bruit de fond plus deux fois son écart-type dans l'un ou l'autre des 

canaux ont été conservés pour les analyses ultérieures (Fauchon et al., 2002). Enfin, le 

critère de la "somme des médianes", calculée par le logiciel GENEPIX, a également 

été pris en compte. Ce critère renseigne sur l'intensité du signal par rapport au bruit 

de fond. Le seuil a été fixé arbitrairement à 500. Les spots pour lesquels la somme des 
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médianes est inférieure à cette valeur ont été écartés des analyses. Enfin, les spots 

saturés ne doivent pas être pris en compte. Afin de conserver les informations 

contenues dans ces spots, nous avons réalisé un deuxième scan en ajustant les 

paramètres du photomultiplicateur, de façon à ne plus avoir aucun spot saturé dans 

les deux longueurs d’onde. Les données normalisées ont ensuite été traitées avec le 

logiciel GeneSpring (Silicon Genetics). 

 

IV.2. Étude du transcriptome du mutant rsc4-myc 

L’étude complète du transcriptome a été réalisée avec des souches sauvages 

pour le gène RPC160. Quelques hybridations, faites à partir des souches portant 

l’allèle rpc160-240, ont donné des résultats similaires. L'analyse du transcriptome a 

été réalisée sur des cellules cultivées en phase exponentielle à 30° puis pendant 6 

heures à 37°C. Le mutant rsc4-myc a été comparé à la souche isogénique sauvage 

YPH499, cultivée dans les mêmes conditions. Pour chaque température, 6 

hybridations (correspondant à trois permutations des fluorochromes), ont été 

réalisées à partir de 2 échantillons indépendants. Le marquage des sondes a été fait 

selon la méthode indirecte (figure 39). Ont été considérés comme induits et réprimés 

les gènes dont la quantité de transcrits varie d'un facteur 2 et plus et pour lesquels au 

moins 4 valeurs sur les 6 hybridations sont disponibles.  

Au total, 6216 gènes sont représentés sur la puce dont 11,3 % (environ 700) n'ont 

pas été amplifiés correctement et ne doivent pas de ce fait être pris en compte. Parmi 

les gènes exploitables, 4217 et 4571 gènes ont au moins 4 valeurs à 30°C et 37°C (soit 

respectivement 76,5 % et 82,9 % ; tableau V). Tous les gènes ne sont probablement 

pas exprimés dans les conditions dans lesquelles les souches ont été cultivées et une 

partie des spots non exploitables correspond en fait à des gènes qui ne sont pas 

exprimés ou à des taux extrêmement faibles.  
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IV.2.1. Nombre de gènes affectés 

Bien que le mutant rsc4-myc n’ait qu’un faible ralentissement de croissance sur 

boîte à 30°C, 181 gènes sont déjà stimulés et 30 gènes réprimés plus de 2 fois (soit  

3,8 % de gènes dérégulés). À 37°C, ces valeurs sont respectivement de 140 et 30 (soit  

3 % de gènes dérégulés). Le nombre de gènes affectés est du même ordre de 

grandeur que ce qui a est généralement décrit dans les études de transcriptome 

(environ 5 %) et notamment celles concernant des mutants des complexes SWI/SNF 

et RSC (Holstege et al., 1998 ; Sudarsanam et al., 2000 ; Angus-Hill et al., 2001  ; 

Damelin et al., 2002). Plus de 50 % des gènes affectés à température restrictive le sont 

également à température permissive (figure 40 et tableau V). De plus, le passage à 

température restrictive ne semble pas beaucoup aggraver les défauts 

transcriptionnels. Le fait de trouver des gènes induits et réprimés indique que RSC 

intervient pour stimuler et réprimer la transcription.  

 

IV.2.2. Types de gènes affectés 

Contrairement à ce qui a été observé pour les mutants de Rsc3, Rsc30 et Rsc9, 

aucune catégorie fonctionnelle ne semble particulièrement affectée par la mutation 

rsc4-myc. Quelques gènes impliqués dans la biogénèse et la maintenance de la paroi 

ou le métabolisme du phosphate sont dérégulés. Les tableaux VI et VII présentent 

respectivement les 30 gènes les plus dérégulés à 30°C et 37°C. La majorité de ces 

gènes est affectée aux deux températures conformément à ce que l’on observe sur 

l’ensemble de l’analyse. Plusieurs gènes de la voie de biosynthèse de la thiamine ou 

de la famille des séripaupérines sont dérégulés. Toutefois, on ne peut pas conclure à 

un contrôle de la transcription de ces gènes par RSC. En effet, le gène THI5 a 3 

homologues dont les séquences nucléotidiques sont pratiquement identiques. De 

même, les gènes PAU sont extrêmement similaires entre eux. Les signaux dus à ces 
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différents homologues ne sont donc pas distinguables par hybridation et il est 

impossible de savoir si toutes les isoformes sont dérégulées ou bien si seules 

quelques-unes le sont dans le mutant rsc4-myc.  
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Nous n'avons pas noté de dérégulations nettes des gènes encodant les protéines 

ribosomales contrairement à ce qui est observé pour des mutants de RSC3  

(Angus-Hill et al., 2001 ; Damelin et al., 2002). Le complexe RSC est présent au niveau 

du promoteur des gènes d’histone HTA1/HTB1 et est nécessaire à la répression de 

leur transcription à certaines phases du cycle cellulaire (Damelin et al., 2002 ; Ng et 

al., 2002). Nos données ne permettent pas de conclure formellement à une 

dérégulation de ces deux gènes. En effet, les valeurs des ratios d'expression sont 

légèrement supérieures à 0,5 et tendent à indiquer une diminution de leur 

transcription. Nos expériences ont été réalisées sur des cellules non synchronisées. 

Par conséquent, nous mesurons une moyenne sur l’ensemble des phases du cycle. 

Nous ne pouvons donc pas conclure à une influence de la mutation rsc4-myc sur la 

transcription des gènes d’histones. Une explication possible est que la mutation rsc4-

myc n'affecte pas le recrutement et/ou la fonction de RSC au niveau de ces gènes de 

ces catégories fonctionnelles.   

La comparaison des gènes dérégulés par la mutation rsc4-myc et ceux dérégulés 

par des mutations dans le complexe SWI/SNF (Sudarsanam et al., 2000) montre qu'il 

n'y a pas de chevauchement des deux ensembles de gènes. Ceci indique que malgré 

les similitudes existant entre les complexes RSC et SWI/SNF, ces deux complexes 

régulent l'expression de groupes de gènes distincts et ne sont pas redondants.  
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IV.2.3. RSC et le chromosome XII 

Les images de deux hybridations de lames inversées sont présentées sur la 

figure 41. Le panneau de droite est un agrandissement d’une zone de la lame. La 

position des gènes stimulés y est précisée. À l'issue de l'analyse, les gènes ont été 

classés en fonction du chromosome sur lequel ils sont localisés (figure 42). Chaque 

gène est représenté par un trait dont la couleur varie en fonction du ratio 

d'expression. Le rouge indique une induction, le bleu une répression et le jaune un 

ratio proche de 1. Le trait gris indique que les données ne sont pas disponibles (spot 

non exploitable, "contaminé", éliminé à l’analyse…). La grande majorité des gènes 

stimulés sont portés par le chromosome XII (figures 40 à 44 et tableau V). Cet effet se 

manifeste dès la température permissive. Notons de plus que l'on observe l'induction 

de plusieurs gènes situés au niveau de télomères.  

 

Alors que le chromosome XII porte 8,69 % des ORF, 38,25 % et 51,75 % des 

gènes stimulés plus de 2 fois à 30°C et 37°C sont localisés sur ce chromosome (figure 

43). Le test statistique du χ2 indique que, conformément à ce que l'on peut penser, 

cette distribution n’est pas conforme à la distribution aléatoire théorique. Ce test 

appliqué aux gènes induits renvoie une valeur de 94,79 alors que la valeur seuil de 

rejet à 5 % est 25. En revanche, la valeur du χ2 est de 13,48 pour les gènes réprimés. 

La distribution de ces gènes n’est donc pas statistiquement différente de la 

distribution aléatoire théorique. Nous avons posé comme hypothèse que la moyenne 

globale des variations est 1 (valeur expérimentale normalisée à 1,12 et 1,09 à 30°C et 

37°C). Alors que la valeur moyenne des ratios d'expression est proche de 1 pour tous 

les chromosomes, le chromosome XII se différencie nettement des autres 

chromosomes avec des moyennes de 1,74 (30°C) et 1,80 (37°C) respectivement  

(figure 44). Nous concluons donc que de très nombreux gènes du chromosome XII 

sont dérégulés. 
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D'autres études ont été menées au laboratoire avec ces puces à ADN (Fauchon 

et al., 2002), mais aucune n'a révélé un profil similaire à celui du mutant rsc4-myc. 

D'autre part, quelques expériences sur un mutant rsc4-myc ont été faites sur des 

puces à ADN commerciales (Corning). Le profil d'expression était similaire à celui 

obtenu avec les puces du CEA/Evry. Ceci prouve donc que le profil d'expression 

observé n'est pas un artéfact lié aux puces que nous avons utilisées.  

 

IV.2.4. Une duplication du chromosome XII ? 

Le profil d'expression génomique particulier du mutant rsc4-myc pourrait 

s'expliquer par duplication du chromosome XII. Une étude récente sur environ 300 

mutants a révélé que les phénomènes d’aneuploïdie sont fréquents dans les souches 

de levure de laboratoire dans lesquelles un gène est délété (Hughes et al., 2000). 

Environ 8 % des souches testées présentent des duplications partielles ou totales de 

certains chromosomes. Cette aneuploïdie s'accompagne d'une augmentation de la 

transcription des gènes dupliqués. La duplication d’une partie de leur génome 

confère à certains de ces mutants un net avantage de croissance. De plus, dans 

certains cas, le fragment dupliqué porte un gène codant une protéine à celle codée 

par le gène délété. Ce mécanisme de duplication pourrait permettre de pallier la 

perte de fonction d'un gène et l'apparition d'une aneuploïdie s'apparenterait alors à 

un mécanisme de suppression (Hughes et al., 2000). Toutefois, il n’existe pas sur le 

chromosome XII, comme dans le reste du génome, de gènes encodant une protéine 

similaire à la protéine Rsc4. La duplication du chromosome XII ne permettrait donc 

pas de pallier la déficience de la protéine Rsc4. 

Par ailleurs, dans des souches polyploïdes, la majorité des gènes n'est pas 

affectée. Par contre, certains gènes sont induits ou réprimés proportionnellement à la 

ploïdie de la souche. La quantité de transcrits de certains gènes peut être modulé par 

le nombre de copies du gène (Galitski et al., 1999). 
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Le caryotypage est susceptible de mettre en évidence des anomalies 

chromosomiques (polysomies, translocation, intégration…). Afin de vérifier 

l’hypothèse d’une aneuploïdie du chromosome XII, nous avons réalisé un caryotype 

(figure 45) des souches MW671 (rpc160-∆ ::HIS3 pC160-240 (CEN3 URA3 rpc160-240) 

et MW3461 (rpc160-∆ ::HIS3 pC160-240 (CEN3 URA3 rpc160-240) rsc4 -myc). Des 

expériences d’hybridation sur puces utilisant ces souches font également apparaître 

la stimulation des gènes portés par le chromosome XII (données non présentées). Le 

caryotypage a été fait en collaboration avec V. N'Guyen (laboratoire de Génétique 

Moléculaire et Cellulaire, INRA Grignon). Nous n'avons pas observé de modification 

du profil électrophorétique dans le mutant, ce qui suggère qu'il n'y a pas de 

duplication du chromosome XII complète ni de duplication suivie d'une intégration 

dans d'autres chromosomes.  

Comme cela a été mentionné précédemment, nous avons séparé les gènes 

recombinants rpc160-240 et rsc4-myc afin de replacer ce dernier dans un contexte 

chromosomique sauvage pour le gène RPC160 et de vérifier que la thermosensibilité 

est bien liée à la mutation. L’analyse de la descendance de ces croisements nous a 

fourni des arguments supplémentaires en la défaveur d’une duplication du 

chromosome XII. Les croisements ont été faits de la manière suivante. Dans une 

première étape, la souche MW3461 a été croisée avec la souche isogénique YPH500. 

La présence du plasmide centromérique pC160-240 réduit le nombre de tétrades 

complètes que l'on peut obtenir et une seule tétrade complète a été isolée dans 

laquelle les mutation rpc160-240 et rsc4-myc sont séparées. Elle présentait une 

ségrégation conjointe et de type 2:2 du caractère thermosensible et de la mutation 

rsc4-myc. À partir d'une spore thermosensible contenant la mutation rsc4-myc, nous 

avons réalisé un rétrocroisement avec la souche YPH500. On peut supposer que si la 

duplication du chromosome XII a eu lieu, elle est nécessaire à la viabilité du mutant 

rsc4-myc et qu’alors on ne peut pas séparer le chromosome surnuméraire de la 

mutation rsc4-myc sans entraîner une létalité ou du moins un fort retard de 
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croissance. Si toutefois cette duplication n’était pas absolument nécessaire à la survie 

du mutant alors la probabilité qu'elle soit restée associée à la mutation rsc4-myc après  
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deux divisions méiotiques est de 1/4. Supposons que la duplication confère un 

avantage de croissance. Deux hypothèses sont possibles pour expliquer le maintien 

de la copie supplémentaire : une duplication complète indépendante ou bien une 

duplication suivie d'une fusion avec un autre chromosome. Or, nous n'observons pas 

d'anomalie dans le caryotype, ce qui réfute la deuxième possibilité. On peut 

s’attendre à ce que la présence d'un chromosome surnuméraire perturbe le 

déroulement de la méiose car le chromosome surnuméraire ne peut pas s'associer à 

un chromosome homologue pendant la première division. Par ailleurs, le gène RSC4 

correspond à l’ORF YKR008W sur le chromosome XI, ce qui nous permet de faire 

l’hypothèse que le gène RSC4 ségrège indépendamment du chromosome 

surnuméraire en méiose. Ceci implique que la fréquence des ditypes parentaux 

devrait être identique à celles de ditypes recombinants. Les ditypes parentaux 

correspondraient aux tétrades complètes et les ditypes recombinants aux tétrades à 

deux spores viables. Enfin, les tétratypes compteraient 3 spores viables (figure 46).  

Dans le rétrocroisement, 18 tétrades ont été disséquées dont 15 étaient 

complètes (83 %). Les 3 autres tétrades n'avaient que deux spores. Nous n'avons pas 

obtenu de tétratype (3 spores viables). Le fort pourcentage de tétrades complètes 

indique qu'il n'y a pas de graves perturbations de la méiose. Dans les tétrades 

complètes, toutes présentaient deux spores plus petites porteuses de la mutation 

rsc4-myc. La liaison de la thermosensibilité avec la mutation rsc4-myc a été vérifiée 

sur quelques tétrades. Les tétrades à 2 spores sont composées d'une spore ralentie et 

d'une spore sauvage, ce qui n'est pas conforme à la croissance attendue pour les 

ditypes recombinants (2 spores à croissance sauvage) dans l’hypothèse que nous 

avons formulée. L’hypothèse de l’égalité des fréquences des ditypes parentaux et 

recombinants n’est pas validée. Cela indique donc qu’il n’y a pas de ségrégation 

indépendante ou plus vraisemblablement que le chromosome XII n’a pas été 

dupliqué. Ces données nous permettent également d’écarter a priori l'existence de 

polysomies (trisomie et plus). En effet, dans le cas d'une trisomie du chromosome 
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XII, a l'issue du premier croisement, on se trouve alors dans le cas de figure d'une 

disomie (figure 46). De plus, en cas de polysomies, on devrait voir une augmentation  
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franche de l'intensité de la bande correspondant au chromosome XII dans le 

caryotype. Or, nous n’observons pas une telle augmentation (figure 45). Au vu de ces 

différentes données, nous pouvons en conclure que le profil transcriptionnel 

particulier du mutant rsc4-myc n'est pas la conséquence d'une aneuploïdie du 

chromosome XII. 

 

IV.2.5. Chromosome XII, transcription par l’ARN polymérase I et ADNr 

Il est possible que le comportement transcriptionnel du chromosome XII dans le 

mutant rsc4-myc soit dû à la présence et/ou à la transcription de l'ADNr sur ce 

chromosome. En effet, chez la levure, les 100 à 200 répétitions d'ADN ribosomiques 

sont toutes regroupées en un locus porté par le chromosome XII. Les gènes d'ADNr 

sont le siège d'une transcription très active (les ARN ribosomiques représentent 80 à 

85 % des ARN totaux). La moitié des copies environ est dépourvue de nucléosomes 

et est transcriptionnellement active (Dammann et al., 1993, 1995) ; chapitre II.3.2 de 

l’introduction). De plus, l'ADNr confère au chromosome XII des particularités 

structurales. En effet, dans un mutant de la topoisomérase I, le chromosome XII n'est 

pas visible en électrophorèse en champs pulsé car il reste au niveau des puits du gel 

(Christman et al., 1993). Ce comportement est lié à la présence de l'ADNr car la 

translocation d'une partie de l'ADN ribosomique (environ 50 copies) sur le bras 

gauche du chromosome III dans un mutant de la topoisomérase I induit un 

comportement électrophorétique du chromosome III chimérique semblable à celui 

du chromosome XII (Christman et al., 1993).  

Nous proposons le modèle suivant pour expliquer l'induction transcriptionnelle 

des gènes localisés sur chromosome XII. Le complexe RSC coopère avec l’ARN 

polymérase I pour maintenir les copies actives sans nucléosomes. Ceux-ci seraient 

alors déplacés vers les gènes situés de part et d'autre. La mutation rsc4-myc a pour 

conséquence dans ce modèle d'affaiblir la coopération pol I/RSC. L'ADNr serait alors 
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en partie "réenvahi" par des nucléosomes, permettant ainsi l'activation des gènes 

transcrits par la pol II (figure 47). Notons toutefois, que dans un tel modèle, on peut  
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s'attendre à observer un effet polaire. Or, nous n’observons pas de gradient de 

stimulation de chaque côté de l’ADNr.  

Nous avons analysé les profils d’expression génomiques de mutants de l’ARN 

polymérase I. Aucune des mutations dans l'ARN polymérase I testées ne modifie 

l'expression du chromosome XII. L'arrêt de la transcription pol I n'est donc pas 

suffisante pour induire un profil d'expression particulier pour les gènes localisés sur 

le chromosome XII et transcrits par la pol II. En revanche, la délétion de l'ADNr a un 

effet sur la transcription des gènes adjacents (Wai et al., 2000). Nous avons observé 

une forte induction des gènes flanquants l'ADNr. Cependant, cet effet ne se produit 

que sur quelques kilobases. Les autres gènes ne sont pas affectés. Notons toutefois 

qu'à droite de ce locus, se trouve 4 copies d'un gène ASP3. Leurs séquences 

nucléotidiques sont quasiment identiques. Il est donc normal que toutes soit induites. 

Ceci indique donc que la présence et la transcription de l'ADNr sur le chromosome 

XII a une incidence sur la transcription par l'ARN polymérase II des gènes adjacents. 

Elle est apparemment responsable d'une répression de la transcription des gènes 

situés de part et d'autres. L'effet observé est polaire mais s'éteint très rapidement et 

brusquement. 

 

V. Discussion 

V.1. Sensibilités du mutant rsc4-myc 

Nous avons isolé un mutant thermosensible de la sous-unité Rsc4 du complexe 

RSC. En plus de la thermosensibilité à 37°C, le mutant rsc4-myc présente aussi 

d’autres phénotypes de croissance. Il est notamment sensible à la formamide, la 

caféine, le bénomyl et le chlorure de sodium. Ceci le rapproche des mutants de RSC3, 

RSC30 et STH1 (Angus-Hill et al., 2001 ; Chai et al., 2002). Toutefois la 

thermosensibilité de ces mutants est supprimée par le sorbitol. La voie des MAP 

kinases, à laquelle participe la protéine kinase C Pkc1 (voie PKC), est impliquée dans 

le maintien de l'intégrité de la paroi et du cytosquelette (pour revue, voir Gustin et 
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al., 1998). Une connexion entre la voie PKC et le complexe RSC a été établie 

récemment (Chai et al., 2002 ; Damelin et al., 2002). Le complexe RSC agirait dans une 

voie parallèle à celle de la protéine Pkc1 (Chai et al., 2002). Ce lien est concordant 

avec les défauts transcriptionnels observés pour des gènes de paroi dans les mutants 

des sous-unités Rsc3, Rsc30 et Rsc9 (Angus-Hill et al., 2001 ; Chai et al., 2002 ; Damelin 

et al., 2002). Contrairement aux autres mutants de RSC, le mutant rsc4-myc n'est pas 

capable de pousser à température restrictive même en présence de sorbitol. Il est 

donc possible que cette voie alternative soit perturbée dans le mutant rsc4-myc, mais 

sans être le seul déterminant de la sensibilité du mutant aux chocs osmotiques et à la 

caféine.  

Le mutant rsc4-myc présente comme le mutant sth1-3ts une sensibilité au 

bénomyl. La mutation sth1-3ts influe sur la structure chromatinienne des centromères 

et provoque des défauts de ségrégations des chromosomes (Du et al., 1998 ; Hsu and 

Laurent, 2002). Hsu et Laurent ont montré que le complexe RSC interagit avec les 

composants du kinétochore (Hsu and Laurent, 2002). Ces auteurs ont proposé que 

RSC est nécessaire à l'établissement et/ou au maintien d'une structure 

chromatinienne centromérique nécessaire à la transmission des chromosomes. Il est 

donc possible que la sensibilité du mutant rsc4-myc soit liée à une altération du 

fonctionnement du complexe RSC mutant au niveau des centromères et du 

kinétochore. Les effets des mutations du complexe RSC sur le fonctionnement du 

kinétochore pourrait également être dûs à la dérégulation de la transcription de 

certains gènes.  

 

A la lumière des dernières données publiées sur les fonctions du complexe, il 

serait intéressant de tester les interactions génétiques entre les voies des MAP kinases 

et RSC4 et d'analyser la ségrégation mitotique des chromosomes. 
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V.2. Transcription par les ARN polymérases I et III. 

Nous avons analysé la transcription par la pol I et la pol III dans les mutants 

rsc1-∆ et rsc4-myc. Le marquage à l’uracile tritié des ARN néosynthétisés ne nous a 

pas permis de mettre en évidence des défauts de transcription par la pol I ou la  

pol III dans le mutant rsc1-∆. Un défaut de transcription a en revanche été observé 

dans un mutant rsc2-∆ (H. Dumay, communication personnelle). Les sous-unités 

Rsc1 et Rsc2 appartiennent à deux formes différentes du complexe RSC. L'isoforme 

contenant la protéine Rsc2 est plus abondante. Les protéines Rsc1 et Rsc2 sont 

partiellement redondantes mais ont chacune des fonctions spécifiques (Cairns et al., 

1999). L'absence de défaut transcriptionnel pol I et pol III dans la souche rsc1-∆ 

pourrait être due à une compensation par l’autre forme du complexe. L’existence de 

défauts transcripitonnels dans le mutant rsc2-∆ signifierait alors que l’isoforme Rsc1 

ne peut pas suppléer la perte de la protéine Rsc2. Alternativement, on peut imaginer 

que le complexe contenant la protéine Rsc2 ait des fonctions spécifiques dans la 

transcription par les ARN polymérases I et III que ne possède pas l'autre isoforme. 

 

La délétion du gène STH1, encodant la sous-unité catalytique de RSC, est létale. 

Des expériences, réalisées sur un délétant de STH1, montrent que le plasmide 

permettant la transcription de l’ADNr par la pol II (Nogi et al., 1991) ne permet pas 

de sauver cette souche (Treich and Carlson, 1997). Ceci indique que s'il intervient 

dans la transcription par la pol I, le complexe RSC a au moins une autre fonction 

essentielle. Bien qu'aucune association de l'ADNr n'ait été détectée avec RSC (Ng et 

al., 2002), certaines mutations du complexe RSC provoquent des défauts dans la 

synthèse des ARN ribosomiques (H. Dumay, données non publiées ; Damelin et al., 

2002).  

Le marquage in vivo des ARN dans le mutant rsc4-myc fait apparaître une très 

forte baisse de l'incorporation de phosphate radioactif dans les ARN. Ceci est 
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généralement interprété comme des défauts dans la néosynthèse des ARN. Il est 

probable que cela soit du à un problème d'import ou d'utilisation du phosphate. En 

effet, nous avons observé une diminution de la quantité de phosphate radioactif 

rentré dans les cellules. De plus, certains des gènes dérégulés (d’un facteur 2 et plus) 

font partie du métabolisme du phosphate. Cependant, les taux de variations sont 

faibles et beaucoup de ces gènes sont déjà affectés à 30°C. Ceci ne permet pas 

complètement d'expliquer la baisse drastique d'incorporation du phosphate. Les 

ARN de transfert et les ARN 18S et 25S sont extrêmement stables. La stabilité ces 

ARN obligent donc à observer les quantités présentes de leurs précurseurs. La 

maturation de ces précurseurs étant rapide, il est peu probable que ceux-ci soient 

stabilisés plusieurs heures. La surimposition de plusieurs défauts de maturation fait 

que nos résultats de Northern blot ne peuvent pas être interprétés simplement et ne 

permettent pas de confirmer ou d'infirmer un rôle du complexe RSC dans la 

transcription par l'ARN polymérase I. Toutefois, un arrêt de la transcription se 

traduirait par une disparition des espèces de la voie de maturation.  

Nos données de Northern blot n’indiquent pas de défaut dans la synthèse des 

ARNt. Les différents gènes d’ARN de transfert ont plusieurs copies dans le génome. 

À l’intérieur d’une famille, ces copies ont des séquences très similaires et les 

transcrits correspondants sont de ce fait très difficilement discernables par des 

techniques d'hybridation. De plus, on ne sait pas si toutes les copies sont transcrites 

de manière équivalente. Il est possible que la redondance entre ces gènes entraîne des 

phénomènes de compensation. Ceci pourrait expliquer que nous n'observions pas de 

différence. Nous n’avons pas observé de différence quantitative pour les formes 

matures des ARN U6 et SCR1. La présence de RSC dans les régions en amont des 

gènes transcrits par l'ARN polymérase III ainsi que la co-immunoprécipitation de ces 

deux complexes suggèrent néanmoins fortement l'existence d'une relation 

fonctionnelle (Ng et al., 2002). Des travaux réalisés au laboratoire par O. Lefebvre 

vont dans ce sens. La transcription du gène SNR6 (codant l'ARN U6) est dépendante 

de la structure nucléosomale (Burnol et al., 1993 ; Marsolier et al., 1995). Il existe des 
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matrices modifiées de ce gène (maxi U6) dans lesquelles une insertion de 59 pb a été 

faite dans la séquence transcrite. Ces gènes chimériques sont placés sur des 

plasmides mutlicopies. Les produits de ces matrices modifiées sont différentiables de 

ceux du gène SNR6 endogène. La mutation rsc4-myc provoque après 7 heures de 

culture à 37°C une baisse de la transcription de ces gènes maxi U6 (O. Lefebvre, 

communication personnelle). Bien que l'on ne puisse pas exclure que l'effet oservé 

soit dû à une instabilité des ARN maxiU6, l'explication la plus simple serait que la 

transcription de ces gènes chimériques est altérée. O. Lefebvre a également observé 

des effets sur la transcription du gène RPR1, codant l'ARN de la RNase P. La 

transcription de ce gène est diminuée à 37°C dans le mutant rsc4-myc. En conclusion, 

bien que nous n'ayons pas observé de défauts pour des ARNt, SCR1 et SNR6, ces 

données indiquent qu'il pourrait y avoir une action de RSC sur la transcription de 

certains gènes par l'ARN polymérase III. 

 

V.3. Effet sur le transcriptome 

Les gènes dont la transcription est dérégulée par la mutation rsc4-myc se 

différencient de ceux affectés par les autres mutations dans le complexe RSC  

(Angus-Hill et al., 2001 ; Damelin et al., 2002). Nous observons une dérégulation de 

gènes impliqués dans la biogénèse de la paroi. Par contre, les autres groupes 

fonctionnels, comme les gènes encodant les protéines ribosomiques, dérégulés par 

d'autres mutations dans RSC ne sont pas affectés. Une explication serait que la 

mutation rsc4-myc n’affecte pas le recrutement ou le fonctionnement du complexe au 

niveau de ces promoteurs. Un modèle actuel pour le fonctionnement du complexe 

RSC est celui d'un cœur catalytique entouré par un certain nombre de sous-unités 

régulatrices. Les données d'analyse de transcriptome semblent valider ce modèle en 

indiquant une spécialisation des sous-unités dans le ciblage du complexe vers 

différents promoteurs.  
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Le passage à température restrictive ne bouleverse pas profondément la 

transcription par l'ARN polymérase II. Il est donc possible que la thermosensibilité 

du mutant rsc4-myc ne soit pas due à un effet transcriptionnel sur la pol II mais à 

l'altération d'une autre fonction de RSC. La perturbation des transcriptions par les 

ARN polymérases I et III pourrait être responsable de cette thermosensibilité. Nous 

n'avons toutefois pas pu établir clairement l'effet de cette mutation sur la 

transcription des ARNr et ARNt. De plus, la transcription par l’ARN polymérase I, si 

elle nécessite l’intervention de RSC, n'est pas l'unique cause du caractère essentiel de 

RSC (Treich and Carlson, 1997). Il se pourrait donc qu'une autre fonction de RSC soit 

affectée et responsable de la thermosensibilité du mutant rsc4-myc. Au vu des 

données récentes sur le rôle du complexe RSC et des sensibilités de ce mutant aux 

chocs osmotiques et au bénomyl, il serait intéressant de tester ces autres fonctions 

(voie PKC, ségrégation des chromosomes).  

 

V.4. Quelles explications pour l'induction transcriptionnelle des gènes du 

chromosome XII ? 

L'induction transcriptionnelle du chromosome XII, qui porte les gènes d’ADN 

ribosomiques, n'est pas liée à une aneuploïdie de ce chromosome. Les copies d'ADNr 

sont localisées sur ce chromosome. De plus, les copies transcriptionnellement actives 

d'ADNr sont dépourvues de nucléosomes. Nous avons posé une hypothèse selon 

laquelle le complexe RSC collabore avec la pol I pour permettre le déblaiement des 

copies actives. Dans le mutant rsc4-myc, cette coopération serait moins efficace et 

entraînerait un réenvahissement partiel de l'ADNr permettant ainsi l'activation 

transcriptionnelle des gènes pol II. Dans ce modèle, on s'attend à un effet polaire à 

partir des bornes de l'ADNr, or ceci ne semble pas être le cas. L’analyse du 

transcriptome d'une souche de levure dans laquelle l'ADNr est délété sur le 

chromosome XII (Wai et al., 2000) indique une stimulation des gènes situés de chaque 

côté du locus de l’ADNr sur environ 14 kb à gauche et 30 kb à droite de la délétion. 

L'effet n'est plus sensible au-delà de ces distances. La transcription de l'ADNr au 
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locus semble responsable d’une répression des gènes adjacents. Pour tester notre 

modèle, nous avons introduit la mutation rsc4-myc dans les souches NOY505 (Nogi et 

al., 1993), NOY891 (Wai et al., 2000) et CY215 (Christman et al., 1993). La souche 

NOY891 dérive de la souche NOY505 par une délétion complète de l'ADNr sur le 

chromosome XII. Cette délétion est complémentée par un plasmide multicopies 

portant les séquences codant l'ARN 5S, transcrit par la pol III, et l'ARN 35S, transcrit 

par la pol II à partir d'un promoteur GAL inductible (Wai et al., 2000). Dans la souche 

CY215, environ 50 copies d'ADNr ont été placées sur le chromosome III par 

recombinaison au locus LEU2 (Christman et al., 1993). La mutation rsc4-myc a été 

introduite dans ces souches par amplification et intégration au locus de la cassette 

présente dans la souche MW3461. Comme dans la souche YPH499, cette mutation 

induit un phénotype thermosensible dans les souches NOY505, NOY891 et CY215. Si 

le profil d'expression particulier du mutant rsc4-myc est lié à la transcription de 

l'ADNr sur le chromosome alors, la délétion des gènes d'ADNr sur le chromosome 

XII devrait supprimer cet effet. Réciproquement, l'insertion de copies d'ADN 

ribosomiques dans le chromosome III devrait induire un profil similaire pour ce 

chromosome. Or, l'introduction de la mutation rsc4-myc n’a pas d’incidence 

particulière sur le profil d’expression des gènes du chromosome XII dans les souches 

dérivées de NOY505 et CY215. Ces souches ayant des fonds génétiques différents de 

celui de la souche YPH499, l'absence d'effet sur la transcription des gènes portés par 

le chromosome XII pourrait s'expliquer par un effet dépendant du fond génétique. 

Des contrôles supplémentaires sont en cours afin de confirmer ces résultats. La 

délétion de l'ADNr dans le fond génétique de la souche YPH499 et la conjuguaison 

de cette délétion avec la mutation rsc4-myc permettrait d'éclairer les mécanismes 

impliqués dans ce phénomène. Si cette hypothèse se vérifie, d'autres gènes devraient 

être impliqués. Il sera alors intéressant d'identifier les déterminants de la spécificité 

du fond génétique.  

Des études chez les eucaryotes supérieurs ont montré que la transcription d'un 

gène est en partie dépendante de sa localisation dans l'espace nucléaire. La 
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transcription d'un gène peut être influencée par la distance par rapport au centre du 

noyau mais également par l'environnement chromatinien (revue dans Cremer and 

Cremer, 2001 ; Dundr and Misteli, 2001). Peu de travaux concernant l'architecture 

nucléaire ont été réalisés chez la levure notamment du fait de la taille réduite des 

organites et des problèmes de résolution qui en découlent. Il ne semble pas y avoir 

d'organisation en territoires chromosomiques bien définis chez cet organisme. la 

position du chromosome XII dans le noyau. La partie chromosome correspondant à 

l'ADNr est dans le nucléole, mais on ne sait pas comment s'organise le reste du 

chromosome par rapport à ce corps nucléaire. La détection par immunofluorescence 

du nucléole du mutant rsc4-myc ne fait pas apparaître de défauts morphologiques 

flagrants (B. Guglielmi, communication personnelle). On peut proposer que, dans le 

mutant rsc4-myc, la localisation du chromosome XII dans le noyau est modifiée. Ceci 

aurait pour conséquence de "déréprimer" légèrement la transcription des gènes situés 

sur le chromosome XII. Cet effet pourrait être indirect et/ou être dû à la dérégulation 

de la transcription de certains gènes déterminants pour la localisation du 

chromosome.  

 

V.5. Comparaison avec les données d’immunoprécipitation de chromatine. 

Dans deux études indépendantes, les sites de liaison intergéniques du complexe 

RSC ont été déterminés par immunoprécipitation de chromatine (ChIP ; IV.2.3 ; 

(Damelin et al., 2002 ; Ng et al., 2002). Leurs résultats ne sont pas parfaitement 

concordants. Toutefois les auteurs ont fait part d'une difficulté à ponter le complexe 

RSC à l'ADN, ce qui les a contraint à réaliser un traitement statistique. Cette difficulté 

expérimentale pourrait expliquer les divergences entre les deux études. 

Nous avons comparé nos résultats d'analyse par puces à ADN avec les travaux 

décrits par Ng et collaborateurs (Ng et al., 2002). Les gènes dont la quantité de 

transcrit varie d'un facteur 2 et plus ont été recherchés parmi les cibles (régions 

promotrices) du complexe RSC identifiées par cette étude (figure 48). Le taux de 
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recouvrement des deux séries de données est approximativement de 10 %. La 

répartition des sites de liaison de RSC sur les différents chromosomes n'est pas 

statistiquement différente de la répartition aléatoire théorique (χ2 = 4 pour une valeur 

de rejet de 25). Il n'y a donc pas de préférence chromosomique statistique dans la 

localisation des sites de liaison du complexe RSC. Toutefois, on note que la 

répartition n'est pas tout à fait homogène et que certaines zones sont dépourvues de 

cibles (figure 48). Il pourrait donc y avoir un léger biais de répartition 

intrachromosomique. On peut penser que les gènes communs aux deux études sont 

des cibles véritables du complexe RSC. De façon interessante, le chromosome XII est 

celui pour lequel le recouvrement des deux jeux de données est le meilleur.  

 

Comment expliquer le faible taux de recoupement entre les résultats d'analyse 

de transcriptome et d'immunoprécipitation de chromatine ? La technique de ChIP 

détermine les sites de liaisons du complexe RSC. La présence du complexe dans une 

région promotrice en amont d'une phase ouverte de lecture suggère que la 

transcription du gène correspondant peut éventuellement être contrôlée par RSC. 

Toutefois, cela ne signifie pas forcément qu'une mutation spécifique dans une sous-

unité particulière du complexe aura des répercutions sur la transcription de ce gène. 

Enfin, la ChIP ne permet pas de prédire les effets indirects en cascade sur la 

transcription de gènes qui sont affectés par les produits de gènes cibles de RSC. Une 

autre explication peut être avancée. Le complexe RSC est essentiel à la viabilité 

cellulaire. Certaines de ses fonctions ne peuvent donc pas être assurées par d'autres 

facteurs. Nous n'avons pas constaté de recouvrement important entre les gènes 

dérégulés par la mutation rsc4-myc et par les mutations dans le complexe SWI/SNF. 

Ceci indique que ces deux complexes ne sont pas entièrement redondants mais il est 

néamoins possible que le complexe SWI/SNF supplée partiellement la déficience de 

RSC. La redondance de RSC avec un ou plusieurs autres complexes pourrait 

également expliquer faible recouvrement des gènes dérégulés et des cibles 

potentielles. 
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Nous observons une dérégulation de nombreux gènes sur le chromosome XII. 

Bien que le recouvrement entre les sites de liaison intergéniques de RSC et les gènes 

dérégulés soit concentré sur le chromosome XII, il n'apparaît pas d’interaction 

préférentielle par immunoprécipitation de chromatine de RSC avec ce chromosome. 

L'effet observé sur ce chromosome ne semble donc pas résulter d'un contrôle 

transcriptionnel direct de ces gènes RSC.  
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La dérégulation transcriptionnelle de certains gènes dans le mutant rsc4-myc et 

l'identification d'un site de liaison de RSC dans une région intergénique adjacente 

suggèrent très fortement que l'expression de ces gènes est contrôlée, en partie tout au 

moins, par RSC (tableau VIII). La présence côte à côte de deux de ces gènes soulève la 

question de l'existence de groupes de régulation (clusters). Nous avons isolé trois 

clusters potentiels. Il s'agit de YLL019C (KNS1)/YLL020C, YLR120C 

(YPS1)/YLL120C (YPS3) et YLR348C (DIC1)/YLR350W (ORM2). Les gènes des deux 

premiers groupes sont transcrits sur le même brin, ceux du derniersur des brins 

complémentaires. Seul le couple YLR120C/YLR121C fait apparaître un lien 

fonctionnel clair. Ces deux gènes encodent des protéases aspartiques de séquences 

protéiques similaires. Néanmoins cette similitude n'est pas retrouvée au niveau 

nucléotidique, ce qui exclut par conséquent une hybridation croisée. 
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Perspectives… 

Ce travail a été principalement consacré à l’étude de la transcription dans un 

mutant du complexe de remodelage de la chromatine RSC. Plusieurs complexes de 

ce type ont été découverts chez la levure. RSC appartient à la famille de type 

SWI/SNF. Toutefois la particularité de ce complexe est qu’il est, contrairement aux 

autres complexes de ce type connus à ce jour, essentiel pour la viabilité cellulaire. 

D’autre part, RSC est beaucoup plus abondant que le complexe homologue 

SWI/SNF. Ceci soulève la question de savoir ce qui différentie le complexe RSC des 

autres complexes de remodelage. Quelle est la fonction spécifique de RSC qui ne 

peut pas être prise en charge par d’autres complexes ? Pourquoi est-il aussi 

abondant ? Bien que nous ayons tenté de répondre à ces questions, elles restent 

encore à ce jour très ouvertes. 

 

Un rôle général dans la transcription ?  

La transcription s’effectue in vivo sur des matrices qui conservent une structure 

nucléosomale. Les complexes de remodelage jouent un rôle fondamental dans la 

régulation de la transcription en maintenant et en modulant cette structure. Nous 

avons établi l’existence d’interactions entre les ARN polymérases et le complexe RSC. 

Ceci nous a conduit à proposer que le complexe RSC soit impliqué dans la régulation 

de la transcription. Au moment où nous avons démarré ce projet, l’intervention du 

complexe RSC avait été démontrée dans le cas du gène CHA1. Aucun lien avec la 

transcription par la pol I et la pol III n’avait été établi. Des interactions entre 

machineries de remodelage et la pol I ou la pol II ont été montrées (Wilson et al., 

1996  ; Strohner et al., 2001). Par contre, aucune interaction entre la pol III et un 

complexe de remodelage n’a été publiée à ce jour. Notre mutant ne nous a 

malheureusement pas permis de répondre à la question du rôle de RSC dans la 

transcription des gènes de classe I et III. La co-immunoprécipitation entre l’ARN 

polymérase III et le complexe RSC ainsi que l’association privilégiée du complexe 
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RSC avec les régions situées amont des gènes d’ARNt sont donc les premiers 

arguments d’un recrutement d’un complexe de remodelage de la chromatine pour la 

transcription de classe III. D'autres données du laboratoire indiquent que certains 

ARN transcrits par la pol III sont affectés dans ce mutant. Il serait intéressant de 

poursuivre la caractérisation de l'effet de cette mutation. L'analyse des autres 

fonctions connues de RSC apporterait également des renseignements sur l'origine 

des défauts de croissance de ce mutant. 

 

L’origine du comportement du chromosome XII reste à déterminer.  

Notre étude par puces à ADN a révélé un profil transcriptionnel particulier 

dans le mutant rsc4-myc. L’induction transcriptionnelle préférentielle des gènes d’un 

chromosome n’a pas été décrite à ce jour. Il semble que ce phénomène ne soit pas lié 

à une disomie du chromosome XII. Bien que l'origine de ce comportement n’a pas été 

élucidée, nous proposons que celui-ci soit lié à la transcription pol I. En effet, la 

coïncidence de ce profil transcriptionnel avec la présence de l’ADNr sur ce 

chromosome est particulièrement troublante. Nous avons également proposé que la 

mutation rsc4-myc puisse provoquer un changement de localisation du chromosome 

XII. Nous n’avons cependant pas à l’heure actuelle d’argument pour étayer cette 

hypothèse. Même si ce modèle impliquant l’ADNr n’est pas parfaitement satisfaisant 

(on attend alors un effet polaire), il garde notre faveur. Nos tentatives pour montrer 

un effet conjoint de la transcription pol I et de la mutation rsc4-myc sont restées 

infructueuses. Il se pourrait néanmoins qu’il existe une composante liée au fond 

génétique des souches utilisées. Le sujet a été repris au laboratoire par G. Gendrel. 

Nous envisageons dans les mois à venir de conjuguer des délétions de l’ADNr et la 

mutation rsc4-myc dans le fond génétique que nous utilisons couramment. Il sera 

également important d’essayer de confirmer les résultats que nous avons obtenus 

avec d’autres mutants de la protéine Rsc4. Il n’y a pour autant aucune certitude que 

deux mutants de RSC4 se comportent de la même manière. G. Gendrel a réalisé des 
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délétions successives à partir de la région carboxy-terminale. Ceci lui a permis de 

montrer que la délétion des 3 derniers résidus de la protéine Rsc4 (rsc4-∆3) entraîne 

un phénotype de croissance similaire à celui observé pour le mutant rsc4-myc. 

Toutefois ce mutant n’est pas sensible aux différentes substances (caféine, chlorure 

de sodium, formamide, bénomyl) qui aggravent le phénotype de croissance du 

mutant rsc4-myc. L’analyse du transcriptome du mutant rsc4-∆3 par puces à ADN va 

être effectuée prochainement. Il sera donc intéressant de voir si le profil 

transcriptionnel particulier du mutant rsc4-myc sera reproduit. Compte tenu du fait 

que le mutant rsc4-∆3 n’a pas les sensibilités trouvées chez les autres mutants de RSC 

et notamment chez le mutant rsc4-myc, cette analyse pourrait permettre de savoir si 

ce sensibilités sont la résultante des défauts de transcriptionnels observés.  

 

Qu’en est-il de l’ordre de recrutement ? 

Des modèles séquentiels de recrutement des activités de remodelage de la 

chromatine et de l’appareil transcriptionnel fondés sur des expériences 

d'immunoprécipitation de chromatine ont été proposés (Cosma et al., 1999  ; Agalioti 

et al., 2000 ; Reinke et al., 2001 ; figures 21 et 22 dans le chapitre IV.5 de 

l’introduction). Ces modèles prédisent, d’une part, les complexes de modification des 

histones et de remodelage de la chromatine peuvent avoir des actions séquentielles 

(les deux ordres sont possibles) ou combinées et que, d’autre part, la machinerie de 

transcription peut arriver au promoteur avant la fin du remodelage de la chromatine 

(Agalioti et al., 2000). D’autre part, les modèles de recrutement holoenzymatiques 

suggèrent que les deux machineries peuvent arriver simultanément sur le promoteur 

(Wilson et al., 1996). Toutefois, le complexe RSC n'est pas été copurifié avec l’ARN 

polymérase II (Cairns et al., 1996) et l’ARN polymérase III (H. Dumay, 

communication personnelle). Les interactions entre ARN polymérases et RSC ne 

permettent pas de préjuger de l’ordre de recrutement. Les gènes dérégulés dans le 

mutant rsc4-myc et qui sont désignés comme des cibles du complexe sont de bons 
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candidats pour l'étude des mécanismes de recrutemement. Un des éceuils à l'étude 

de l'ordre de recrutement sera de pouvoir synchroniser les cellules en déclenchant la 

transcription du gène cible.  

Le fait que des facteurs de transcription et les ARN polymérases interagissent 

en double-hybride avec des composants du complexe RSC suggère que ce dernier 

pourrait intervenir au niveau des séquences promotrices mais également 

ponctuellement au cours de l’élongation de la transcription. Notons cependant que 

nous n’avons pas mis en évidence de sensibilité des mutants rsc4-myc et rsc4-∆3 à 

l’acide mycophénolique. De plus, Ng et collaborateurs n’ont pas observé en 

immunoprécipitation de chromatine d’enrichissement de RSC dans les parties 

codantes. Ceci suggère donc que RSC n’intervient pas pour faciliter le passage des 

ARN polymérases en élongation, à moins que ces interactions soient transitoires et 

donc difficiles à démontrer.  

 

 



Matériel et Méthodes 
 

-203- 

Matériel et Méthodes 

 

Milieux 

Les milieux de culture bactériens et de levure sont décrits respectivement dans 

(Adams et al., 1997 ; Sambrook and Russel, 2001). 

 

Biologie Moléculaire - Manipulation de la levure 

Les méthodes classiques de biologie moléculaire et de manipulation de la 

levure sont décrites dans (Sambrook and Russel, 2001) et (Adams et al., 1997). 

Les conditions standard de PCR sont : 1µM de chaque oligonucléotide, 0,2mM 

de chaque dNTP, 5U de Taq polymérase dans 50 µl. Le cycle de base est 94°C (3 

minutes) puis 25 fois le cycle dénaturation à 94°C (30 secondes), hybridation des 

amorces (30 secondes), élongation 72°C (1 minute par kb). Une étape de 7 minutes à 

72°C est rajoutée après les 25 cycles d’amplification. La température d’hybridation 

des oligonucléotides est adaptée en fonction de chaque couple d'amorce.  

 

_________________________ 

Construction des souches 

 

Les souches de levure et les plasmides qui ont été utilisés et construits sont 

indiqués dans les tableaux IX et X. 
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1-Constructions des allèles mutés de RPC160 

Les coordonnées sont données à partir du +1 de la phase ouverte de lecture du 

gène recombinant rpc160-240 (Dieci et al., 1995). La région d’interaction est encadrée 

par un site ClaI (3834) et un site NheI (4263). Un autre site NheI est présent dans le 

plasmide pC160-240 en position 8810. Ce site a été éliminé par mutagénèse à l’aide 

des oligonucléotides 5' GACCC GATTC TTGTT AGCCT TTTCT CGGTC 3' et 

5'GACCG AGAAA AGGCT AACAA GAATC GGGTC3'. Le plasmide  

pC160-240 a été digéré par les enzymes ClaI et NheI de façon à éliminer la région 

d'interaction de C160 avec ABC27. La mutagénèse a été réalisée par PCR en utilisant 

le taux d’erreur spontanée de la Taq polymérase (la PCR a été faite sans manganèse 

et avec des quantités équivalentes de chaque nucléotide ; le taux d’erreur moyen de 

la Taq polymérase est d’environ 2.10-4). Le fragment ClaI-NheI a été amplifié par PCR 

à l’aide des oligonucléotides 5' CGCGG TTGCT ATAAC CAGGG CTTC 3' et 5' 

CCGGT ACCGA TCGAC ATCGT TTGAC CC 3'. Ces oligonucléotides s’hybrident 

respectivement 111 et 122 nucléotides de part et d’autre des sites ClaI et NheI. La 

souche MW636 (contenant le gène RPC160 sur le plasmide centromérique pC160-6) 

est transformée simultanément par le fragment de PCR et le plasmide pC160-240 

linéarisé. Les nouveaux allèles de RPC160 sont obtenus par un double événement de 

recombinaison in vivo entre le plasmide pC160-240 linéarisé et le fragment de PCR. 

Le plasmide pC160-6 est contre-sélectionné sur un milieu contenant du 5-FOA.  

 

2-Construction des souches étiquetées HA et Myc. 

Les étiquettes HA et Myc ont été insérées en position C-terminale (Longtine et 

al., 1998). Les gènes recombinants ont été créés par recombinaison in vivo avec un 
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produit PCR commençant juste en 5' du codon stop du gène. Ce produit de PCR 

contient la séquence encodant les épitopes, un terminateur de transcription ainsi 

qu'un marqueur d'intégration. Les oligonucléotides utilisés contiennent environ 50 

bases correspondant aux nucléotides flanquant le site d'intégration (tableau XI). Les 

marqueurs d'intégration qui ont été utilisés sont TRP1, HIS5 (de S. pombe 

complémentant la délétion du gène HIS3 de S. cerevisiae) ou KAN. Dans le cas du 

marqueur KAN, une incubation supplémentaire de 3 heures en YPD a été réalisée 

avant d'étaler les transformants pour permettre l’expression du gène de réistance à la 

généticine (20 µg/µl).  

 

La protéine Rsc4 a également été étiquettée par 13 épitopes Myc dans les 

souches NOY505 (Nogi et al., 1993), NOY 891 (Wai et al., 2000) et CY215 (Christman et 

al., 1993). Pour cela, la cassette intégrée dans la souche MW3461 a été amplifiée à 

l'aide des oligonucléotides sens 5' TCTCCT TCATG TTACA ACC 3' et 5' GGAAG 

CAAGG CTCGT TGTCG 3'. Ces oligonucléotides permettent d’amplifier la cassette 

flanquée de 383 et 484 pb respectivement en 5’ et 3’. 

L'intégration des cassettes a été vérifiée par PCR et l'expression des protéines de 

fusion a été contrôlée par western blot en utilisant des anticorps 12CA5 (anti-HA) ou 

9E10 (anti-Myc).  

 

3-Plasmides 

Le fragment 3503–4319 des allèles mutés de rpc160-240 (voir 1-) a été amplifié 

par PCR à l'aide des oligonucléotides 5' CTCGG ATCCC TTCCA AGGTC ATTTC 

TACAC 3' et 5' GAGCT CGAGC ATATA AAAGG CCGCA TCG 3' et cloné dans le 

vecteur pACT aux sites BamHI XhoI. 

Le plasmide pACT-Rsc4(558-625)-13Myc a été obtenu par insertion d'un 

fragment de PCR contenant les résidus 558-625 de RSC4 et les treize épitopes Myc 
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dans le vecteur pACT aux sites NcoI BamHI après remplissage avec le fragement de 

klenow du site BamHI. L'amplification PCR a été faite sur l'ADN génomique de la 

souche MW3461 à l'aide des oligonucléotides 5' CTCCA GCCAT GGAGT GAAGT 

CTAGA ACTTC AATGT AAAC 3' et 5' GAGAT GCTGG AGGAA AGCAA CCTGA 

CCTAC AGG3'. 
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Immunoprécipitation des ARN polymérases 

  

1- Préparation des extraits et immunoprécipitation de l’ARN polymérase III. 

Les souches (sauvage et mutante) sont cultivées en phase exponentielle. 200 ml 

de culture sont récoltés par centrifugation (DO600nm 0,7-0,8). Le culot cellulaire est 

lavé à l'eau puis avec du tampon d'immunoprécipitation (Hépès 20 mM pH7,5, 

EDTA 0,5 mM, NaCl 100 mM, DTT 1mM, glycérol 20 %). Les cellules sont ensuite 

broyées avec des billes de verre dans du tampon d'immunoprécipitation additionné 

d'un cocktail d'inhibiteurs de protéases (Complete, Roche). Pour tester la stabilité à la 

chaleur des ARN polymérases III mutantes, les extraits sont incubés pendant 40 

minutes à 45°C avant de faire l’immunoprécipitation. 

8.106 billes magnétiques Dynabeads M450 (Dynal) sont lavées 2 fois avec du 

PBS-0,1%BSA. On ajoute 1,2 µg d'anticorps anti-HA 12CA5 purifiés pendant 30 

minutes à 4°C en agitant. Après 2 lavages de 5 minutes en PBS-0,1 % BSA, les billes 

sont rapidement rincées avec du tampon d'immunoprécipitation contenant  

0,05 % de NP40. 300 µg de protéines totales sont incubées avec les billes pendant 3 

heures à 4°C sous agitation. Ces dernières sont alors lavées 3 fois 5 minutes avec du 

tampon contenant 0,05 % de NP40. Les protéines sont décrochées par ébullition et 

séparées par gel de polyacrylamide en conditions dénaturantes (SDS-PAGE).  

 

2-Préparation des extraits bruts et immunoprécipitation de l'ARN polymérase avec 

RSC 

Les cellules sont cultivées en phase exponentielle. 500 ml de culture  

(DO600nm 0,7-0,8) sont récoltés par centrifugation. Les cellules sont lavées deux fois à 

l'eau et avec du tampon de lyse (Hépès pH 7,5 50 mM, CH3COOK 50 mM, DTT 1 

mM, glycérol 10 %). Les cellules sont broyées à l'aide d'une presse d'Eaton dans du 

tampon de lyse contenant un cocktail d'inhibiteur de protéases (Complete, Roche) et 

3mM de Phénylméthylsulfoxide (PMSF). On ajoute de l'acétate de potassium à une 
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concentration de 450mM et on centrifuge 1 h à 40k rpm à 4°C (rotor Beckmann 50.2 

Ti). Le surnageant est précipité avec 30 % de sulfate d'ammonium et centrigugé 30 

minutes à 40k rpm à 4°C. Le culot est ensuite resuspendu dans 5 % du volume initial 

dans du tampon d'immunoprécipitation (Hépès 20 mM, EDTA 0,5 mM, NaCl 100 

mM, DTT 1mM, glycérol 20 %) et dialysé contre ce même tampon.  

8.106 billes magnétiques Dynabeads M450 (Dynal) sont rapidement lavées 2 fois 

avec 1,25 volume de PBS-BSA 0,1 % et incubées 30 minutes dans 1 volume de  

PBS-0,5 % lait (écrémé déshydraté) à 10°C en agitant. On ajoute 1,2 µg d'anticorps 

anti-HA 12CA5 (60 ng/µl) pendant 30 minutes sous agitation à 10°C. Les billes sont 

lavées 3 fois 5 minutes avec 2 volumes de PBS-0,5 % lait sous agitation à 10°C puis 2 

fois rapidement dans 2 volumes de tampon d'immunoprécipitation avec 0,05 % de 

NP40. 1,5 mg d'extrait brut (environ 15 µg/µl final) est incubé avec 0,05 % de NP40 

pendant 3 heures (10°C sous agitation). Les billes sont lavées 3 fois 5 minutes avec 4 

volumes de tampon d'immunoprécipitation et 0,05 % de NP40 sous agitation à 10°C. 

Les protéines retenues sont éluées par compétition avec 16 µl de tampon 

d'immunoprécipitation contenant 0,05 % de NP40 et 0,1 µg/µl de peptide HA PB250. 

Les protéines sont ensuite séparées sur gel de polyacrylamide et révélées par 

Northern blot. Les épitopes HA et Myc sont respectivement reconnus par les 

anticorps 12CA5 et 9E10. 

 

_________________________ 

Marquage des ARN au 33P 

 

Le protocole est adapté de Rubin, (1975). Brièvement, les cellules sont cultivées 

en en phase exponentielle en YPD sans phosphate (YPD*) à 30°C jusqu'à une DO600nm 

de 0,3-0,5. L'équivalent de 5 ml de cellules à DO600nm 0,4 est récolté et repris dans 5 ml 

YPD* préchauffé. Les cellules sont incubées 10 minutes en présence de 250 µCi de 
33PO4- inorganique. L'incorporation de phosphate est stoppée en diluant les cellules 
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dans 20 ml d'eau glacée. Les cellules sont centrifugées 10 minutes à 4°C et 6000 rpm 

puis lavées avec 1 ml d'eau froide. Le culot cellulaire peut être congelé si on ne 

procède pas immédiatement à l'extraction des ARN. 

Composition du YPD* = YPD sans phosphate inorganique (Rubin, 1975) : le 

YPD* est préparé à partir de un litre d'YPD auquel on ajoute 10 ml de MgSO4 1 M et 

10 ml de NH4OH concentré. La précipitation des phosphates s'effectue sous agitation 

pendant 30 minutes. Le précipité est éliminé par deux filtrations successives (0,45 

µm). Le pH du milieu est ajusté à 5,8 avec de l'acide chlorhydrique concentré avant 

d’autoclaver. Le glucose est ajouté extemporanément à une concentration de 18g/l.  

Les ARN sont extraits par la méthode du phénol chaud (Briand et al., 2001a). Le 

culot cellulaire est repris dans 500 µl de tampon AE (50 mM Acétate de sodium pH 

5.3, 10 mM EDTA). On ajoute ensuite 1 % de SDS (vortexer pour mélanger), 500 µl de 

phénol acide (tamponné avec du tampon AE pH5,3 et additionné de 0,1 % de 8-

hydroxyquinoline) préchauffé à 65°C et des billes de verre. Pour lyser les cellules on 

incube 1 minute à 65°C et on vortexe ensuite 2 minutes. Ce cycle est répété deux 

autres fois. Le mélange est congelé dans un mélange éthanol-carboglace puis 

décongelé à 65°C. Cette procédure est répétée une deuxième fois. Le mélange est 

centrifugé au froid pendant 20 minutes à 15 000g. Une deuxième extraction des ARN 

est faite sur la phase acqueuse avec du Phénol/Dichlorométhane/Alcool 

isoamylique acide (PDI, en proportion 25:24:1). Les ARN sont précipités avec du LiCl 

(2M) et de l'éthanol froid pendant 1 heure à –80°C. Les tubes sont centrifugés 20 

minutes à 4°C à 15 000 g. Le culot d’ARN doit être rincé plusieurs fois avec de 

l'éthanol 70 % puis séché et repris dans l'eau.  

Les ARN totaux (0,1 µg/µl) sont ensuite traités pendant 2 heures à 37°C avec 

5U/µg de phosphatase alcaline (New England Biolabs) pour dégrader les 

polyphosphates. Pour éliminer l'enzyme, les ARN sont extraits avec du PDI et 

précipités comme précédemment au LiCl. Les différentes espèces d'ARN sont 

séparées par migration sur gel d'acrylamide ou d’agarose dénaturant.  
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Marquage des ARN à l'uracile tritié 

 

Le protocole est extrait de Stettler et al., (1992). Brièvement, les souches doivent 

être prototrophes pour l'uracile. Les cellules sont cultivées en absence d’uracile en 

phase exponentielle (0,3<DO600nm<0,5). L'équivalent de 5 ml à DO600nm 0,4 est 

centrifugé et repris dans 5 ml de milieu préchauffés. On ajoute 250 µCi d'uracile tritié 

et on incube les cellules pendant 10 minutes. L'incorporation est arrêtée avec 20 ml 

d'eau glacée. Les cellules sont récoltées par centrifugation pendant 10 minutes à 6k 

rpm à 4°C puis lavées à l'eau froide une seconde fois. Les cellules peuvent être 

congelées si on ne procède pas immédiatement à l'extraction des ARN. L'extraction 

est faite selon le protocole décrit dans le paragraphe marquage des ARN au [33P]. 

 

_________________________ 

Northern blot 

 

Les ARN totaux sont séparés sur gel de polyacrylamide ou d’agarose 

dénaturant et transférés sur membrane de nylon comme décrit par Briand et al., 

(2001a). Les séquences nucléotidiques des sondes sont données dans le tableau XII. 

Les sondes sont phosphorylées avec du [γ−32P] ATP et de la T4 Polynucléotide kinase 

en suivant le protocole de Torchet et al., (1998). Avant l’hybridation, les sondes sont 

purifiées à l’aide d'une colonne de sépharose G-50 (Amersham Biosciences) en  suivant 

les recommendations du fabriquant. 
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Coloration double-hybride 

 

La souche Y190 est cotransformée par les plasmides exprimant les fusions avec 

les domaines de liaison à l'ADN et activateur de Gal4. Les clones sont ensuite 

repiqués sur milieu sélectif. La coloration est faite en coulant sur les cellules une 

surcouche d'agar contenant du X-gal. La procédure complète est décrite dans Flores 

et al. (1999). 

 

_________________________ 

Hybridation sur puces à ADN 

 

Les ARN Totaux sont extraits à l'aide du kit RNeasy en suivant les 

recommandations du fabricant (Qiagen). Ils sont ensuite précipités à –80°C à l’éthanol 

en 0,45M acétate de sodium. Les ARN sont centrifugés 30 minutes à 15k rpm à 4°C. 

Le culot est rincé avec 1 ml d'éthanol 70 % froid puis séché et repris dans l'eau. 

20 µg d'ARN totaux sont mélangés avec 5 µg d'oligonucléotide dT12-18 et 

chauffés pendant 10 minutes à 70°C. Le mélange est placé sur glace pendant 5 

minutes. On ajoute 40 U de RNasin (Promega) et on incube 10 minutes à 25°C. Pour 

synthétiser les ADNc, on ajoute le tampon et le DTT (fournis par Invitrogen), 40 U de 

RNasin, 0,5mM de dATP, dCTP, dGTP, et de dTTP aa-dUTP (proportion 1:2) puis 

400 U de Superscript II (Invitrogen). La réaction est incubée pendant 1h30 à 42°C. La 

matrice est ensuite dégradée avec 0,05U/µl de RNase H (USB) et 0,04U/µl de RNase 

A (USB) pendant 30 minutes à 37°C. L'échantillon est chauffé pendant 15 minutes à 

70°C. Les ADNc sont purifiés avec des filtres microcon YM-30 selon les instructions 

du fabricant (Millipore). Les aliquotes de fluorochrome ont été préparées comme 
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préconisé dans le protocole du laboratoire de P. Brown 

(http://cmgm.stanford.edu/pbrown/protocols/amino-allyl.html). Le couplage a 

lieu dans un volume de 9 µl de carbonate de sodium pH9,0 pendant 1 heure à 

température ambiante puis est stoppé avec 0,5 volume d'hydroxylamine 4M. Les 

ADNc marqués sont purifiés sur filtre microcon YM-30 puis précipités à l'éthanol 10 

minutes à –80°C en 0,1M NaCl avec 10 µg de poly dA et 0,125 µg/µl de 

polyacrylamide liquide. Parallèlement, on précipite en 0,2 M NaCl, 10 µg d'ARNt de 

levure et 10 µg d'ADN de sperme de hareng dénaturé. Les tubes sont centrifugés 15 

minutes à 14k rpm à 4°C puis lavés à l'éthanol 80 % dans les mêmes conditions. Les 

culots sont ensuite séchés à l'air libre. Les ARNt et l'ADN de sperme de hareng sont 

resuspendus dans 2,5 µl de tampon d'hybridation (50% formamide, 7X SSPE, 5X 

Denhardt's, 0.5% SDS) par cm2 de lamelle, qui servent ensuite à resuspendre les 

ADNc marqués. Le mélange est dénaturé à 100°C pendant 2 minutes puis placé à 

42°C jusqu'à l'hybridation sur la lame.  

Les lames sont séchées une heure à 80°C avant d'être réhydratées brièvement 

avec de la vapeur d'eau et chauffées pendant 4 heures à 80°C. Les sites réactifs de 

l’aminosilane sont bloqués par un traitement de 20 minutes avec de la  

N-méthyl-pyrolidinone contenant 2% d'anhydride succinique et 0,05M de borate de 

sodium pH8. Les lames sont brièvement rincées avec du SDS 0,1 % puis à l'eau et 

séchées par centrifugation. Avant d'être hybridée, elles sont incubées pendant 30 

minutes à 42°C dans une solution 7X SSPE, 5X Denhart's, 0,5 % SDS, 1 % BSA puis 

rincées rapidement à l'eau et séchées par centrifugation.  

L'hybridation a lieu sur la nuit à 42°C (14 heures au minimum). Les lamelles 

sont retirées délicatement dans la solution 1 (0,1 % SDS, 0,1X SSC). Les lames sont 

ensuite lavées pendant 10 minutes dans un nouveau bain de solution 1 puis 2 fois 

dans la solution 2 (0,1X SSC). Les lames sont séchées par centrifugation et scannées 

dans la journée. 
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L’ADN est condensé dans le noyau sous forme de chromatine. La structure 

chromatinienne de l'ADN est un obstacle pour la transcription car elle limite 

l'accessibilité de l'ADN. Des complexes spécialisés sont capables de remodeler cette 

structure. Chez Saccharomyces cerevisiae, les complexes RSC (Remodels the Structure 

of Chromatin) et SWI/SNF sont apparentés comme en témoignent les homologies 

existant entre plusieurs de leurs sous-unités. Toutefois, seul le complexe RSC, plus 

abondant que SWI/SNF, est essentiel à la viabilité cellulaire. Ceci suggère qu’il 

pourrait avoir de multiples rôles dont un dans la transcription.  

La transcription est réalisée chez les eucaryotes par trois ARN polymérases 

(pol) différentes chacune spécifique d'une classe de gènes. Nous avons montré que le 

complexe RSC interagit avec les ARN polymérases I et III. Notre attention s’est 

portée sur l’interaction entre la sous-unité Rsc4 et la protéine ABC27, commune aux 

trois ARN polymérases. La protéine Rsc4 interagit en double-hybride avec ABC27 

par son domaine C-terminal. Nous avons étudié un mutant de la sous-unité Rsc4 

ayant perdu la capacité d'interagir avec ABC27. Les profils d'expression génomiques, 

établis par puces à ADN, ont permis de caractériser des effets de cette mutation sur la 

transcription par l'ARN polymérase II. Curieusement, la majorité des gènes induits 

sont répartis par le chromosome XII. Cet effet n’est pas polaire. La présence de 

l’ADN ribosomique sur ce chromosome nous a conduits à proposer qu’il pourrait 

être une cause de ce comportement particulier. Nous avons mis en évidence des 

modifications dans la voie de maturation de l'ARN 35S, transcrit par la pol I, mais 

nous n'avons pas pu caractériser des défauts de transcription par les ARN 

polymérases I et III. 
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ARN polymérases, chromatine, transcription, transcriptome, puces à ADN, 
remodelage de la chromatine, RSC, Saccharomyces cerevisiae. 
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DNA is condensed into chromatin in the eukaryotic nucleus thanks to a wrapping 

around nucleosomes. This nucleosomal structure hampers transcription by restricting 

RNA polymerases access to DNA. Specialised complexes are responsible for chromatin 

remodelling. Those entities are essential for transcription. In yeast, remodeling complexes 

include the Remodels Structure of Chromatin (RSC) and the SWI/SNF complexes. 

Although these complexes are closely related, as judged by the identity or homology 

between some of their respective subunits, only the more abundant RSC complex is 

essential for cell viability. This fact suggests that this complex might play an important 

role in transcription and/or assume other essential functions within the cell. 

Eukaryotic transcription is carried out by three RNA polymerases. We have 

demonstrated that RSC complex interacts with RNA polymerases I and III. These results 

strongly suggested an implication of RSC in transcriptional regulation. We focused on the 

interaction between Rsc4 subunit of RSC and ABC27, a subunit shared by the three 

eukaryotic RNA polymerases. We mapped the interaction domain of Rsc4 with ABC27 

within the last 68 residues. A thermosensitive strain expressing a mutant Rsc4 protein 

carrying 13 copies of the c-Myc epitope inserted at the C-terminus was created. In order to 

characterise potential pol II defects, we performed genome profiling experiments using 

DNA microarrays. Surprisingly, the vast majority of the upregulated genes localised to 

the chromosome XII, spreading all along in a non-polar manner. This observation 

contrasts with those performed previously on other SWI/SNF and RSC mutants. We 

propose that the presence of the rDNA cluster on chromosome XII could be responsible 

for this peculiar transcriptional pattern. We have seen defects in the 35S RNA maturation 

but have been unable to clearly establish defects on pol I and pol III transcription.  
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Chromatin and transcription : Study of a mutant of the chromatin remodeling complex 
RSC. 
 
 
 
 
 



 

 
 
 

Le complexe RSC est un des facteurs de remodelage de la chromatine capables de 
lever la barrière nucléosomale notamment lors de la transcription. Ce processus est effectué 
chez les eucaryotes par trois ARN polymérases (pol). Nous avons montré que le complexe 
RSC interagit avec les pol I et III. La protéine Rsc4 interagit par son domaine C-terminal avec 
la protéine ABC27, commune aux trois ARN polymérases. Nous avons isolé une mutation de 
la sous-unité Rsc4 qui abolit cette interaction. Les profils d'expression génomiques, établis 
par puces à ADN, ont permis de caractériser ses effets sur la transcription par la pol II. 
Curieusement, la majorité des gènes induits sont répartis sur le chromosome XII de manière 
non polaire. La présence de l’ADN ribosomique sur ce chromosome suggère un lien avec ce 
comportement particulier. Par ailleurs, la maturation de l'ARN 35S, transcrit par la pol I, est 
altérée, mais nous n'avons pas pu caractériser des défauts de transcription par les pol I et III. 

The RSC complex is one of the chromatin remodeling complexes that helps the 
transcripiton machinery to overcome the nucleosomal barrier. Eukaryotic transcription is 
carried out by three RNA polymerases. We have demonstrated that RSC complex interacts 
with pol I and III. The Rsc4 protein interacts by its C-teminal domain with the ABC27 
protein, a subunit shared by the three eukaryotic RNA polymerases, We have isolated a 
mutation in the Rsc4 subunit that ablolish thi interaction. We performed genome profiling 
experiments using DNA microarrays to characterise pol II transcription defects. Surprisingly, 
the vast majority of the upregulated genes localised to the chromosome XII, spreading all 
along in a non-polar manner. We propose that the presence of the rDNA cluster on 
chromosome XII could be responsible for this peculiar transcriptional pattern. We have seen 
defects in the 35S RNA maturation but have been unable to clearly establish defects on pol I 
and pol III transcription. 


