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Chapitre 1

Transcription et épissage

Les résultats obtenus au cours de ma thèse font intervenir deux acteurs majeurs de l’expression

des gènes : l’ARN polymérase II dans la transcription et le petit ARN nucléaire (small nuclear RNA

ou sn) U1 dans l’épissage. Afin de comprendre quelles sont les répercussions de leur interaction

qui sera démontrée dans mes résultats, voici une présentation de ces deux mécanismes-clefs de

l’expression des gènes.

1.1 Les étapes de la transcription

La transcription est le mécanisme qui permet la synthèse d’ARN à partir de l’ADN conservé

dans le noyau. L’ARNm (messager) pourra, après plusieurs modifications, être exporté vers le cyto-

plasme où il sera traduit en protéine qui pourra à son tour être modifiée et amenée là où elle doit

exercer sa fonction. Ceci est vrai pour la transcription par l’ARN polymérase II (RNAPII). Les ARN

polymérase I et III produisent des ARNs non codants qui vont subir d’autres types de modifications

afin d’exercer leur fonction (comme les ARNr (ribosomiques) par exemple). Je ne développerai ici

que la transcription par la RNAPII. Pour être menée à bien, la transcription requiert l’intervention

constante de nombreux facteurs. En effet, certains gènes sont transcrits en permanence, ce sont

les gènes dits « de ménage » qui maintiennent les fonctions vitales de la cellule. D’autres gènes,

dits « spécifiques », ne sont transcrits que sous l’impulsion d’un signal (phase du cycle cellulaire,

stress, différenciation, etc.). Ces deux classes de gènes font appel à une machinerie transcription-
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4 Chapitre 1. Transcription et épissage

nelle de base identique. Cette machinerie de base est composée de l’ARN polymérase II (RNAPII)

et de facteurs généraux de la transcription. Les deux classes de gènes divergent sur leur type de

promoteur (ensemble de séquences permettant l’arrimage de la machinerie transcriptionnelle) et

sur les facteurs périphériques de transcription (facteurs de transcription spécifiques d’un gène ou

d’une classe de gènes). Ici vont être présentées les différentes étapes permettant la transcription

d’un gène avec la présentation des éléments-clefs, acteurs de ce mécanisme.

Comme le décrit la figure 1.1, pour permettre la transcription d’un gène, il faut un promoteur

sur lequel vont s’arrimer les facteurs généraux de la transcription. Ceux-ci vont se recruter les uns

les autres dans un ordre défini par des expériences in vitro. L’assemblage de ces facteurs prépare

l’association de la RNAPII. Intégrée à ce complexe, la RNAPII commence la transcription. A ce

stade, des facteurs positifs et négatifs d’élongation vont réguler la mise en route de la transcription,

permettant à la RNAPII de commencer à transcrire ou bien de faire une pause. Comme on le voit

sur le schéma, les signaux qui vont permettre aux facteurs généraux de venir se fixer au promoteur

sont générés par la fixation de facteurs spécifiques de la transcription d’un gène ou d’une classe

de gènes, à des dizaines ou des centaines de kilobases en amont du promoteur. Ces signaux sont

transmis par des coactivateurs tels que le médiateur chez la levure. Je ne détaillerai pas cette partie

dans mon manuscrit bien que le médiateur sera présenté dans un tableau plus loin, car il est aussi

considéré comme un facteur général de la transcription. Au cours de la transcription, la RNAPII va

recruter différents facteurs pour lui permettre de progresser dans la transcription, de modifier la

chromatine mais aussi de rendre mature l’ARN naissant et de l’exporter. Ces derniers événements

seront traités dans les parties Epissage et Epissage co-transcriptionnel.



1.1. Les étapes de la transcription 5

FIGURE 1.1 – Processus et régulation de la transcription. Des voies de signalisation activent des
facteurs de transcription spécifique de gènes qui se lient à des séquences régulatrices du gène. Des
facteurs éloignés peuvent interagir avec des facteurs proches du promoteur par des repliements de
l’ADN. Ces facteurs spécifiques peuvent recruter des facteurs modifiant la chromatine ou bien des
complexes coactivateurs de transcription, à proximité des sites d’initiation de la transcription. Les
coactivateurs recrutent et probablement stimulent l’activité du complexe de pré-initiation (PIC).
L’assemblage du PIC peut être modulé par des répresseurs que sont Mot1 et NC2 chez la levure et
la Drosophile (empêche la transcription dépendante de la boîte TATA et favorise la transcription
dépendante de la séquence DPE [136]). A l’initiation de la transcription, le CTD de la RNAPII est
phosphorylé en Ser5 par la kinase cycline-dépendante cdk7. L’élongation de la transcription chez
les eucaryotes supérieurs est souvent bloquée par l’action des facteurs négatifs d’élongation NELF
et DSIF qui provoquent la pause de la RNAPII. La RNAPII sort de la pause grâce à l’action de cdk9
qui phosphoryle le CTD de la RNAPII sur les Ser2 ainsi que NELF et DSIF. La RNAPII en élongation
phosphorylée en Ser 5 et Ser2 sur son CTD recrute des facteurs impliqués dans la modification de
la chromatine, l’élongation de la transcription, la maturation des ARNm, le transport des ARNm et
la terminaison. Les facteurs modifiant la chromatine associés au complexe d’élongation agissent
de façon à générer un état chromatinien permissif en aval de la RNAPII et plus répressif après son
passage pour empêcher des initiations cryptiques. Les interactions à grande échelle (long-range),
comme celles entre les éléments insulateurs, isolent les domaines chromatiniens pour empêcher
la propagation des signaux régulateurs.
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1.1.1 La région génomique d’assemblage du complexe de transcription

Le promoteur est la région génomique comprenant l’ensemble des séquences d’ADN néces-

saires à la transcription d’un gène. Il est composé du cœur-promoteur et des séquences activa-

trices ou inhibitrices pouvant se situer à des kilobases du site d’initiation de la transcription [199].

Le cœur-promoteur est défini comme la séquence d’ADN minimale suffisante pour permettre au

complexe d’initiation (PIC) de se former et permettre une transcription basale [288]. Il s’étend de

part et d’autre du site d’initiation de la transcription (TSS). Il n’existe pas de longueur standard

du cœur-promoteur, néanmoins on peut considérer que la moyenne s’étend jusqu’à environ 100

paires de bases (pb) de chaque côté du TSS. Les éléments cis sont pour la plupart conservés entre

les gènes orthologues mais il existe une telle diversité des cœur-promoteurs chez les mammifères

qu’il est vain de chercher des cœur-promoteurs par bioinformatique [217]. C’est donc expérimen-

talement que l’on définit les promoteurs, par des méthodes basées sur le séquençage d’extrémités

5’ des ADNc [269]. Ces travaux ont permis de déterminer quelles étaient les séquences initiatrices

de la transcription. Il en ressort que la transcription commence préférentiellement sur un dinu-

cléotide formé d’une pyrimidine en position -1 et d’une purine en position +1. Les dinucléotides

associés aux gènes les plus actifs sont CG, TG ou CA [40]. Lors de ces expériences, on trouve une

majorité d’ADNc commençant au même nucléotide et quelques-uns commençant quelques nu-

cléotides plus loin. Ce sont les gènes possédant un promoteur « à pic unique » pour le site du début

de la transcription (TSS, Transcription Start Site). La figure 1.2 A montre dans la partie du haut, le

schéma des ADNc obtenus et juste en-dessous leur distribution. Ici tous commencent au même

nucléotide. Pour d’autres gènes, il peut y avoir plusieurs ADNc pour un même gène commençant

à des nucléotides différents dans une région qui peut faire une centaine de paires de bases. C’est

ce que montre la figure 1.2 B avec différents ADNc pour un même gène et la distribution observée

pour chacun de ces ADNc. Ce sont les gènes avec un promoteur « à pics dispersés » : ils n’ont pas

un nucléotide préférentiel pour commencer la transcription mais plusieurs nucléotides avec une

fréquence d’utilisation similaire entre eux [269]. En-dessous de ces deux schémas, des cas réels

sont présentés. Deux promoteurs appartenant à la première ou à la seconde catégorie sont analy-

sés en parallèle chez la souris et chez l’homme. Sont représentés la distribution des ADNc obtenus

en fonction de leur TSS. On constate d’abord que les promoteurs à pic unique ont quelques autres
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TSS, mais ceux-ci sont très minoritaires comparés au pic majeur. Alors que dans la figure 1.2 B, il y

a tout de même un pic majeur mais les autres TSS représentent le tiers sinon la moitié du pic ma-

jeur. Ils ne sont donc pas minoritaires. Un autre élément important est la conservation de ces TSS

entre les espèces. En effet, les patrons obtenus chez l’homme et chez la souris sont très similaires.

Le choix du TSS n’est certainement pas fait au hasard, bien plus il a une telle importance qu’il se

transmet au cours de l’évolution. Bien-sûr, on trouve aussi des promoteurs à structure intermé-

diaire entre ces deux catégories. Les promoteurs « à pics dispersés » se retrouvent souvent chez les

gènes de ménage alors que les gènes tissus-spécifiques semblent être plus souvent dirigés par les

promoteurs « à pic unique ».
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FIGURE 1.2 – Les classes de sites d’initiation chez les promoteurs de mammifères.Les promoteurs
peuvent être classifiés en fonction de la distribution des sites d’initiation (TSS) qu’ils utilisent. Pour
chaque classe de promoteurs, est d’abord représenté un schéma général de la classe (partie du
haut) puis un exemple détaillé (partie du bas). Dans l’exemple détaillé, l’axe des ordonnées repré-
sente la distribution des TSS sur les ADNc obtenus, en haut pour la souris, en bas pour l’homme.
L’axe des abscisses représente l’alignement des séquences promotrices de la souris et de l’homme.
Le dinucléotide de l’initiation (Pyrimidine-Purine) est en rouge. On remarque qu’il correspond à
chaque fois au pic majeur des TSS. A. Les promoteurs à pic unique utilisent un seul ou quelques
nucléotides consécutifs comme TSS, ce qui revient à un seul pic majoritaire. Ces promoteurs ont
souvent une boîte TATA et un Initiateur (Inr). L’exemple détaillé est celui du gène Syn1 dans lequel
presque tous les TSS sont concentrés sur quelques positions consécutives. Ce promoteur particu-
lier a un Initiateur distinct mais pas de boîte TATA. B. Les promoteurs à pics dispersés peuvent
initier la transcription sur une région d’environ 100 pb, produisant une population d’ARNm de
différentes longueurs mais avec généralement la même séquence codante. Ces promoteurs sont
souvent privés de boîte TATA et enrichis en îlots CpG. Le promoteur du gène Pura comprend plu-
sieurs TSS qui sont répandus sur un vaste espace génomique. La plupart des TSS importants dans
ce promoteur ont un dinucléotide Pyrimidine-Purine, mais pas d’Initiateur bien défini. On peut
noter la correspondance entre l’homme et la souris dans l’utilisation des TSS.
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En plus des divergences sur le nombre de TSS utilisés, les cœur-promoteurs se différencient

par les combinaisons de séquences qui les composent (Juven-Gershon, Hsu et al. 2008). Les plus

connues de ces séquences sont représentées dans la figure 1.3. Boîte TATA, BRE, Inr, DPE et DCE

sont des séquences souvent associées au promoteur à « à pic unique » (figure 1.3). La boîte TATA est

une courte séquence (TATAWAAR) qui recrute la TBP (TATA Binding Protein) du complexe TFIID

(facteur général de la transcription) et ce faisant, l’ensemble des facteurs généraux [36, 117]. Cette

boîte, que l’on croyait partie intégrante de tout promoteur, est en fait présente dans moins de 10%

des cœur-promoteurs humains [84, 13]. BRE (TFIIB recognition element) est la séquence de fixa-

tion du facteur général de la transcription TFIIB. La séquence du BREu (upstream) est différente

de la séquence du BREd (downstream). En fonction du contexte du promoteur, le BRE peut jouer

un rôle positif ou négatif. L’initiateur (Inr) recouvre le TSS. C’est la séquence la plus communé-

ment retrouvée dans les cœur-promoteurs. Son consensus varie entre les espèces. Chez l’humain,

c’est YYANWYY où l’adénine est souvent le+1. DPE (Downstream core Promoter Element) et MTE

(Motif Ten Element) coopérent avec l’Inr. La distance qui les sépare de l’Inr est critique pour une

transcription optimale. Le DCE (Downstream Core Element) est composé de trois éléments (fi-

gure 1.3) et est souvent associé à la boîte TATA. Le XCPE1 (X Core Promoter Element 1) agirait en

synergie avec les séquences liant des activateurs dans les îlots CpG. Les îlots CpG sont des régions

génomiques dans lesquelles les dinucléotides CG sont surreprésentés. Une étude récente montre

que plus des 3/4 des promoteurs des gènes de ménage contiennent des îlots CpG et ne possèdent

pas de boîte TATA. Bien que traditionnellement associés à une boîte TATA, les promoteurs de gènes

tissus-spécifiques sont principalement sans îlots CpG et sans boîte TATA (60%). Les autres sont à

part égale CpG+/TATA- and CpG-/TATA+. Une minorité de gènes comportent des îlots CpG et

une boîte TATA (4%) [356]. Chez les métazoaires, lorsqu’il y a une boîte TATA, la transcription com-

mence 25-30 pb en aval. Sur des promoteurs sans boîte TATA, la transcription commence à une

distance fixe d’autres éléments tels que le DPE [178]. Chez la levure, il a été démontré que la RNA-

PII scanne l’ADN depuis le promoteur où elle s’est assemblée pour trouver le site +1 [162].
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FIGURE 1.3 – Les motifs des cœur-promoteurs. Ce schéma montre quelques-uns des éléments du
cœur-promoteur pour la transcription par la RNAPII. Il n’y a pas d’éléments universels du cœur-
promoteur. Chacun de ces éléments est retrouvé dans seulement une fraction (généralement es-
timée entre 1 et 30% en fonction du motif) de l’ensemble des cœur-promoteurs. L’Initiateur (Inr)
est probablement le motif le plus récurrent. La boîte TATA, l’Inr, le MTE, le DPE et le DCE sont des
sites de reconnaissance pour la liaison du facteur général de transcription TFIID. On peut noter
qu’il existe de multiples formes de TFIID et de complexes de protéines reliées à TFIID qui peuvent
potentiellement interagir avec le cœur-promoteur. BREu et BREd interagissent avec TFIIB. XCPE1
est retrouvé dans 1% des cœur-promoteurs, généralement sans boîte TATA. Il pourrait lier la TBP
seule ou l’ensemble du complexe TFIID.

1.1.2 Le complexe de pré-initiation et les facteurs généraux de la transcription

Les séquences du cœur-promoteur sont reconnues par les facteurs généraux de la transcrip-

tion. Ceux-ci s’assemblent sur le cœur-promoteur pour former le complexe de pré-initiation (PIC).

Six complexes sont appelés « facteurs généraux de la transcription » chez les eucaryotes : TFIIA,

TFIIB, TFIID, TFIIE, TFIIF, TFIIH. Ils remplacent, chez la bactérie, la sous-unitéσ, partie intégrante

de la RNAP bactérienne. Un complexe de pré-initiation peut être assemblé étape par étape sur des

promoteurs in vitro [1]. L’ordre déterminé par ces expériences est le suivant : TFIID ou la TBP se

lient aux éléments du promoteur, suivis de TFIIA, TFIIB, un sous-complexe de la RNAPII et TFIIF,

TFIIE en enfin TFIIH. In vivo, les évènements ne semblent pas suivre cet ordre à la lettre. Le ta-

bleau 1.1 présente chacun de ces complexes dans leur ordre d’apparition avec leur composition,

leurs fonctions et leurs liaisons [177, 117]. On retiendra que beaucoup d’entre eux se lient à l’ADN

via des séquences spécifiques, qu’ils sont responsables de l’enroulement de l’ADN pour permettre
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sa transcription (TFIID, TFIIA), qu’ils dirigent le promoteur dans le site actif de la RNAPII (TFIIF,

TFIIE, TFIIH), ouvrent la doublent hélice(TFIIH), aident la RNAPII à trouver le site +1 (TFIIB) et

qu’ils modifient la RNAPII pour l’activer (TFIIE, TFIIH).
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1.1.3 La transcription par la RNAPII

Une fois recrutée, l’ARN polymérase II doit commencer la transcription. Avant de rentrer dans

le détail du mécanisme, voici une description de cette enzyme.

L’ARN polymérase II

Chez les eucaryotes, l’ARN polymérase II est un complexe de 10 à 12 sous-unités appelées

Rpb1, Rpb2. . . , Rpb12. L’ARN polymérase II est l’homologue de l’ARN polymérase chez les proca-

ryotes [61]. Beaucoup de régions sont conservées entre les RNAP des archébactéries, des bactéries

et des eucaryotes comme le montre la figure 1.4, notamment les sous-unités Rpb1 et Rpb2 qui

forment la « pince de crabe » au centre de laquelle se trouve le site actif (figure 1.4 A). En superpo-

sant les structures cristallographiques, on remarque que la zone du centre actif est la plus conser-

vée entre les espèces ( en vert sur la figure 1.4 B). Parmi les divergences au fil de l’évolution, la

plus importante est sans doute l’absence de domaine carboxy-terminal chez les procaryotes [101].

Il existe aussi une conservation entre les trois RNAP eucaryotes (tableau 1.2). Chacune transcrit

une classe d’ARN : l’ARN polymérase I synthétise les ARNs de classe I, à savoir de longs ARN ri-

bosomiques (ARN 18S ; 28S ; 5,8S) ; l’ARN polymérase II transcrit les ARNs de classe II : les ARNs

messagers et les ARNs non-codant de l’épissage ; l’ARN polymérase III : les ARN de transfert et cer-

tains ARN ribosomiques (ARN 5S) ainsi que d’autres ARNs non codants et le snARN U6. Comme

le montre le tableau 1.2, cinq sous-unités sont communes entre ces trois RNAP : les sous-unités

Rpb5, Rpb6, Rpb8, Rpb10 et Rpb12 [57].
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FIGURE 1.4 – Structure de l’ARN polymérase à travers les trois domaines du vivant. A. Sous-unités
homologues de la RNAP entre les bactéries, les archébactéries et les eucaryotes. Les couleurs si-
gnifient l’homologie. B. Structure de la RNAP bactérienne. En rose, la sous-unité β ’, en bleu la
sous-unité β . En vert, les zones d’homologie sur ces deux sous-unités avec la RNAPII eucaryote.
On note que l’homologie de structure concerne essentiellement le site catalytique.

Parmi les 12 sous-unités de la RNAPII, l’hétérodimère Rpb4/Rpb7 est nécessaire à l’initiation

mais associé au cœur de façon moins stable que les autres sous-unités. Les sous-unités princi-

pales Rpb1 et Rpb2 portent l’activité catalytique et ont des poids moléculaires de 220 et 140kDa

respectivement. La sous-unité Rpb1 possède un domaine carboxy-terminal, appelé CTD, essentiel

à sa fonction de transcription et jouant le rôle de plate-forme pour d‘autres facteurs de transcrip-

tion et de maturation des ARNm [58, 249]. Le CTD de la RNAPII est composé de motifs répétés

(Y1S2P3T4S5P6S7) 52 fois chez l’homme. Au cours de la transcription, ce motif est phosphorylé,

principalement en Ser5 et Ser2. Ces phosphorylations vont permettre la transcription par la RNA-

PII. Bien que non systématiques, les phosphorylations vont avoir lieu sur tous les motifs répétés du
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RNA polymerase Pol I Pol II Pol III
Ten-subunit core A190 Rpb1 C160

A135 Rpb2 C128
AC40 Rpb3 AC40
AC19 Rpb11 AC19
A12.2 Rpb9 C11

Rpb5 (ABC27) Rpb5 Rpb5
Rpb6 (ABC23) Rpb6 Rpb6

Rpb8 (ABC14.5) Rpb8 Rpb8
Rpb10 (ABC10α) Rpb10 Rpb10
Rpb12 (ABC10β ) Rpb12 Rpb12

Rpb4/7 subcomplex A14 Rpb4 C17
A43 Rpb7 C25

TFIIF-like subcomplex a A49 (Tfg1/Rap74) C37
A34.5 (Tfg2/Rap30) C53

Pol III-specific subcomplex – – C82
– – C34
– – C31

Number of subunits 14 12 17

TABLE 1.2 – Composition des 3 RNAP eucaryotes. Les sous-unités homologues sont mises les unes
en face des autres. a Les deux sous-unités dans la Pol I et la Pol III sont prédites pour former
des hétérodimères qui ressemblent en partie au facteur d’initiation et d’élongation TFIIF, qui est
composé des sous-unités Tfg1, Tfg2 et Tfg3 chez la levure et des sous-unités Rap74 et Rap30 chez
l’homme.

CTD, conduisant ainsi à une modification du poids moléculaire de la RNAPII et donc à une migra-

tion différente sur gel. On appelle la forme hyperphosphorylée ou RNAPIIO , la RNAPII phospho-

rylée sur toutes ou presque toutes ces répétitions. La forme dite hypophosphorylée ou RNAPIIA ,

correspond à la RNAPII peu ou pas phosphorylée sur son CTD. Le poids de Rpb1 varie avec les

phosphorylations entre 220 et 240 kDa. Entre ces deux formes, il existe bien-sûr tout un éventail

de combinaisons de phosphorylation et donc de poids moléculaires. J’en parlerai plus en détail

dans la partie portant sur l’épissage cotranscriptionnel.

Structure moléculaire de la transcription

La transcription est une succession de réarrangements pour que la RNAPII puisse se déplacer

le long de l’ADN et transcrire l’ARN. La figure 1.5 montre l’état de la RNAPIIA libre. On voit qu’une

fois assemblé dans le PIC, l’ADN est enroulé autour d’elle grâce à l’action des facteurs généraux de
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la transcription présents dans le PIC. Il faut ensuite un changement conformationnel pour l’activer

et initier la transcription. Ce changement consiste en l’ouverture du promoteur. Pour comprendre

comment cela se passe, il faut décrire la structure des éléments en place. La structure cristallo-

graphique de la RNAPII est représentée dans la figure 1.6. Les deux plus grosses sous-unités Rpb1

et Rpb2 forment une pince de crabe à laquelle les autres sous-unités participent (mâchoire su-

périeure (essentiellement Rpb2) et mâchoire inférieure (essentiellement Rpb1)). Le site actif de

l’enzyme est formé par Rpb1 et comporte deux ions Mg2+ visibles par deux billes bleues sur le

schéma A [58].
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FIGURE 1.5 – Les différents états de la RNAPII. Représentation en 3 dimensions de la RNAPII libre
(RNAPIIA ), assemblée dans le PIC et en élongation. En bleu la RNAPII, en vert son CTD, en gris
l’ADN, en orange l’ARN naissant. Les facteurs généraux d’initiation de la transcription ne sont pas
représentés pour simplifier le modèle. Sur la RNAPII en élongation, on remarque la proximité du
CTD avec le canal de sortie de l’ARN.
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Entre 11 et 15 pb autour du site +1, l’ADN se fond dans la RNAPII en empruntant le sillon

formé par Rpb1 et le brin matrice rentre dans la crevasse qui forme le site actif (schéma B ; site

actif en orange sur le schéma A). L’ADN est ouvert par l’activité hélicase de TFIIH et forme une

bulle de transcription de 11 nucléotides. En prenant le site d’initiation comme +1, la bulle se

forme de -9 à +2 [174]. In vitro, en utilisant des radicaux hydroxides sur un promoteur en pré-

sence d’un PIC de levure, il a été démontré que l’ADN suit une ligne droite dans la crevasse cen-

trale de la RNAPII [207]. Il interagit avec la sous-unité rad25 de TFIIH immédiatement après la

bulle de transcription et s’étend vers la sous-unité Rpb3 de la RNAPII en amont de la boîte TATA.

La sous-unité XPB (Rad25 chez la levure) de TFIIH possède une activité hélicase. Elle induit une

torsion ATP-dépendante du site de liaison pour générer un ADN simple brin qui peut descendre

dans la crevasse de la RNAPII [148]. XPB/Rad25 pourrait continuer à enfiler l’ADN simple brin

dans la crevasse, permettant ainsi à la RNAPII de scanner la matrice ADN pour trouver des sites

+1 acceptables. Etant donné que les TSS sont parfois à plus de 100 pb du lieu de fixation du PIC,

ce modèle prédit la formation de boucles d’ADN simple brin émergeant de la crevasse centrale

alors que la RNAPII reste ancrée sur le promoteur [118]. L’ouverture du double-brin d’ADN est

ATP-dépendante et requiert TFIIE et TFIIH [148].
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FIGURE 1.6 – Structure cristallographique de la RNAPII. A.Structure de la RNAPII avec en couleur
les différentes parties du complexe. En haut, à droite, une représentation schématique des sous-
unités dans cette structure. B. Ouverture de l’ADN dans le site actif de la RNAPII et synthèse du
brin d’ARN qui fait contact avec le mur formé par Rpb2.

L’initiation commence avec la synthèse de la première liaison phospho-diester entre les deux

premiers nucléotides [117, 57]. Au fur et à mesure que la transcription avance, le +1 est considéré

comme le dernier résidu ajouté au pré-ARNm et la bulle se déplace le long du gène. Un élément

de structure appartenant à Rpb1 et appelé hélice de pontage jouerait un rôle important dans la

translocation de l’enzyme (schéma A). Après l’ajout du quatrième rNTP, il se produit un change-

ment de conformation qui stabilise le complexe en conformation ouverte ou pinces « ouvertes ».

Dès lors, TFIIH n’est plus nécessaire au maintien de la bulle de transcription [144]. A l’intérieur

de la bulle, l’appariement des rNTPs produit un hybride ARN-ADN de 8 à 9 nucléotides calé entre

l’hélice de pontage (Rpb1) et le mur (Rpb2) (schéma B, mur en bleu foncé sur le schéma A), in-
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teragissant avec une quinzaine de régions protéiques appartenant à Rpb1 et Rpb2 [100]. Ces in-

teractions créent une zone de haute complémentarité qui ne doit cependant pas être un frein au

déplacement de la RNAPII. Entre 3 et 10 nucléotides polymérisés, la transcription est dite abortive

car la RNAPII laisse échapper le pré-ARNm et recommence la transcription au site d’initiation. La

RNAPII n’avancerait pas sur l’ADN mais le ferait se compacter à l’intérieur de la crevasse. Cette

structure n’étant évidemment pas stable, la transcription ne peut se faire que sur quelques nu-

cléotides. Pour changer d’état la RNAPII a deux choix possibles : libérer l’ARN pour libérer l’ADN

de la crevasse ou maintenir l’ARN mais changer de conformation en cassant ces liaisons avec le

promoteur. La dernière solution mène à ce qu’on appelle la fuite du promoteur et à l’élongation de

la transcription [138, 258]. On ne sait pas bien quels sont les causes de ce phénomène et comment

la RNAPII « choisit » entre ces deux solutions. Néanmoins, TFIIB y joue certainement un rôle car il

possède un doigt B inséré dans la crevasse par le canal de sortie de l’ARN. Il doit être délogé pour

permettre à l’ARN de sortir [29].

Après la synthèse d’une trentaine de bases, la RNAPII est sensée relâcher ses contacts avec le

cœur-promoteur et le reste de la machinerie transcriptionnelle c’est ce qu’on appelle la « fuite du

promoteur ». Pour permettre cette fuite, la RNAPII est phosphorylée sur les Ser5 de son CTD par

l’activité kinase de la sous-unité cdk7 de TFIIH [191, 320].

Facteurs négatifs et positifs de transcription, fin de la transcription

La RNAPII a donc initié la transcription, elle a quitté le promoteur. Mais d’autres facteurs inter-

viennent pour stopper la transcription. Ce sont des facteurs négatifs de transcription qui la mettent

en pause transcriptionnelle. La RNAPII est, à ce stade phosphorylée en Ser5. Elle a initié la trans-

cription et est stoppée à 20–40 nt en aval du TSS. Cette pause est en partie due aux effets néga-

tifs du facteur négatif d’élongation NELF et du complexe sensible au DRB (5,6-dichloro-1-β-D-

ribofuranosylbenzimidazole ; inhibiteur de la transcription) DSIF/Spt4,5 [54]. NELF comprend 4

sous-unités NELF-A, B, C/D et E. Il est conservé chez les mammifères mais est absent chez Caeno-

rhabditis elegans, Saccharomyces cerevisiae et Arabidopsis thaliana [220]. NELF se lie à DSIF. DSIF

est composé des facteurs d’élongation Spt4 et Spt5, conservés de la levure à l’homme. DSIF s’asso-

cie à la RNAPII. In vivo, DSIF et NELF sont présents sur les gènes de choc thermique non induits de
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la drosophile et ces facteurs maintiendraient la pause transcriptionnelle dans la région proche du

promoteur du gène Hsp70 puisqu’une immunodéplétion de NELF abolit la pause [6, 334]. Ils pour-

raient interagir avec l’ARN car la sous-unité NELF-E se lie à l’ARN [92]. Cette pause est importante

car elle permet la pose de la coiffe sur l’ARN naissant. Pour sortir de la pause et continuer l’élon-

gation de la transcription, le P-TEFb (Positive Transcription Elongation Factor b) phosphoryle le

CTD de la RNAPII sur les Se r2 et la sous-unité SPT5 de DSIF et NELF-E. Le P-TEFb est composé

de 2 sous-unités : cycline T et sa kinase associée cdk9 [247]. DSIF phosphorylé, NELF perd son in-

teraction et se décroche du complexe. DSIF devient un facteur positif d’élongation. Le PTEF-b est

recruté sur les gènes transcrits par la RNAPII par divers mécanismes pour la transcription d’une

majorité de gènes, incluant les gènes de choc thermique et le gène c-Myc, et il est aussi requis pour

la transcription du VIH en étant recruté par la protéine Tat [252, 354]. Même si le P-TFb reste asso-

cié avec le complexe d’élongation, son activité kinase n’est plus requise une fois que le complexe

est sorti de la pause [224].

La transcription se termine par la libération de l’ARN et de l’ADN [253]. La libération de l’ARN

a lieu avec la coupure après le signal polyA et l’ARNm est polyadénylé. La RNAPII se détache de

l’ADN grâce à la présence de séquences terminatrices. Une réinitiation de la transcription plus

rapide est possible par le fait que certains facteurs restent asssociés au promoteur [344].

1.2 Epissage

L’ARNm transcrit n’est pas encore mature. Il subit plusieurs modifications (coiffage, épissage,

coupure et polyadénylation) qui lui permettront d’être ensuite véhiculé et traduit. Parmi ces modi-

fications, l’épissage est un événement indispensable de la maturation du pré-ARNm multi-exonique.

Celui-ci ne pourra être ni exporté ni traduit s’il n’est pas épissé.

L’ARN pré-messager est la copie parfaite du gène et contient de façon alternée exons (parties

codantes) et introns (parties non codantes). L’épissage consiste en l’excision des introns et en la

jonction des exons les uns à la suite des autres. L’épissage possède une autre propriété : celle de

créer une grande quantité, parfois phénoménale, de transcrits à partir d’un seul et même gène.

Par exemple, le gène Dscam (Down syndrome cell-adhesion molecule) pourrait générer 38 016
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variants d’épissage [273] et tout autant de protéines différentes. Cela est possible car il existe di-

verses manières de faire de l’épissage alternatif. Les événements de base sont représentés dans la

figure 1.7. Et pour un même gène muti-exonique, ces différents modes peuvent se combiner (fi-

gure 1.7 H). L’épissage alternatif est loin d’être un cas exceptionnel mais plutôt une règle. En effet,

92% des gènes multi-exons peuvent donner au minimum deux transcrits distincts par l’épissage

alternatif. En ne comptant que les gènes dont chaque isoforme représente au moins 15% dans

un tissu, il reste encore 86% de gènes subissant l’épissage alternatif [321]. La plupart des épis-

sages alternatifs affectent la séquence codante : la moitié altère la phase ouverte de lecture et le

tiers conduit à la dégradation de l’ARNm par le système NMD (nonsense mediated decay) [200].

Le système NMD est un système de surveillance des ARNm qui détecte les ARNm possédant un

codon-stop prématuré. Lorsqu’il est dérégulé, l’épissage alternatif peut être la source de maladies,

notamment de cancers [322]. La dérégulation peut provenir de mutations en cis (perturbation du

code) ou en trans (perturbation de la machinerie d’épissage). Dans une étude récente, il a été

proposé que 60% des mutations géniques causaient des maladies par un dérèglement de l’épis-

sage (mutations en cis) [190]. Les mutations en trans provoquent des surexpressions ou des sous-

expressions de facteurs d’épissage qui ont pour effet de modifier les quantités relatives d’isoformes

d’un ARNm. Ainsi, le facteur d’épissage SF2/ASF a été trouvé surexprimé dans plusieurs tumeurs

humaines, affectant l’épissage alternatif de plusieurs gènes dont le suppresseur de tumeur BIN1,

ce qui le conduit à la perte son activité suppresseur de tumeur. Les kinases MNK2 et S6K1 sont

aussi affectées et l’isoforme résultante de MNK2 stimule la phosphorylation de eIF4E (protéine

associée à la coiffe qui permet l’initiation de la traduction) indépendamment de la voie MAPK.

L’isoforme 2 de S6K1 est surexprimée se met à arborer des propriétés oncogéniques alors que cette

protéine est impliqué dans la croissance cellulaire et dans l’apoptose [140]. A l’inverse, le facteur

d’épissage U2AF35 est sous-exprimé dans d’autres types de cancer [112].
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FIGURE 1.7 – Mécanismes élémentaires de l’épissage alternatif. A. Les exons en cassette sont des
exons discrets qui peuvent être indépendamment inclus ou exclus de l’ARNm. Ils peuvent être
ensuite sous-divisés dans les catégories "exon sauté" ou "exon cryptique" selon le type majeur
de variants observés (variant excluant ou incluant l’exon). B. Les exons mutuellement exclusifs
impliquent la sélection d’un seul exon parmi plusieurs exons variants. C et D. Les sites 5’ et 3’ ss
compétitifs représentent les modifications d’exons. E. Un intron retenu peut être excisé du pré-
ARNm ou bien retenu dans l’ARNm mature. F et G. Les promoteurs et les sites poly(A) alternatifs
changent le 5’ ou le 3’ss des exons dans le transcrit. H. Un seul pré-ARNm peut avoir de multiples
sites d’épissage alternatif en utilisant différents patrons d’inclusion. Ceux-ci sont souvent utilisés
en combinaison pour produire plusieurs ARNm finaux différents.
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1.2.1 Le mécanisme de l’épissage

L’épissage est réalisé par le splicéosome. C’est un complexe gigantesque estimé à 1 mégaDal-

ton, composé de plus de 300 protéines dont 100 protéines formant le cœur [355, 134, 52]. Il est

essentiellement composé de 5 complexes ribonucléoprotéiques, les UsnRNPs (Uridine-rich small

nuclear ribonucleoprotein particles) [325]. Ces complexes comprennent chacun un petit ARN nu-

cléaire (small nuclear RNAs ou snARNs) : U1, U2, U4, U5, U6. L’épissage repose sur 2 transeste-

rifications consécutives impliquant 3 sites dans l’intron : un site donneur en 5’ de l’intron (ou 5’

splicing site, 5’ss), un site accepteur en 3’ de l’intron (ou 3’ splicing site, 3’ss) et un point de bran-

chement (BP) au milieu de l’intron, tous trois représentés dans la figure 1.11 avec les séquences

consensus (figure 1.11 A). La première réaction consiste en l’attaque nucléophile du BP sur le 5’ss,

ce qui conduit l’intron à former un lasso et au clivage de l’exon en 5’ (figure 1.11 B). Dans la se-

conde réaction, l’exon en 5’ attaque le 3’ss, produisant ainsi l’ARNm épissé d’une part et le lasso

intronique d’autre part. Pour permettre ces réactions les 5 UsnRNPs vont se réarranger en plusieurs

complexes schématisés sur la figure 1.8 A qui vont être détaillés dans la suite de ce manuscrit.
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FIGURE 1.8 – Le cycle du splicéosome et le complexe E. A.<i>za </i> Le modèle le plus connu
de l’épissage est celui d’un assemblage en plusieurs étapes avec une succession de complexes :
complexes E (ATP-indépendant), A, B et C (tous trois ATP-dépendants). Le complexe C aboutit à
la conformation qui va permettre les réactions catalytiques, moyennant des réarrangements entre
les deux réactions. A la fin du cycle, le splicéosome se dissocie pour être recyclé et recommencer
un nouvel épissage. B. Schéma du pré-ARNm dans le complexe E avec le point de branchement,
les sites 3’ss et 5’ss. ESE : Exonic Splicing Enhancer, ESS : Exonic Splicing Silencer, ISE : Intronic
Splicing Enhancer, ISS : Intronic Splicing Silencer. La U1 snRNP se fixe sur le site 5’ss, la U2snRNP
reconnaît le point de branchement. U2AF65 reconnaît la séquence polypyrimidine et U2AF35 le di-
nucléotide AG du 3’ss. Les séquences régulatrices de l’épissage sont liées par des protéines hnRNP
(ESS, ISS) ou SR (ESE, ISE). On note que ce schéma correspond à la représentation de la définition
de l’exon.
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1.2.2 Vue d’ensemble

Le schéma B de la figure 1.8 représente les premières étapes de l’épissage. La première étape

est réalisée par la snRNP U1 qui reconnaît le 5’ss (site donneur) [293]. Dans le même temps, la

protéine SF1/BBP (Branchpoint Binding Protein) interagit avec le point de branchement (BP) (non

représenté sur le schéma) et le complexe U2AF (U2snRNP auxiliary factor) établit des contacts avec

la séquence polypyrimidine (polypyrimidine tract dans le schéma) (par sa sous-unité U2AF65) et

le dinucléotide AG du 3’ss (par sa sous-unité U2AF35) [346, 335]. La snRNP U2 va s’immiscer dans

ces complexes en faisant d’abord une interaction avec U2AF65. Cet ensemble forme le complexe

E [63]. La snRNP U2 va déplacer SF1 et permettre l’hybridation du snARN U2 avec le BP. Cette étape

nécessite l’hydrolyse d’ATP. On obtient ainsi le complexe A [27, 18]. L’association ultérieure du

U4/U6•U5 trisnRNP va conduire au complexe B [70]. Le complexe catalytique C est obtenu par des

réarrangements, notamment des modifications des interactions ARN/ARN [293, 135]. Beaucoup

de protéines sont impliquées dans le splicéosome. Je n’en présente ici que quelques unes, les plus

importantes et étudiées pour le moment.

1.2.3 Les complexes du splicéosome

Le complexe E

Les UsnRNP sont des complexes ribonucléoprotéiques composés d’un UsnARN (uridine-rich

small nuclear ARN), d’un cœur de 7 protéines Sm et de protéines spécifiques de chaque UsnRNP. La

snRNP U1 se lie au 5’ss. Cette interaction est le fruit de la liaison de la protéine U1C de la U1snRNP

avec le 5’ss, qui laisse ensuite sa place au snARN U1 (figure 1.8 B) [357, 277, 266]. In vitro, ce re-

crutement semble stabilisé par la protéine TIA-1 (T-cell intracellular antigen-1) dont l’homologue

Nam8p chez la levure fait partie intégrante de la U1snRNP [90, 134]. Au 5’ss, TIA-1 interagit avec

U1C. La snRNP U1 est aussi plus facilement recrutée sur des sites d’épissage « faibles » grâce à

U2AF65 [89]. Enfin, l’affinité de la snRNP U1 est stimulée ou au contraire inhibée par des facteurs

intervenant dans l’épissage alternatif comme ASF/SF2 (stimulation) ou hnRNPA1 (répression) [77].

Parallèlement à l’interaction de la snRNP U1 au 5’ss, la protéine SF1 (BBP ou Msl5 chez la levure)

se lie au point de branchement [160, 244]. Cette liaison se fait avec U2AF65 (Mud2p chez la le-
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vure) qui interagit directement avec SF1 et la séquence polypyrimidine [169, 286]. La liaison SF1-

U2AF65 se fait par l’intermédiaire du domaine RRM3 de U2AF65 [276]. Il permet une meilleure

reconnaissance du BP car la liaison de SF1 sur le BP est faible alors que celle de U2AF65 sur la sé-

quence polypyrimidine est plus forte [21]. Cette liaison serait favorisée par des phosphorylations

de proline sur SF1 [196]. Chez la levure, on trouve des interactions entre la snRNPU1 et le com-

plexe BBP-Mud2, ce qui pourrait permettre un meilleur recrutement de la snRNP U1 [324]. Des

travaux montrent néanmoins que SF1 ne serait pas indispensable pour l’épissage chez l’homme

mais serait plutôt l’apanage de certains gènes [298]. Dans ce cas, la snRNP U1 reconnaît directe-

ment le point de branchement. Il est en tout cas indispensable à la viabilité des cellules. Lorsque

la U2snRNP arrive, elle fait une interaction avec le domaine RS (Arginine-Serine) de U2AF65 par

l’intermédiaire de sa sous-unité SAP155 (SF3b155) [346, 108]. Cette interaction perturbe la liaison

U2AF65-SF1 et SF1 quitte l’ARN. Comme le domaine RS de U2AF65 interagit avec la séquence du

BP lorsqu’il est lié à la séquence polypyrimidine, il permet au snARN U2 de venir s’hybrider à la sé-

quence BP [316]. D’autres interactions permettent certainement l’arrimage de U2snRNP sur le BP,

étant donné que des travaux montrent un rôle important pour les sous-unités SF3b de U2snRNP

au BP et une interaction entre U2AF65 et l’ATPase UAP56 [85, 323].

Le complexe A

La snRNP U1 interagit avec U2AF65 qui est lui–même en interaction avec la snNP U2. Pour que

la snRNP U2 s’associe de façon stable à l’ARNm par l’hybridation du snARN U2, deux ATPase sont

requises : UAP56 et Prp5. UAP56 est une ATPase à boîte DEXD/H (ARN hélicase ATP-dépendante)

qui, lorsqu’elle est absente, empêche la formation du complexe A [85]. On ne sait pas à l’heure

actuelle comment agit UAP56. UAP56 pourrait jouer son rôle d’hélicase et réarranger les struc-

tures secondaires du snARN U2 pour lui permettre de se lier au BP. Cependant l’activité hélicase

de UAP56 est faible, non spécifique et ne se fait que sur de très courts ARNs double brin. De même

son activité ATPase est très faible et pourrait nécessiter l’intervention d’autres facteurs [282]. Une

autre possibilité serait la stimulation du départ de U2AF65 du 3’ss par UAP56, ce qui faciliterait la

liaison de la U2 snRNP car lorsque Mud2 (SF1) est absent, Sub2 (UAP56 de levure) n’est pas néces-

saire [152]. On note qu’outre ses fonctions dans le complexe A, UAP56 reste dans le splicéosome
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jusqu’à l’export où il recrute le facteur d’export Aly/REF de façon ATP-dépendante, y compris pour

des ARNs sans introns [158, 300]. L’autre ATPase impliquée dans la formation du complexe A est

Prp5. Au contraire de UAP56, Prp5 montre une forte spécificité pour le snARN U2 et est capable

de changer sa conformation [230, 2]. Prp5 est physiquement lié à la di-snRNP U1-U2, sans besoin

d’hydrolyse d’ATP [338]. L’ATP permet les changements de conformation de l’ARN U2. Mais ceux-

ci, s’ils sont trop efficaces, empêchent l’épissage. Prp5 pourrait donc jouer un rôle régulateur sur

l’épissage via son activité ATPase [339].

Le complexe B

L’arrivée de la tri-snRNP U4/U6•U5 conduit à l’obtention du complexe B [70]. Dans la tri-

snRNP, les snARNs U4 et U6 sont hybridés entre eux par deux tiges [293]. Pour former un complexe

catalytique, des réarrangements vont être nécessaires pour rompre l’hybridation U4-U6, rompre

également l’hybridation de U2 sur lui-même et former une hybridation U6-U2, et enfin échanger

l’ARN U1 pour l’ARN U6 au site 5’ss. Ce dernier évènement est coordonné par les NTPases (GPase

et ATPase) de la snRNP U5 [309]. Prp28p (famille DEXD/H) joue un rôle dans la déstabilisation

de l’hybride U1-5’ss, probablement en perturbant l’interaction avec la protéine U1C [51]. La cas-

sure de l’hybride U4-U6 serait aussi le fait de la snRNP U5 via Brr2p (famille DEXD/H), Snu114p

(GTPase) et Prp8p mais nécessiterait aussi l’intervention de UAP56 [189, 289, 281]. Ces réarrange-

ments se font en plusieurs étapes et font intervenir d’autres sous-unités de la tri-snRNP et d’autres

facteurs d’épissage comme Tat-SF1 (Cus2p chez la levure) [245, 116]. A ce stade, la première ré-

action catalytique va pouvoir avoir lieu car le cœur catalytique est prêt. Il est formé de l’hybride

U2-U6 [260]. Ce cœur fait intervenir des ions Mg2+ [343]. La figure transesterification représente

les hybridations nécessaires à cette première réaction. Pour la réaliser, l’ARN U6 s’hybride au site

5’ss [157].

Le complexe C

La première réaction catalytique aboutit au complexe C qui va permettre la deuxième réaction.

Des réarrangements sont encore nécessaires pour permettre celle-ci [156, 157].
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FIGURE 1.9 – Transesterification. Schéma des interactions ARN-ARN contribuant à la première ré-
action catalytique de l’épissage. Le pré-ARNm est en noir, le snARN U2 est en rouge, le snARN U5
en gris et le snARN U6 en vert. Représentation de l’attaque nucléophile par le point de branche-
ment sur le site 5’ss par laquelle va être générée la première liaison phospho di-ester. En jaune, le
groupe hydroxyle de l’exon en 5’ généré après la première réaction.

Après la première transestérification , le groupe hydroxyle de l’exon en 5’ (en orange sur le

schéma) se trouve physiquement à côté de la liaison phospho-diester 2’-5’. Pour pouvoir effec-

tuer la deuxième transestérification, ce groupe hydroxyle doit être positionné à proximité du site

accepteur (en bleu sur le schéma) afin de pouvoir l’attaquer. Un ensemble de travaux mettent

en évidence que le lasso généré après la première réaction est libéré du site catalytique afin que

le 3’ss puisse y rentrer [290]. Au cours de ces réactions de nombreux facteurs d’épissage inter-

viennent, ce qui explique pourquoi on trouve autant de composants lors des purifications de com-

plexes [311, 355, 52]. Parmi ces protéines, une semble jouer un rôle à part entière : Prp8. D’une part

Prp8 régulerait l’activité de Brr2p et de Prp28p [163], d’autre part on le trouve accroché aux snARNs

U5 et U6 dans le cœur catalytique ainsi qu’aux trois sites essentiels de l’ARN : le site donneur, le

site accepteur et le point de branchement [285, 35, 109, 262].
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Fin de l’épissage, recyclage des composants

La libération de l’ARNm mature, le désassemblage du splicéosome et son recyclage vont im-

pliqués de nouveaux réarrangements ARN/ARN et ARN/protéine. Des protéines ont été identi-

fiées pour jouer un rôle dans ce recyclage. Prp24 dont l’orthologue humain est p110, permet la

ré-hybridation des ARNs U4 et U6 [254, 19]. Prp43 catalyse la dissociation de l’intron en lasso

et le désassemblage simultané du splicéosome [7]. Il est pour cela aidé de deux autres protéines

Ntr1/Ntr2 [299, 308]. Des protéines ayant déjà participé aux réactions pourraient aussi jouer un

rôle dans le recyclage comme le complexe Prp19 [49]. Les protéines impliquées dans les réar-

rangements, les réactions catalytiques et le recyclage sont principalement des ATPases à boîte

DExD/H [239]. En attendant d’être réutilisés, les facteurs d’épissage vont dans les speckles. Les

speckles sont des structures nucléaires visualisés par microscopie photonique en utilisant des

anticorps dirigés contre des facteurs d’épissage,notamment SC35. Il y a environ de 25 à 50 spe-

ckles observés par noyau en interphase [172]. Les speckles changent lorsque l’on bloque l’épis-

sage [235, 209]. Ces structures comprennent à la fois des granules de stockage des facteurs d’épis-

sage (Interchromatin Granule Cluster ou IGC) et des zones d’activité d’épissage autour ds ARNs

naissants (périfibrilles) . Néanmoins, des simulations montrent que les facteurs d’épissage n’y ré-

sident pas longtemps, ils y rentrent et en sortent selon un mode Brownien [261].

1.2.4 Les UsnRNP

Suprasplicéosome

Le détail de leur biogenèse est décrit dans la troisième partie. On peut retenir que ce sont des

ARNs transcrits par la RNAPII, sauf U6 qui est transcrit par la RNAPIII. Après leur synthèse, ils sont

exportés dans le cytoplasme pour y subir des modifications et une fois revenus dans le noyau, ils

vont dans les Cajal bodies pour y être modifiés par de petits ARNs (scaARNs, small Cajal bodies

RNAs). Les Cajal Bodies peuvent être aussi le lieu de super-assemblages de UsnRNP. En effet, des

arguments montrent que le processus d’assemblage du splicéosome étape par étape cité ci-dessus

n’est pas la réalité mais plutôt un artefact in vitro. Des penta-snRNP ou supraspliceosomes ont

ainsi été mises en évidence [226, 294, 195, 11]. Un supra-splicéosome est composé de quatre spli-
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céosomes sur un ARNm. Cette structure a été isolée in vivo et la contradiction entre les deux mo-

dèles pourrait s’expliquer par le fait qu’in vitro, l’assemblage se fait sur un ARNm déjà transcrit et

non en cours de transcription comme dans la cellule. Le modèle controversé du suprasplicéosome

permet aussi de donner une réponse à l’énigme des ARNm multiexoniques. Quatre nucléosomes

feraient l’épissage en même temps. De plus, les réarrangements nécessaires seraient moins nom-

breux et moins importants [292].

Composition des UsnRNP

UsnRNP U1 snRNP U2 snRNP U4 snRNP U5 snRNP U6 snRNP

snARN U1 U2 U4 U5 U6
transcription RNAPII RNAPII RNAPII RNAPII RNAPIII

longueur 164 186 142 116 106

cœur protéique B/B’ B/B’ B/B’ B/B’ Lsm2
D1 D1 D1 D1 Lsm3
D2 D2 D2 D2 Lsm4
D3 D3 D3 D3 Lsm5
E E E E Lsm6
F F F F Lsm7
G G G G Lsm8

protéines pécifiques U1A/Mud1 U2-A’/Lea1 15,5kD/Snu13 Prp8 cf. U4
U1C/Yhc1 U2-B”/Msl1 HPRP3/Prp3 U5-200kD/Brr2

U1 70k/Snp1 SF3a60/Prp9 HPRP4/Prp4 U5-116kD/Snu114
SF3a66/Prp11 RY-1 U5-102kD/Prp6

SF3a120/Prp21 USA-Cyp/Cpr1 U5-100kD/Prp28
SF3b49/Hsh49 U5-40kD
SF3b145/Cus1 U5-15kD/Dib1
SF3b130/Rse1

SF3b155/Hsh155
p14/Snu17

TABLE 1.3 – Les protéines spécifiques des UsnRNPs chez l’homme et la levure. Sont décrites les 5
UsnRNP des eucaryotes. Les noms correspondent aux noms chez l’homme suivis du nom chez la
levure. Les snRNP U4 et U6 formant un complexe, les protéines spécifiques sont communes [34,
134, 242].

1.2.5 Définition de l’exon, éléments régulateurs de l’épissage et épissage alternatif

Les exons chez les mammifères sont plutôt courts (50-250bp, la moyenne étant autour de

150pb) alors que les introns sont très longs (la moyenne est de 3365 pb, certains font plus de

10kb) [173] et représentent plus de 90% des transcrits [325]. Les premières expériences ont démon-

tré que la mutation d’un site d’épissage (figure 1.11 A) entraînait l’exclusion de l’exon. Il a alors été
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supposé que l’épissage reposait sur une « définition par l’exon » : il existe une interaction initiale et

une stabilisation à travers l’exon des facteurs liés au 3’ss et au 5’ss avant la formation d’interactions

à travers l’intron [200]. Une représentation schématique de la définition de l’exon est présentée

dans la figure 1.10 A. Ce système est retrouvé chez les mammifères. Il s’oppose à la « définition

par l’intron » plus commune chez les invertébrés, les plantes et les champignons [337], également

schématisé dans la figure 1.10 A. L’une ou l’autre de ces définitions est le résultat du croisement

d’informations portées par des séquences régulatrices de l’épissage (SRE). Ces séquences se dis-

tinguent en 2 groupes en fonction de leur localisation (figure 1.10 B) : ESE et ESS (exonic spli-

cing enhancer/silencer) séquences contenues dans l’exon et stimulant ou inhibant l’inclusion de

l’exon ; ISE et ISS (intronic splicing enhancer/silencer) séquences contenues dans l’intron et sti-

mulant ou inhibant l’usage des sites d’épissage adjacents [325].
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FIGURE 1.10 – Définition par l’exon ou par l’intron et les séquences régulatrices de l’épissage. A.
Il existe deux modes pour le splicéosome de reconnaître les sites actifs pour l’épissage : par la défi-
nition de l’intron (à gauche) ou par la définition de l’exon (à droite). Dans la définition de l’intron,
ce sont les sites 5’ss (ou donneur) et 3’ss (ou accepteur) qui encadrent l’intron qui permettent l’as-
semblage. Ce mode est utilisé chez les invertébrés, les plantes et les champignons. La définition
de l’exon consiste à reconnaître les sites 5’ss et 3’ss encadrant l’intron. Ce mode est privilégié chez
les mammifères. Dans les deux cas, le splicéosome passe par les mêmes complexes, à la différence
que dans la définition par l’exon, le complexe E et A sont légèrement différents de leurs homo-
logues dans la définition par l’intron. Dans le complexe EDE (Exon-defined E), c’est la snRNP U1
en aval qui interagit avec U2AF. Et dans le complexe EDA (Exon-defined A), l’interaction se fait
entre la snRNP U2 en amont et la snRNP U1 en aval de l’exon. Avec la formation du lasso, les in-
teractions changent et se font dans le même ordre 5’-3’ que dans la définition par l’intron. B. Les
séquences régulatrices de l’épissage se trouvent dans les exons et dans les introns. Elles peuvent
être inhibitrices de l’épissage : ESS (Exonic Splicing Silencer) et ISS (Intronic Splicing Silencer) et
favoriser l’exclusion de l’exon ou l’inclusion de l’intron respectivement. Elles peuvent aussi être
activatrices : ESE (Exonic splicing Enhancer) et ISE (Intronic Splicing Enhancer) et entraîner l’in-
clusion de l’exon ou l’exclusion de l’intron respectivement.
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Il n’existe pas de séquences consensus à proprement parler. Pour autant, il existe des familles

de protéines associées à ces séquences. Les ESE sont très divers par leurs séquences et presque

tous les exons en contiennent [81]. La plupart recrutent des protéines SR (Ser-Arginine) par leurs

domaines RRM qui établissent des interactions protéiques et ARN par leurs domaines RS. Les pro-

téines les plus connues sont SF2/ASF et SC35 [187, 41]. Les ESS au contraire, sont plutôt associés

aux protéines de la famille des hnRNPs (heterogeneous nuclear RNP). Les modes d’action de ces

dernières sont variés. Par exemple, le PTB (Polypyrimidine Tract Binding protein ou hnRNP I) se

lie à la séquence polypyrimidine et empêche les snRNP U1 et U2 de se fixer en interférant avec

U2AF65 [271]. hnRNPA1, lui, peut se lier de chaque côté d’un exon et l’exclure de l’ARNm en cours

d’épissage [221]. Les ISE et ISS sont moins étudiés, donc moins connus. Néanmoins, les données

actuelles montrent que les ISS recrutent les mêmes protéines que les ESS [272].

Pour comprendre l’épissage alternatif, il faut ajouter à ces interactions, leur variabilité dans

l’espace et dans le génome. En effet, ces séquences peuvent n’avoir aucun rôle ou bien un rôle op-

posé en fonction de la localisation : si la séquence est dans l’intron ou dans l’exon, proche d’un

3’ ou d’un 5’, son effet pourra être activateur ou inhibiteur. Ou bien en fonction du gène : la sé-

quence n’a pas d’effet dans un autre gène. Un exemple du premier état est le cas du triplet GGG

qui est lié par des protéines hnRNPH. Cette séquence, située dans un intron, stimule l’épissage des

exons qui l’encadrent alors que, située dans un exon, cette séquence inhibe son épissage [38]. On

comprend bien que ces séquences jouent un rôle capital dans l’épissage alternatif. Elles entraînent

plusieurs possibilités d’épissage alternatif (figure 1.7). Mais elles ont aussi un rôle essentiel dans

la fiabilité et l’exactitude de l’épissage qui repose sur des séquences dégénérées (5’ss, 3’ss et BP)

(figure 1.11) [128].
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FIGURE 1.11 – Sites et réactions catalytiques de l’épissage. A. L’épissage fait intervenir 3 sites : le
site 5’ss ou site donneur, le point de branchement et le site 3’ss ou site accepteur. Chaque site est
déterminé par une séquence consensus qui repose essentiellement sur un ou deux nucléotides
très conservés. Les autres sont relativement dégénérés. B. Attaque nucléophile du point de bran-
chement sur le site 5’ss. L’intron forme un lasso et l’exon en 5’ est coupé. L’exon en 5’ attaque le site
3’ss. Formation de l’ARNm épissé et du lasso intronique.
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La transcription et l’épissage sont deux étapes indispensables dans la production de protéines

(au moins chez les métazoaires) et sont très proches spatialement et dans le temps. L’existence

d’interactions entre ces deux mécanismes est une hypothèse facile à admettre et dont des preuves

de plus en plus nombreuses sont apportées par la littérature. Nous allons y venir en nous attardant

sur la protéine majeure de la transcription : l’ARN polymérase II.



Chapitre 2

ARN polymérase II

2.1 Le domaine carboxy-terminal

2.1.1 Structure et modifications

Structure

Le domaine carboxy-terminal de la sous-unité Rpb1 se compose de 52 répétitions du motif

Tyr1-Ser2-Pro3-Thr4-Ser5-Pro6-Ser7 chez les mammifères à 26 chez la levure (32 chez les néma-

todes, 45 chez la drosophile) [76]. Sa longueur est directement liée à la viabilité des cellules car en-

dessous de 10 répétitions, les levures ne survivent pas [228]. Chez les mammifères, les 3 premières

répétitions et la dernière sont indispensables à la vie [87, 48, 44]. Pourtant le CTD ne participe pas

au processus de la transcription. Son caractère indispensable lui est conféré par ses multiples in-

teractions avec les facteurs de transcription et de maturation de l’ARNm. La figure 2.1.1 représente

à l’échelle la RNAPII et son CTD. Le CTD est lié à Rpb1 par le linker (chaîne de 80 résidus). Le début

du linker est associé à Rpb7 qui forme avec Rpb4 une sous-unité qui sort de l’enzyme [8]. Le CTD

ne possède pas de structure définie. Dépliés, le CTD mesurerait 650 Å et le linker 250 Å (l’enzyme

a un diamètre de 150 Å) [58]. Linker et CTD semblent cependant être compactés aux environs de

la RNAPII, au moins dans la forme déphosphorylée : 100 Å. Phosphorylé, il est plus étendu, plus

désordonné et plus sensible aux protéases, probablement à cause des charges négatives qui se re-

poussent [349]. Les études structurales penchent plutôt vers une conformation en spirale qui peut

37
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être plus ou moins compactée comme représenté sur la figure 2.1.1. Cette structure désordonnée

lui permet d’interagir avec de nombreuses protéines [206].

FIGURE 2.1 – Représentation de la RNAPII et de son CTD à l’échelle.
Le CTD est très peu structuré. Les études cristallographiques le représentent dans une conforma-
tion en spirale qui, selon sa compaction, peut lui permettre de tenir dans un espace de 100 Å ou
de s’étendre jusqu’à 1200 Å chez les mammifères. La figure représente la RNAPII de levure, le CTD
déplié représente 650 Å. Le domaine CID de Pcf11 interagissant avec le CTD est mis à titre indicatif
pour représenter l’échelle.

De nombreuses protéines participant à différents mécanismes cellulaires interagissent avec

le CTD : maturation de l’ARN, transcription, modification de la structure de la chromatine, lé-

sion / réparation de l’ADN, dégradation de protéines, modification des snARNs, biogenèse des

snoRNP [253, 250, 249, 126, 66]. La liste n’est d’ailleurs peut-être pas finie. Comme le CTD est une

suite de répétitions d’un même motif, l’existence d’un code permettant l’association sélective de

protéines est une théorie qui fait son chemin, d’autant que la conservation est importante au sein

des eucaryotes. On peut d’ailleurs diviser le CTD en trois parties : le linker et ses séquences de

type heptapeptide, la région des répétitions heptapeptidiques et les séquences C-terminales di-

vergentes. La taille et la présence de ces trois régions varient en fonction des organismes [47].

Si l’on prend les mammifères, le CTD y est à la fois le plus long et le moins conservé. Dans la

deuxième région, les 26 premières répétitions sont complètement conservées alors que les 26 der-

nières ne comptent que 3 séquences consensus [75]. En revanche, chez Drosophila melanogaster,

très peu de séquences sont totalement identiques entre elles. Parmi les résidus les plus conservés,

les deux prolines et la Tyr1 sont les plus représentées sur les 52 répétitions [47]. A l’inverse, le résidu

le plus variant est la Ser7. Cette divergence en partie terminale peut avoir un rôle crucial pour la
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régulation de l’expression génétique. Le code du CTD est porté par cette séquence Tyr1-Ser2-Pro3-

Thr4-Ser5-Pro6-Ser7. Néanmoins, il existe des travaux qui montrent l’implication de deux hepta-

peptides à la fois [295, 182]. Ainsi le motif essentiel du CTD serait le motif Ser2-Ser5-Ser2 [188].

En réponse à ces travaux, Chapman pense que le vrai motif serait en fait Ser5-Pro6-Ser7-Tyr1-Ser2-

Pro3-Thr4 [47, 206].

Modifications

Plusieurs modifications entrent en jeu dans le code du CTD. Celles qui sont connues à ce jour

sont des phosphorylations, des glycosylations et des peptidyl-prolyl isomérisations. Celles-ci sont

représentées sur la figure 2.2. Il a aussi été découvert une méhylation de la Lys7 exclusivement sur

la RN API IA .
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FIGURE 2.2 – Le code du CTD. Représentation de toutes les phosphorylations de sérine et les iso-
mérisations de proline. Il n’a pas été déterminé si les phosphorylations des Tyr1 et Thr4 coexis-
taient avec les phosphorylations de sérine. L’insertion d’un acide aminé supplémentaire entre
deux paires d’heptapeptides est toléré alors qu’entre deux heptapeptides pas du tout. Ceci com-
plique un peu plus le code car cela voudrait dire que l’unité de reconnaissance serait une paire
d’heptapeptide, ou bien un autre motif (voir texte). Même si le code est très complexe, avec 52
répétitions ou 26 paires, chacune ayant son patron de modifications, en réalité le nombre de com-
binaisons est restreint par le recrutement de différents ensembles de d’enzymes de modification
aux endroits appropriés. De plus, certaines modifications stimuleront ou en orienteront d’autres.
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Les phosphorylations concernent principalement les Ser2 et Ser5. Récemment a aussi été mise

en évidence la phosphorylation de la Ser7, mais également la Tyr1 et la Thr4. La Ser5 phosphorylée

est plus largement représentée sur la RNAPII au début du gène, dans les environs du promoteur.

Elle est phosphorylée par l’activité kinase du complexe TFIIH portée par Cdk7 (kin28 chez la le-

vure). Cette phosphorylation entraîne le recrutement des facteurs négatifs d’élongation (DSIF et

NELF) qui provoquent une pause transcriptionnelle. Pendant cette pause, les enzymes de la coiffe

sont recrutées sur les Ser5P [155]. Au contraire, on trouve la Ser2 phosphorylée aux extrémités 3’

des gènes [215]. Celle-ci est phosphorylée par la kinase Cdk9 (Cdtk-1 chez la levure) du complexe

P-TEFb [252, 133]. Cette phosphorylation jouerait un rôle dans le passage à l’élongation [247]. Ces

deux phosphorylations ont pendant longtemps focalisé l’attention et apporté la notion de «code».

Aujourd’hui un consensus est accepté, selon lequel la RNAPII est recrutée au promoteur dans un

état non phosphorylé. Puis elle subit une première phosphorylation par TFIIH sur la Ser5 ce qui lui

permet d’initier la transcription. Et l’étiquette Ser2P (Ser2 phosphorylée) permet l’élongation de la

transcription. Il existe donc deux gradients opposés le long du gène décrits sur la figure 2.3 : un

gradient décroissant de la Ser5P de 5’ vers 3’ et inversement pour la Ser2P [249]. Cependant si cette

observation est vrai chez la levure, elle ne semble pas être universelle car on trouve de la Ser5P tout

le long des gènes chez les mammifères [215].
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FIGURE 2.3 – Patron de phosphorylation du CTD de la RNAPII chez la levure. Le long d’un gène
en cours de transcription, la RNAPII modifie son patron de phosphorylation sur son CTD. Dans le
complexe de pré-initiation, la RNAPII est hypophosphorylée. A l’initiation, le CTD est phosphory-
lée sur les Ser5 par le facteur TFIIH (Ser5P). Pour passer en mode d’élongation, la RNAPII va ensuite
être phosphorylée sur les Ser2 du CTD par le P-TEFb (Ser2P). Au fur et à mesure que la RNAPII se
déplace sur le gène, son patron de phosphorylation va se modifier. Il va ainsi se créer un double
gradient aux sens contraires : une plus forte présence de Ser5P au début du gène et de Ser2P à la fin
du gène.

Les modifications permanentes du patron de phosphorylation sont le fruit d’une balance entre

kinases et phosphatases [231, 237]. Outre Cdk7 et Cdk9, les Ser2 et Ser5 peuvent aussi être phospho-

rylées par Cdk8 (Srb10 chez levure) et cdc2 (Cdk1 chez levure). La Ser5 peut aussi être phosphorylée

par la kinase ERK-1/2 [30]. Les déphosphorylations sont en grande partie le fruit de l’action de la

phosphatase FCP1, surtout sur les Ser2, et SCP1 (Ssu72 chez levure) sur Ser5 [121, 120]. Elles sont

indispensables à la transcription et au recyclage de la RNAPII [259]. L’absence de FCP1 provoque

d’ailleurs de graves problèmes chez l’homme [318]. D’autres phosphorylations, mois fréquentes,

ciblent les autres acides aminés de l’heptapeptide. Les Ser7, Tyr1 et Thr4, sont elles aussi phospho-

rylées par respectivement les kinases DNA-PK et Abl1/2 pour les deux premières. La Ser7 s’enrichit

vers le milieu et l’extrémité 3’ du gène, suggérant un rôle dans la terminaison et/ou la maturation

des ARNm [46, 76]. C’est pourtant le résidu le moins conservé de l’heptapeptide. La T hr4 est indis-

pensable chez les mammifères mais on ne sait pas pour quelle raison puisque sa mutation n’affecte

ni la transcription, ni l’épissage. La Tyr1 n’est phosphorylée que dans le contexte Ly s7-Ty r1, pour

autant aucune fonction clairement définie n’a encore été avancée. Les peptidyl-prolyl isomérisa-

tions ne modifient pas des résidus mais changent l’orientation des prolines. Il y a deux liaisons

peptydil-prolyl dans chaque heptapeptide qui peuvent être soit en conformation trans, soit en cis.
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Ces réactions seraient effectuées par une peptidyl-prolyl cis/trans isomérase (PPIase) in vivo, Pin1

chez les mammifères (ESS1 chez la levure). Pin1 est une PPIase qui se lie à des résidus phospho-

rylés, elle est donc le candidat idéal pour effectuer ces modifications sur le CTD. Pin1 influen-

cerait l’état de phosphorylation du CTD en inhibant la phosphatase FCP1 [340]. Il bloquerait la

RNAPII sous forme hyperphosphorylée, inhibant ainsi l’initiation de la transcription [341]. D’autre

part, Pin1 joue un rôle essentiel dans le contrôle du cycle cellulaire, plus précisément dans la mi-

tose. Pin1 stimule l’hyperphosphorylation des phosphoprotéines mitotiques, permettant l’assem-

blage des chromosomes [341]. La phosphorylation de la RNAPII et sa régulation via Pin1 jouerait

donc un rôle dans le contrôle du cycle cellulaire [341]. Le CTD peut aussi subir des glycosylations.

Une équipe a effectivement montré que les résidus sérine et thréonine peuvent recevoir sur leurs

groupes hydroxyles des monosaccharide-N-acétylglucosamine (O-GlcNAc) [142]. Glycosylations

et phosphorylations semblent mutuellement exclusives, ce qui suggère que la RNAPII est recrutée

au promoteur sous une forme glycosylée et qu’il lui faut l’activité d’une N-acétylglucosaminase

pour enlever les groupes O-GlcNAc et permettre la phosphorylation [75].

L’ensemble de ces modifications d’acides aminés sur l’heptapeptide laisse entrevoir de nom-

breuses combinaisons responsables du recrutement de telle ou telle protéine comme le suggère la

figure 2.2. A titre d’exemple, on sait que les enzymes de la coiffe sont sensibles à la Ser5P, Pin1 à la

combinaison Ser2P-Ser5P, Spt6 (chaperone des histones H3) à la Ser2P et Pcf11 (enzyme de matu-

ration du 3’) à une Ser2P accompagnée des deux prolines en trans [75]. La figure 2.4 montre dans

quelle mesure les modifications du CTD permettent la progression de la RNAPII dans la transcrip-

tion.

2.1.2 Le CTD, une plate-forme de recrutement

Du fait de sa taille, de sa structure désordonnée et des nombreuses combinaisons qu’il offre,

le CTD est une plate-forme formidable pour le recrutement de facteurs divers et variés, jouant un

rôle dans la transcription ou dans l’éventail des processus de maturation des ARNm.

Rôle du CTD dans la transcription

Modification de la chromatine
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Le lien de la RNAPII avec des enzymes de modification de la chromatine est évident puisque

l’ADN doit être accessible pour faire l’élongation de la transcription. Plusieurs histones acétylases

sont d’ailleurs recrutées à l’initiation par les facteurs d’initiation [55]. Mais plusieurs autres en-

zymes de modification de la chromatine sont associées au CTD phosphorylé [250]. Set2 est une

histone lysine méthyltransferase [296]. Elle méthyle les histones H3 sur la Lys36. C’est donc un

répresseur transcriptionnel. On la trouve associée à un complexe d’histones déacétylases et im-

pliquée dans la régulation négative de la transcription [143]. La figure 2.4 représente un gène en

cours de transcription. On voit dans C et D que Set2 est recrutée pendant l’élongation pour mé-

thyler les histones H3 afin d’empêcher une réinitiation de la transcription. Elle joue aussi un rôle

dans l’élongation de la transcription car mutée ou absente, l’élongation est perturbée, les cellules

meurent [161]. On la retrouve associée à la RNAPII phosphorylée en Ser2 par son domaine SRI

(Set2 Rpb1 interacting), un peu partout le long des gènes [181]. Lorsque Set2 est mutée sur son

domaine d’interaction avec la RNAPII, on observe une perturbation de la localisation de la RNA-

PII le long des gènes [153]. Cela suggère que Set2 a un rôle dans le nombre de RNAPII recrutées

sur un gène. Comment expliquer cette ambivalence ? Il est possible que Set2 puisse jouer les deux

rôles en fonction de l’étape de la transcription à laquelle elle se trouve. En effet, on trouve plutôt

le rôle répresseur de Set2 quand celle-ci se trouve à l’initiation [25]. En revanche, Set2 associée à la

RNAPII en élongation a un rôle important pour l’activation de la transcription car elle recrute des

histones acétylases. D’ailleurs, les gènes hautement transcrits sont associés à une méthylation de

H3 sur K36 [180].
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FIGURE 2.4 – Les modifications dynamiques de la phosphorylation du CTD coordonnent le cycle
de la RNAPII avec la maturation des pré-ARNm et la modification des histones. A.Les facteurs
de transcription généraux forment un complexe avec la RN API IA au promoteur. La transcrip-
tion commence avec la phosphorylation des Ser5 du CTD par TFIIH. B. Peu après l’initiation, les
enzymes de la coiffe sont recrutées par la RN API IO phosphorylée en Ser5. Le complexe conte-
nant l’histone méthyltransférase Set1 est aussi recruté et ajoute trois méthyles sur la lysine 4 des
histones H3 (H3K4). La pause transcriptionnelle induite par DSIF/NELF est abolie par la phos-
phorylation du CTD réalise par le P-TEFb. C. La RN API IO en élongation est de plus en plus phos-
phorylée par le P-TEFb sur les Ser2 et s’associe à l’histone méthyltransférase Set2 qui triméthyle
la lysine 36 des histones H3 (H3K36). La RN API IO permet aussi le recrutement de la machinerie
d’épissage (SP) via un facteur inconnu (X) qui facilite l’excision des introns (ARN en rouge). D. Près
de l’extrémité 3’ du gène, les facteurs de maturation du 3’ (PA) sont abondamment recrutés sur la
RN API IO par une interaction directe entre Pcf11 et les Ser2 phosphorylées. Après avoir transcrit
le signal poly(A) AAUAAA, les facteurs de maturation du 3’ se transfèrent sur l’ARN pour catalyser
la coupure endonucléolytique (flèche noire) et induisent la terminaison de la transcription que
l’on pense être aidée par les exonucléases 5’-3’ Xm2 et Pcf11. E. Après dissociation de l’ADN, la
RN API IO est probablement déphosphorylée par l’action de phosphatases du CTD, FCP1 et Ssu72,
avant d’être recyclée ou de réinitier une transcription.
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Facteurs d’initiation et d’élongation

Parmi les protéines associées au CTD phosphorylé (phosphoCTD associated proteines ou PCAPs),

on trouve plusieurs facteurs de transcription.

Le complexe Médiateur s’associe à la RNAPII pour stimuler l’initiation de la transcription par

le CTD non phosphorylé. Lorsque TFIIH phosphoryle le CTD en Ser5, il dissocie le médiateur [219,

202]. Un homologue humain du Médiateur de la levure, le CSRP interagit lui aussi avec le CTD

et change de conformation à son contact. Un excès de peptides CTD inhibe le rôle activateur de

CSRP [218].

2.1.3 Rôle du CTD dans des mécanismes liés à la maturation du transcrit

Les premières études qui ont porté sur le CTD en pratiquant des délétions d’heptapeptides ont

montré qu’on obtenait plus de problèmes de maturation d’ARN que de transcription. Effective-

ment, la plupart des protéines recrutées par le CTD jouent un rôle dans la maturation de l’ARNm.

Le coiffage

L’ajout de la coiffe sur le 5’ des ARNm est la première étape dans la maturation et consiste en

une série d’activités enzymatiques : RNA-5’ triphosphatase, guanylyltransferase et RNA (guanine-

N7) méthyltransferase. Chez les métazoaires, l’enzyme de la coiffe est bifonctionnelle avec à la

fois les activités RNA-5’ triphosphatase et guanylyltransferase. Alors que chez la levure, l’enzyme

de la coiffe est un hétérodimère d’une RNA-5’ triphosphatase (Cet1) et d’une guanylyltransferase

(Ceg1) [126]. La coiffe est ajoutée cotranscriptionnellement très peu de temps après l’initiation de

la transcription quand l’ARN naissant mesure entre 20 et 30 nucléotides [125]. Les enzymes de la

coiffe sont recrutées dès la transition initiation-élongation par le CTD phosphorylé [203, 155, 274].

Cette association se fait par la partie N-terminale du CTD [86] et requiert une phosphorylation de

type S2-S5-S2 [188]. Mce1, la guanylyltransférase chez les mammifères, est capable de se lier au

CTD et d’être activée par le même motif. Elle peut se lier aux Ser2P comme aux Ser5P mais seule la

Ser5P l’active [127].
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La maturation du 3’ : clivage et polyadénylation

Chez les eucaryotes, l’extrémité 3’ du pré-ARNm est formée en deux étapes : une coupure en-

donucléolytique 10 à 30 nucléotides en aval d’une séquence signal poly(A) très conservée, suivie

de l’ajout d’un poly(A) à l’extrémité 3’ de ce produit. Cette maturation du 3’ requiert plusieurs

facteurs protéiques comprenant le facteur de coupure/polyadénylation (CPSF), le facteur de sti-

mulation de coupure (CstF), les facteurs de coupure CFIm et CFIIm et la polymérase poly(A) (PAP)

chez les mammifères, et le facteur de coupure-polyadénylation CPF, les facteurs de coupure CF1A

et CF1B et la PAPA chez la levure [253]. Le phosphoCTD recrute beaucoup de facteurs de clivage

et polyadénylation comme CstF, CFIA, Rna14, etc. [14, 126]. Chez la levure Pcf11, s’associe de fa-

çon spécifique aux Ser2P par son domaine CID (140 acides aminés) [345, 184]. Son recrutement au

CTD dissocie le complexe d’élongation [350]. S’il est muté, la RNAPII ne fait pas de terminaison et

continue sur le gène [268].

Ces trois événements, coiffage, épissage (décrit dans la partie suivante) et coupure / polyadé-

nylation, sont intimement liés à la transcription mais également entre eux. Par exemple, les pro-

téines liant la coiffe en 5’ du pré-ARNm interagissent aussi avec les facteurs d’épissage pour leur

assemblage et favorisent la reconnaissance du premier site d’épissage en 5’ [53, 179, 104]. Le cap-

binding proteins complex (CBC) recrute la U1snRNP au site 5’ss. L’interaction de l’ARNm avec

ces protéines de la coiffe est aussi importante pour son export [227]. Les facteurs d’épissage qui

s’associent avec le dernier intron en 3’, interagissent aussi avec les facteurs de polyadénylation et

promeuvent la coupure en 3’ et la polyadénylation [205]. Par exemple, la PAP stimule l’épissage par

son interaction avec le facteur U2AF65 [315]. Inversement, la protéine U1A de l’épissage inhibe la

fixation de la PAP [114].

Ces interactions jouent un rôle important en garantissant la reconnaissance des sites corrects

d’épissage et leur engagement dans la réaction d’épissage, ainsi que le timing, la précision et l’ef-

ficacité du coiffage et de la polyadénylation [197]. Le couplage entre transcription et maturation

peut influencer les réactions de maturation selon trois modes [20]. D’abord, comme on vient de le

voir, en fonction de la localisation car le couplage permet d’augmenter localement, là où on en a

besoin, les facteurs de maturation. Deuxièmement, la cinétique : la vitesse de transcription peut

avoir des conséquences sur le repliement de l’ARNm naissant et son assemblage avec les facteurs
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de maturation (la vitesse d’élongation influe sur le choix des sites d’épissage [67]). Plus la RNA-

PII est lente, plus les sites faibles d’épissage peuvent être sélectionnés. Enfin, l’allostérie car les

contacts entre le complexe d’élongation et les facteurs de maturation peuvent activer ou inhiber

ces derniers de façon allostérique (les guanylyltransférases du CBC sont de plus en plus stimulées

avec le nombre croissant de Ser5P sur le CTD [127]).

2.2 L’épissage cotranscriptionnel

2.2.1 Introduction

L’épissage, une idée intuitive

L’épissage cotranscriptionnel est une idée qui a surgi peu de temps après la découverte de

l’épissage car chez l’homme les gènes sont souvent très longs (46 380 pb en moyenne par transcrit,

le plus long mesure 2.106 pb, et la médiane se situe à 12690 pb) avec en moyenne 8,8 exons [173]

et pour certains, un cycle cellulaire ne suffit pas à leur transcription (l’ARNm de la dystrophyne

mesure environ 8 kb et sa séquence codante environ 6Mb [273]. Difficile alors de concevoir que

l’épissage attende la fin de la transcription de ces immenses gènes. D’une façon générale, toute

la maturation des ARNm naissants peut se faire de façon cotranscriptionnelle, en partie grâce au

CTD, en partie par leur synergie mutuelle.

Deux événements : même lieu, même moment

Beaucoup de systèmes ont été mis à contribution pour comprendre le mécanisme de l’épis-

sage. Des embryons de Drosophile aux noyaux de cellules de mammifères, l’existence d’un méca-

nisme d’excision des introns est apparue comme un système universel chez les eucaryotes. Dès la

fin des années 80, alors que l’épissage est établi depuis peu, des équipes obtiennent des résultats in

vivo démontrant l’existence d’un épissage cotranscriptionnel [23, 336, 348]. Dans ces expériences,

on met en évidence la simultanéité de l’épissage et de la polyadénylation avec la transcription par

des méthodes de colocalisation et copurification. Quelques années plus tard, le CTD de la RNA

polymérase II est directement impliqué dans l’interdépendance entre épissage et polydénylation

avec la transcription [216, 204]. On a déjà vu que le coiffage et les étapes de maturation du 3’ de
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l’ARNm étaient co-transcriptionels, au moins pour le recrutement de ces facteurs. L’épissage est

aussi cotranscriptionnel et plusieurs travaux démontrent qu’il s’agit plutôt d’une règle que de cas

ponctuels [4, 240]. Néanmoins l’épissage post-transcriptionnel existe aussi et le choix de l’un ou de

l’autre est probablement dépendant de différents facteurs (du gène, de sa localisation génomique,

nucléaire, etc.).

2.2.2 Influence de la transcription sur l’épissage

Des facteurs d’épissage recrutés par la machinerie transcriptionnelle et rôle du CTD

Tout comme les enzymes de coiffage, les facteurs d’épissage sont recrutés sur un gène com-

portant des introns et transcriptionnellement actif [210, 243]. Leur présence est directement lié à

l’épissage car un gène sans introns est moins enrichi en facteurs d’épissage [213, 243]. Par exemple,

U2AF65, U170k et U5-116k ne s’accumulent pas sur un gène sans intron et ne sont plus enrichis sur

un gène privé d’introns [159, 186]. Nombre d’associations ont été mises en évidence entre le com-

plexe transcriptionnel et des facteurs d’épissage. Dans sa revue, Eric Allemand en présente une

liste non exhaustive [4]. Parmi ces facteurs, on retiendra U2AF65 (Mud2), SF1 (sub2), des sous-

unités SF3 de la snRNP U2 ou encore SF2/ASF ou Srp20. On voit qu’il s’agit aussi bien de facteurs

directement impliqués dans le splicéosome comme des facteurs un peu plus éloignés. Comment

ces facteurs sont-ils recrutés au site de transcription ? Là encore, la RNAPII et son CTD sont im-

pliqués. Dans un système in vitro, la RN API IO immunoprécipite le splicéosome (U1 et U2snRNP,

protéines associées Prp5, Prp28, TAT-SF1) et des facteurs de maturation du 3’ sur un ARN nais-

sant synthétique court comprenant uniquement le 5’ss [137]. Inversement, des immunoprécipi-

tations de protéines SR co-immunoprécipitent de la RN API IO [216]. D’autres complexes consti-

tués de composants du splicéosome et de facteurs d’épissage avec la RNAPII tels que la snRNP

U1 (ARN U1, protéines U1A et U170k) ou des protéines SR telles que SRp20 sont également mis

en évidence in vivo [270, 65]. Peu ou prou, il semble que l’on peut trouver toutes les protéines

de l’épissage associées au CTD : SC35, SF2/ASF, SRp40, Prp40 (FBP11 chez les mammifères [95]),

U2AF65 [146, 210, 214, 310].
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Effets de la transcription sur l’épissage

Quel est l’impact de cet épissage cotranscriptionnel ? Il y a plusieurs réponses à cela. Tout

d’abord, cette synergie jouerait un rôle sur l’efficacité de la réaction d’épissage. Des expériences in

vitro montrent en effet l’importance de la RNAPII dans l’assemblage du splicéosome et dans l’effi-

cacité de l’épissage. Pour une même quantité d’ARN transcrits par la RNAP T7 (ne possède pas de

CTD) ou par la RNAPII, le rapport ARNm épissés / pré-ARNm sera plus grand avec la RNAPII [64].

Le rôle du CTD semble important dans ces mécanismes puisqu’un CTD de 52 répétitions ajouté

à un milieu réactionnel augmente le nombre de transcrits épissés. Et lorsqu’on enlève la RNAPII

d’un milieu réactionnel, on constate une baisse de la quantité de transcrits épissés. Quantité qui

ré-augmente lorsqu’on rajoute du CTD [347]. In vivo, on constate des comportements similaires :

un rapport ARNm épissés/pré-ARNm plus important lorsqu’il y a une augmentation de la quan-

tité de RNAPII sur le gène [26]. Pour expliquer cet effet, les avis divergent. Certains avancent que

l’épissage se fait plus rapidement lorsqu’il est couplé à la transcription [64], d’autres mettent en

évidence que la quantité de pré-ARNms associés aux splicéosomes est plus importante et donc

l’efficacité est augmentée [122]. Quoi qu’il en soit, le CTD de la RNAPII est un activateur de cette

efficacité in vivo car une RNAPII avec un CTD de 5 répétitions seulement continue de transcrire

(beaucoup moins que son homologue sauvage) mais les ARNm ne sont plus épissés [96, 204]. De

façon intéressante, l’épissage post-transcriptionnel, découplé de la transcription n’est pas affecté.

Et de la même façon, si on perd la RNAPII ou si la transcription est inhibée, l’épissage découplé

n’est pas affecté alors que l’épissage cotranscriptionnel est perdu [24]. De plus, les facteurs d’épis-

sage recrutés sur un site transcrit par une RNAPII sauvage (U2snRNP, SC35, SF2/ASF, SRp40), sont

absents sur un site transcrit par une RNAPII∆CTD [210]. Dans chacun de ces travaux, c’est le CTD

phosphorylé qui est responsable du couplage de l’épissage avec la transcription et de la liaison des

protéines de l’épissage par leur domaine SR [208].

Un deuxième corollaire à la synergie transcription-épissage est la régulation de l’épissage alter-

natif. Cela se traduit sous différentes manières, à commencer par la définition de l’exon. Plusieurs

travaux montrent un épissage cotranscriptionnel dans lequel les exons sont reconnus et restent as-

sociés au complexe transcriptionnel afin de permettre l’épissage et cela sans que l’intron ait besoin

d’être continu [73]. Ainsi, une coupure peut survenir dans l’intron sans que l’épissage soit affecté.
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Cela a un effet direct sur l’épissage alternatif car si une coupure survient entre la séquence régula-

trice d’épissage (SRE) et l’exon qu’il régule, l’exon n’est pas inclus dans l’ARNm [111]. Le CTD joue

là aussi un rôle important car in vitro, ajouté à un milieu réactionnel, il n’augmente l’efficacité de

l’épissage que si les sites d’épissage encadrant les exons sont corrects (3’ss et 5’ss), et n’a aucun

effet lorsqu’un des sites d’épissage encadrant un intron est absent (5’ss et 3’ss) [347].

Une autre façon de moduler l’épissage alternatif par la transcription est d’influer sur la sélec-

tion des sites d’épissage. Trois exemples sont représentés dans le schéma B de la figure 2.5. Il existe

en effet des sites donneurs et accepteurs « forts » et des sites « faibles ». Comme la RNAPII et ses

facteurs de transcriptions s’associent à des facteurs d’épissage capables de se lier à des SRE, en

fonction du facteur recruté, le patron d’épissage ne va pas être le même (a). Par exemple, le CTD

recrute directement ou indirectement la protéine SRp20, protéine SR favorisant l’exclusion de l’in-

tron [194, 68]. Cette sélection de sites dépend aussi de leur localisation par rapport au promoteur

(b). En effet, si le choix s’offre entre deux sites 3’ss pour faire la paire avec le premier 5’ss, c’est celui

qui est le plus proche du promoteur qui a la préférence [122]. De cette façon, plus l’intron est long

et plus l’épissage alternatif est favorisé [264]. Enfin, la vitesse d’élongation va aussi jouer sur cette

sélection de sites d’épissage. Plus la RNAPII est lente et plus les exons sont inclus dans l’ARNm

(c) [67]. On pourrait alors supposer que les facteurs d’épissage pourraient accélérer ou ralentir la

RNAPII pour faire tel ou tel patron d’épissage. Une autre façon de moduler la vitesse de la RNA-

PII est de lui faire faire des pauses. Le gène FGFR2 subit un épissage alternatif qui conduit à deux

formes mutuellement exclusives et typiques d’un type cellulaire [265]. Lorsque l’élément MAZ4,

capable de faire pauser la RNAPII, est inséré entre l’exon alternativement épissé et les ISS qui le

répriment, l’inclusion de cet exon augmente. De façon surprenante, la pause de la RNAPII permet

l’inclusion de l’exon alors qu’augmenter la distance entre l’exon et ses ISS ne modifie pas le patron

d’épissage.
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FIGURE 2.5 – Influence de la RNAPII sur l’épissage. A. Dans la définition par l’exon, les exons sont
associés au CTD alors que les introns forment des boucles. Ainsi, les sites d’épissage 5’ss et 3’ss
sont les uns à côté des autres pour permettre une meilleure efficacité. B. L’épissage alternatif est
dépendant de plusieurs paramètres. Ba. Les protéines des SRE. Si, pour un même site donneur ou
accepteur, il y a le choix entre un site fort et un site faible, la sélection se fera en fonction du type de
protéines qui se liera aux SRE. Parmi toutes les protéines susceptibles de se lier à ces séquences,
si l’un d’elle est déjà liée au CTD, elle sera la première à se fixer à l’ARN et donc à influencer ce
choix. Bb. La distance vis-à-vis du promoteur. S’il y a compétition entre deux sites 3’ss pour un site
5’ss, le site 3’ss le plus proche du promoteur sera le plus souvent choisi. Bc. La vitesse d’élongation.
Des facteurs d’épissage peuvent accélérer ou ralentir la RNAPII (voire provoquer une pause) pour
exclure ou inclure des exons en sélectionnant des sites forts ou faibles.
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Influence de l’épissage sur la transcription

Si la transcription exerce une influence sur l’épissage, on peut s’attendre au corollaire. Il existe

une règle totalement empirique selon laquelle un gène auquel on enlève des introns est moins

transcrit. Cette diminution du nombre de transcrits n’est pas liée à la stabilité des ARNms. Des

études ont été menées in vivo chez un animal transgénique et plusieurs tissus ont été étudiés avec

les mêmes conclusions. Etonnamment, lorsque l’expérience est effectuée sur des lignées cellu-

laires stables, l’effet disparaît [33]. Réciproquement, si on inclut des introns hétérologues prove-

nant d’autres gènes, on augmente la transcription du gène. L’effet est d’autant plus important que

l’intron est placé en 5’ du gène. Plus on s’en éloigne, moins l’effet est visible. Cet effet semble

dépendant du type de promoteur. Un promoteur CMV paraît moins sensible à la présence d’un

intron [238]. Ces constatations sont de prime importance dans la thérapie génique et une équipe

a testé la transcription du gène de la GFP et du gène Cre, inséré stablement dans des lignées cel-

lulaires et chez l’animal, en ajoutant ou pas un court intron en 5’. La transcription est augmentée

trente fois dans les lignées possédant un intron comparées aux lignées avec la construction sau-

vage. Un résultat similaire est obtenu chez l’animal [170]. Aujourd’hui, seules des hypothèses per-

mettent d’expliquer ces résultats. L’intron pourrait jouer un rôle dans le réarrangement de la chro-

matine ou dans la stabilisation du pré-ARNm au cours de sa transcription. On sait, d’autre part,

qu’il existe un mécanisme de répression de l’expression des gènes de la cellule vis-à-vis d’ADN

étranger. Chez les plantes, c’est un phénomène courant [329]mais on le trouve aussi ailleurs. Mé-

thylations de novo ou ARN interférence ont été observés sur des gènes rétroviraux ou des trans-

gènes chez la souris [22]. Une structure de forme exon-intron-exon pourrait paraître plus « fami-

lière » pour la cellule et donc être acceptée plus facilement. Cette « reconnaissance » pourrait se

faire via la machinerie d’épissage et diminuerait la répression de l’expression des gènes. D’autre

part, la présence d’un intron recrute des facteurs d’épissage qui sont importants ensuite dans l’ex-

port des ARNm [317]. Cela permet un export plus rapide. UAP56 en est l’exemple le plus flagrant

puisqu’il recrute le facteur d’export Aly/REF de façon ATP-dépendante [176, 158]. Sa présence est

d’ailleurs requise sur des gènes sans introns pour faciliter leur export [300]. Les gènes possédant

un intron recrutent plus facilement ces facteurs et pourraient donc être plus facilement exportés

et traduits. En retour, les facteurs d’export pourraient empêcher une dégradation prématurée de
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ces ARNs.

Le premier intron peut augmenter la quantité de transcrits mais si celui-ci est muté au site

d’épissage 5’ss ou sur le 3’ss ou encore sur le polypyrymidine tract, l’épissage est aboli mais on

diminue aussi le nombre de pré-ARNms transcrits [88]. L’intégrité des sites d’épissage affecte donc

aussi la transcription.

Il existe aussi des protéines de l’épissage qui ont un rôle dans la transcription. Par exemple,

Cus2 chez la levure, (Tat-SF1 chez l’homme), joue un rôle très important dans les réarrangements

de l’ARN U2 entre sa fixation au point de branchement et la première réaction catalytique. Il inter-

vient avec l’ATPase Prp5 dans le changement conformationnel de la structure tige II qui doit passer

de la structure IIa à la structure IIc [342, 245]. Cus2 et Prp5 sont tous deux impliqués dans la fidélité

de la première réaction catalytique. L’orthologue humain de Cus2 est la protéine Tat-SF1. Tat-SF1

possède la même propriété que Cus2 à lier l’ARN U2. Cependant sa découverte n’a rien à voir avec

l’épissage puisqu’il a été mis en évidence pour son rôle dans la transcription dépendante du com-

plexe Tat-TAR du VIH [353]. En plus, d’activer l’élongation du VIH, Tat-SF1 a un rôle plus général

puisqu’il s’associe avec le facteur d’élongation cycline T1 du complexe P-TEFb [88]. Si aucun lien

direct n’a été fait avec son rôle dans l’épissage, on remarque que, traité à la nucléase micrococcale,

Tat-SF1 n’a plus d’effet sur la transcription. Les auteurs proposent que Tat-SF1 soit amené par le

P-TEFb sur le gène et recrute ensuite les facteurs d’épissage.

L’épissage peut aussi inhiber la transcription. Par la méthode SELEX, un ARN court a été décou-

vert, comportant une séquence très proche de la séquence 5’ss reconnue par le snARN U1 [302]. Cet

ARN est capable d’inhiber l’activité de l’ARN polymérase II. Cette inhibition n’est possible qu’avant

la formation du complexe de pré-initiation. L’auteur postule que la snRNP U1 est associée à la

RNAPII. Si trop d’ARNs naissants contenant un 5’ss sont transcrits et associés au complexe RNAPII-

U1snRNP, ceci est perçu comme le signal qu’il y a trop d’ARNs et l’initiation de la transcription est

abolie. Un tel complexe RNAPII-U1snRNP pourrait faire passer la machinerie transcriptionnelle

pour un pseudo complexe d’élongation (puisqu’il est lié à de l’ARN et à des facteurs d’épissage)

même s’il n’est pas engagé sur l’ADN. Et de ce fait, cela pourrait empêcher l’activation de la RNA-

PII pour l’initiation de la transcription. D’autres auteurs ont remarqué un effet positif du snARN

U1 sur la transcription et notamment sur la réinitiation de la transcription. En effet, lorsque l’ARN
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U1 est présent, on constate in vitro une réinitiation plus efficace. Les auteurs proposent que cet

effet de U1 se fasse par l’intermédiaire de TFIIH, par l’association de U1 avec la cycline H [166].

Cette association aurait pour conséquence l’augmentation de l’activité kinase de cdk7 [232].

Positives ou négatives, les interactions entre transcription et épissage sont nombreuses et la

liste présentée ici n’est certainement pas exhaustive mais elle prétend refléter l’éventail des possi-

bilités connues à l’heure actuelle.





Chapitre 3

Les ARNs non codants

Nous avons vu dans les deux précédentes parties comment fonctionnaient la transcription et

l’épissage et comment était régulé l’épissage cotranscriptionnel. On a pu constater que ces méca-

nismes font intervenir de nombreuses protéines aux activités variées. Outre les protéines, d’autres

molécules jouent des rôles importants dans ces événements : les ARNs non codants (ncARNs). Ces

ARNs se caractérisent par l’absence de phase codante. Ils peuvent être uniques et produits à par-

tir d’un gène spécifique ou bien provenir de séquences intergéniques transcrites ou bien encore

de l’ARNm découpé avec précision d’un gène codant pour une protéine. Ils ont des rôles variés :

de reconnaissance, structuraux, activateurs d’enzymes. Mon sujet de thèse avait comme point de

départ des travaux concernant des ARNs non codants. Par la suite, j’ai découvert un rôle potentiel

de l’ARN U1 de l’épissage avec la RNAPII. Voici donc une introduction sur cette classe particulière

d’ARNs que sont les ARNs non codants.

3.1 Les ARNs impliqués dans des processus généraux

Historiquement, les premiers rôles attribués aux ARNs non codants sont des rôles à la fois

structuraux et de reconnaissance. C’est le cas de l’épissage, comme nous avons pu le voir dans la

première partie. C’est également le cas de la traduction avec les ARNs ribosomiques (ARNr) et les

ARNs de transfert (ARNt). Pour leur permettre de s’assembler et d’exercer leur fonction, ces ARNs

non codants doivent subir des modifications préalables. Certaines de ces modifications sont réa-

57
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lisées par d’autres ARNs non codants tels que les snoARNs (small nucleolar ARNs) ou les scaARNs

(small Cajal bodies ARNs). Ces ARNs font partie de ribonucléoprotéines dans lesquels ils jouent les

rôles de guide pour la réaction de pseudouridylation ou la 2’-O-méthylation en fonction de leur

séquence. Les ARNs responsables de la pseudouridylation font partie des H/ACA snoRNPs, ceux

de la 2’-O-méthylation, des C/D snoRNPs [150]. Les cibles directes de ces ARNs sont les ARNr,

les ARNt et les UsnARNs. Des snoARNs dont la séquence n’a pas été retrouvée dans les ARNr, t

ou UsnARNs ont été mis en évidence et certains sont impliqués dans la régulation de l’épissage

alternatif de certains gènes. Leur perte entraînerait le syndrome de Prader-Willi. Un exemple dé-

crit ci-dessous la biogenèse des UsnARNs ayant à subir des modifications par les snoARNs et les

scaARNs. Les Uridine-rich small nuclear ribonucleoproteins sont au nombre de 5, chacun com-

posé d’un snARN, de 7 protéines Sm et de protéines spécifiques à l’UsnRNP. Tous les UsnARNs

sont transcrits par la RNAPII, sauf U6 qui est synthétisé par la RNAPIII. Il existe également d’autres

UsnRNAs connus pour de l’épissage secondaire (U11, U12. . . ) de certains introns mais nous ne

les développerons pas dans ce mémoire. Les 5 snARNs majeurs ont une coiffe monométhylée,

m7GpppG (m7G) [151]. Après leur synthèse par la RNAPII, U1, U2, U4 et U5 sont exportés dans

le cytoplasme où commence l’assemblage des UsnRNP (figure 3.1). Cette coiffe m7G est indispen-

sable à leur export. En effet, le complexe d’export est composé du m7G cap binding complexe

(CBC), du récepteur d’export (CRM1/Xpo1), de RanGTP et de PHAX (phosphorylated adaptor for

RNA export) [332]. Une fois dans le cytoplasme, l’UsnARN se dissocie de ces facteurs d’export,

et s’associe avec 7 protéines Sm : B/B’ (B et B’ sont deux protéines pouvant se remplacer), D3,

D2, D1, E, F, G qui s’assemblent en anneau autour du domaine A de l’UsnARN composé d’un site

Sm encadré par deux tiges-boucles. Les protéines Sm et l’UsnARN forment ainsi le cœur du com-

plexe snRNP [242]. Toujours dans le cytoplasme, la m7G est convertie en m3G (2,2,7-tri-méthylée)

et les UsnRNAs subissent une maturation du 3’ (coupure pour leur donner leur taille standard).

La m3G permet la reconnaissance du UsnARN par la snuportin-1 et son import dans le noyau.

Chez les vertébrés, SMN (Survival of Motor Neurons, le gène de la maladie Spinal Muscular Atro-

phy) facilite l’assemblage des UsnRNPs. SMN participe aux trois évènements de maturation dans

le cytoplasme : l’assemblage des protéines Sm, l’hyperméthylation de la coiffe et la maturation

de l’extrémité 3’ des UsnARNs. De retour dans le noyau, les UsnRNAs sont encore modifiés, sur
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plusieurs positions (pseudouridylation et 2’-O-methylation) dans des structures nommées Cajal

bodies par les scaARNs pour les UsnARNs U1, U2, U4 et U5 [151]. Le snARN U6 suit un chemin

un peu différent. Après sa transcription, il est aussitôt associé à la protéine La et dirigé vers les nu-

cléoles où il est associé à un anneau de protéines LSm par son extrémité 3’ (Like Sm). Il subit les

mêmes modifications que les autres UsnARNs par les snoARNs [242]. Dans les étapes ultérieures

avant l’assemblage du spliceosome, la snRNP U6 interagit avec la snRNP U4, via une hybridation

entre les snARNs U4 et U6. Les protéines spécifiques des UsnRNPs sont assemblées dans le noyau,

possiblement dans les Cajal Bodies.

d'après Kiss 2004

FIGURE 3.1 – Biogenèse des petites RNPs. Présentation de la biogenèse des snARNs U1, U2, U4, U5
(transcription RNAPII), du snARN U6 (transcription RNAPIII) et des sno/scaARNs (transcription
RNAPII). Les snARNs sont impliquées dans l’épissage et font partie du splicéosome. Les snoARNs
se trouvent dans les nucléoles et les scaARNs dans les Cajal bodies. Les snoARNs sont responsables
des modifications de l’ARN U6 et les scaARNs des 4 autres snARNs de l’épissage.
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3.2 Les ARNs non codants impliqués dans la régulation de l’expression

génique

D’autres ARNs non codants sont directement impliqués dans la régulation de l’expression des

gènes soit en activant ou réprimant leur transcription, soit en dégradant les ARNm. Dans la pre-

mière catégorie, on trouve des ARNs uniques aux fonctions bien particulières comme l’ARN 7SK

qui est inhibiteur général du P-TEFb et des ARNs plus spécifiques comme l’ARN Xist ou SRA. La

deuxième catégorie regroupe les ARNs silencers que l’on peut diviser en trois classes : small inter-

fering RNA (siARN), microRNA (miARN), piwiRNA (piRNA). Les paragraphes suivants prennent un

exemple de chaque catégorie.

3.2.1 L’ARN non-codant SRA

Cet ARN non-codant de 883 nucléotides est un co-activateur des récepteurs stéroïdes [175]. Sa

surexpression accroît la transactivation de la transcription par les récepteurs stéroïdes. Inverse-

ment lorsque le SRA est absent, il y a suppression de l’activité des récepteurs androgènes dans

les cellules du cancer de la prostate [165]. L’ARN précurseur du SRA soumis à l’épissage alter-

natif peut donner la protéine SRAP (SRA protein) [130]. Contrairement à SRA, la protéine SRAP

réprime l’activité des récepteurs œstrogènes lorsqu’elle est surexprimée. Les proportions de SRA

et de SRAP sont variables dans les différentes lignées de cancer du sein et pourraient avoir un

lien avec leurs phénotypes. SRA interagit directement ou indirectement avec plusieurs protéines

sans que l’on sache comment il agit sur la co-activation. Ces protéines sont impliquées de près

ou de loin dans la régulation des récepteurs stéroïdes (SRC-1, p68/72 RNA hélicase, SHARP, SLIRP,

MAPK) [283, 328, 69, 119, 39]. Son activité est également dépendante de son état de pseudouridy-

lation (réalisée par les pseudouridines synthases Pus3p et Pus1p). Une mutation ponctuelle sur le

résidu U206 entraîne le renversement du rôle de SRA en co-répresseur dominant négatif [351, 352].

3.2.2 Les ARN silencers

La répression de l’expression génique a deux fonctions majeures : la défense contre les vi-

rus [94], très étudiée chez la Drosophile et la répression de l’expression génique. La défense contre
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les virus est assurée par les siRNAs (small interfering RNAs) qui sont des ARNs double-brins de

≈21 nucléotides de long, modifiés en 3’, provenant de longs transcrits exogènes double-brin (dsR-

NAs). Les micro-ARNs répriment l’expression de transcrits RNAPII ; ≈30% de gènes humains se-

raient régulés par des miRNAs [251]. Ils sont double-brin également, longs de 21 nucléotides et

proviennent de la coupure de transcrits structurés en épingle à cheveux (figure 3.2 A). Ces deux

catégories d’ARNs proviennent de transcrits plus long coupés par des ribonucléase III Drosha et

Dicer. L’homme, la souris et Caenorhabditis elegans possèdent un seul gène Dicer. Chez la dro-

sophile, il existe deux gènes : Dicer-2 pour les siRNAs et Dicer-1 pour les microRNAs. Une fois

coupés et déshybridés, ces petits ARNs s’associent à des protéines de la famille Argonaute pour

former les complexes RISC et MiRNP respectivement de répression de l’expression génique [141].

La protéine Argonaute possède deux domaines principaux : un domaine de liaison à l’ARN PAZ en

N-terminal et un domaine Piwi RNAse-like en C-terminal. Comme pour Dicer, chez les mammi-

fères, les membres de la famille AGO contribuent aux deux voies miARn et siARN alors que chez la

Drosophile, Ago1 s’occupe des miARNs et Ago2 des siARNs. Dans ces complexes ribonucléopro-

téiques, ces ARNs vont reconnaître les transcrits cibles et permettre leur dégradation [16].
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FIGURE 3.2 – Les ARNs silencer. A. Biogenèse des miARN chez les métazoaires. Le précurseur est
synthétisé par la RNAPII le plus souvent et s’hybride sur lui-même, c’est le pri-miARN. Les extré-
mités sont ensuite coupées par l’enzyme Drosha et aboutissent au pré-miARN. Exporté dans le
cytoplasme, la boucle du pré-miARN est coupée par l’enzyme Dicer. Une hélicase vient ensuite
séparer les deux brins et le miARN est incorporé au complexe RISC. Les gènes ciblés ne sont pas
les mêmes que ceux qui ont produit les miARNs. Le brin opposé est beaucoup moins représenté
dans ces complexes. Biogenèse des siARN. Le précurseur est un ARN double brin, provenant d’un
ARN étranger. Il est coupé par Dicer en petits morceaux de 21 nucléotides et les duplex sont sépa-
rés par une hélicase. Chacun des deux brins peut être ensuite incorporé dans un complexe RISC.
B.Protéines associées aux ARN silencers. Les protéines associées aux ARNs silencers peuvent être
rangées en familles et sous-familles. Les voies sont indiquées entre parenthèses.
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Une nouvelle classe de petits ARNs a été mise en évidence : les repeat-associated small inter-

fering RNAs ou rasi-RNAs. Ils forment des complexes avec les protéines Piwi et Aubergine de la

famille Argonaute plutôt que Ago-1 ou Ago-2 comme les microARNs et siARNs (figure 3.2 B). Les

protéines Piwi sont impliquées dans l’intégrité des lignées germinales. On les trouve dans la lignée

germinale de la Drosophile, de Caenorhabditis elegans ainsi que chez Arabidopsis thaliana [185].

Ils se différencient des autres siARNs par le choix d’un brin préférentiel, seul un brin sert à faire les

rasiARN alors que pour les siARNs, les deux brins sont utilisés de façon aléatoire. Ils répriment l’ex-

pression d’éléments répétés (SINes, LINes, transposons, etc.) et contrôlent leur mobilisation dans

la lignée germinale de Drosophile et de Caenorhabditis elegans [287, 313]. Ils pourraient égale-

ment réguler l’expression en modifiant la chromatine, notamment chez les plantes [141]. En plus

des sous-familles Piwi et Aubergine, il existe la famille Argonaute-3. Ces protéines ont un profil

d’expression similaire aux protéines Piwi et Aubergine et s’associent à des ARNs de 23 à 26 nt. Ces

trois sous-familles d’Argonaute sont souvent associées à des rasiARNs. Ils mesurent entre 24 et 29

nucléotides et ne requièrent ni Dicer-1 ni Dicer-2 pour leur coupure. Parmi les ARNs associés à

ces protéines Piwi/Aubergine et Ago3. Une observation a été faite sur le biais du brin associé. Les

piARNs (associés à Piwi, comprenant majoritairement des rasiARNs) sont des brins antisens alors

que les ARNs associés à Ago3 sont sens. Ces deux complexes fonctionnent, en fait, en synergie pour

permettre la répression des transposons. Les protéines Piwi reconnaissent les piARNs (antisens)

possédant un biais uridine en 5’ (par la protéine Slicer) et s’hybridant avec des transposons inac-

tifs. Ces complexes vont ensuite s’hybrider avec les ARNs de transposons et les couper en 5’ pour

former de nouveaux complexes Ago3 avec un brin sens. Ce complexe va alors chercher une nou-

velle cible, probablement un pré-ARNm d’un locus contrôle qui contient des séquences antisens

de transposon et les couper en 3’. Cela va permettre de créer de nouveaux piARNs qui pourront

être chargés sur des protéines Piwi (figure 3.3). Le système ne cesse ainsi de s’amplifier au cours

des cycles, ce qui explique la persistance du système dans les lignées germinales de Drosophile

et de mammifères. Il reste encore des points à éclaircir, notamment la provenance originels des

piARNs (ARNs maternels ?) ainsi que l’origine de la coupure en 3’ [32, 113]. Outre les siARNS exo-

gènes, des endo-siARNs ont été découverts chez les animaux. Déjà connus chez les plantes, des

siARNs endogènes ont été mis en évidence dans des cellules en culture de Drosophile ainsi que
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dans les têtes de Drosophile. De même taille que les siARNs exogènes et modifiés en 3’, ces ARNs

proviennent à 80% et 33% de transposons respectivement dans les cellules somatiques en culture

et dans les têtes de Drosophile. Les 67% restants dans les têtes de Drosophile proviennent à part

égale de régions codantes et de régions intergéniques. Pour le moment, on ne connaît pas leur

biogenèse (ils ne sont pas complètement sensibles à une délétion de Dicer-2), ni leur fonction [97]

mais les auteurs proposent un rôle similaire aux piARNs des cellules germinales.
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d'après Brennecke, Aravin et al. 2007

FIGURE 3.3 – Le modèle Ping-Pong des piARNs. Ce schéma illustre la boucle d’amplification ba-
sée sur les complexes Piwi/Aub, et Ago3, le groupe de piARNs et les transcrits des transposons
actifs. Les coupures de nucléotides sont représentées avec des ciseaux. Les sources potentielles de
piARNs primaires sont les transcrits piARNs et les complexes piARNs hérités de la mère.
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3.3 Les ncARNs qui régulent l’activité de l’ARN polymérase II

Parmi les ARNs non-codants, il en existe dont la cible directe est l’ARN polymérase II. Deux cas

ont été particulièrement mis en évidence : l’ARN 6S chez la bactérie et l’ARN B2 chez la souris.

3.3.1 L’ARN 6S

Ce fut l’un des premiers ARNs non-codants découverts [124]. Chez E. coli, cet ARN a la parti-

cularité de voir son nombre de copies multiplié par 10 lors de la phase stationnaire. Il est codé par

le gène ssrS. Celui-ci forme un opéron avec le gène ygfA [129, 147]. L’ARN 6S s’associe à l’ARN po-

lymérase formée du cœur protéique des 3 sous-unités α/β/β ’ et de la sous-unité variable σ70. La

RNAP bactérienne possède en plus de ses sous-unités formant le cœur protéique, une sous-unité

σ qui sert à l’initiation de la transcription. Il en existe plusieurs, chacune ayant des promoteurs

de prédilection [37, 331]. Cette sous-unité a été remplacée chez les eucaryotes par un large panel

de polypeptides pour chacune des trois RNAP (I, II et III) [74]. L’association de l’ARN 6S n’a lieu

qu’avec l’holoenzyme E70 et entraîne l’inhibition de son activité transcriptionnelle. Sans ARN 6S,

la transcription par la RNAP commence avec l’initiation de l’holoenzyme E 70 et la formation du

complexe promoteur ouvert (figure 3.4 A). Puis la sous-unitéσ70 est libérée pour permettre l’élon-

gation de la transcription. Lorsque l’ARN 6S est présent, il se lie aux sous-unités β/β ’ en présence

de la sous-unité σ70 (figure 3.4 B) [326, 99]. L’ARN 6S ne s’associe pas uniquement avec le cœur

α/β/β ’ ni avec σ70 ni avec l’holoenzyme E S contenant σS . Cette association ARN 6S/ E 70 inhibe

l’activité transcriptionnelle de plusieurs promoteurs dépendants deσ70 [99] et active certains pro-

moteurs dépendants de σS [304]. L’action de l’ARN 6S semble directement liée à sa structure en

forme de bulle qui ressemble à la double hélice de l’ADN lorsqu’elle est ouverte dans l’ARN po-

lymérase [319, 15, 305]. La liaison de l’ARN 6S semble être en compétition avec la liaison du pro-

moteur au site actif de la RNAPII, induisant ainsi l’inhibition de la transcription. Cette association,

d’importance mineure en phase exponentielle, devient omniprésente en phase stationnaire avec

l’augmentation du nombre de copies de l’ARN 6S [326]. Les ARNs 6S d’autres espèces bactériennes

(Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis, Geobacillus stearothermophilus, Bordetella pertussis,

Bordetella parapertussis, Bordetella bronchiseptica) partagent des homologies de séquence et de
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structure et sont également co-immunoprécipités avec l’ARN polymérase [15, 305]. La présence

de l’ARN 6S joue un rôle sur la survie des bactéries E. coli. Lorsque celles-ci sont privées de nu-

triments sur de longues périodes, les bactéries ayant perdu le gène ssrS sont moins résistantes et

meurent [304]. Un résultat inverse est obtenu en augmentant le pH [306]. Dans ces conditions de

pH élevé, l’ARN 6S est très abondant et le gène pspF (phage-stock protein F) réprimé. En effet, la

protéine pspF catalyses la formation du complexe « promoteur ouvert » et facilite l’initiation de

la transcription par l’ARN polymérase E54 [255]. Cette ARN polymérase est requise pour la trans-

cription d’une sous-classe de gènes qui empêcheraient la déplétion de ressources d’énergie dans

certains environnements ou neutraliseraient partiellement des conditions défavorables [257].
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complexe promoteur/holo 
RNAP ouvert

complexe d'élongation

complexe 6S/holo RNAP complexe ARN 6S/pRNA/
coeur RNAP

d'après Kugel and Goodrich 2007

A

B

FIGURE 3.4 – L’ARN 6S mime le promoteur ADN. (a) Transcription par la RNAP de E.coli. Les com-
plexes ouverts contiennent l’holoRNAP et le promoteur ADN. La transcription commence avec
l’addition des NTPs,σ70 peut se dissocier et le complexe d’élongation se forme. Pendant ce temps,
la région en amont de la bulle se réhybride et l’extrémité 5’ du transcrit ARN se détache du pro-
moteur ADN. (b) Régulation transcriptionnelle par l’ARN 6S. Pendant la phase stationnaire, l’ARN
6S se lie à l’holoenzyme E 70 de la même façon que le promoteur ADN dans le complexe ouvert. Ce
faisant, il bloque la transcription. L’inhibition est relâchée quand les cellules sortent de la phase
stationnaire car la concentration en NTPs augmente et permet à la RNAPII de synthétiser des
pARNs en utilisant l’ARN 6S comme matrice. Cela aboutit à la libération deσ70. Les complexes 6S
–pARN–RNAP qui restent sont instables. Cette instabilité serait provoquée par le fait que la bulle
formée par l’ARN 6S ne peut pas se réhybrider derrière la RNAPII, comme le fait le promoteur.

L’ARN 6S possède de surcroît une qualité étonnante, celle de diriger sa propre transcription

ARN dépendante. L’ARN 6S est sa propre matrice, produisant des ARNs de 14 à 20 nucléotides de

long (pARNs). Cette transcription relâche l’ARN 6S et la sous-unité σ70 de l’ARN polymérase par

la déstabilisation de l’hybride ARN 6S-pARN (figure 3.4 B). Comme l’ARN 6S est simple brin et hy-

bridé sur lui-même avec une boucle, il ne peut pas y avoir de réhybridation permettant à la matrice

d’avancer et ceci conduit à la libération du pARN. Cette transcription a lieu lorsque la concen-

tration en rNTPs est élevée, condition réalisée lorsque la transcription est réduite. In vivo, cette

transcription a lieu en sortant de la phase stationnaire mais ni pendant ni en phase exponentielle.
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Un modèle est proposé dans lequel l’ARN 6S est produit en grande quantité, inhibe l’ARN poly-

mérase et où les rNTPs s’accumulent, faute de transcription. Lorsque les conditions redeviennent

bonnes, la transcription peut reprendre, produisant ainsi l’ARN 6S, piégé dans l’ARN polymérase,

et permettant sa dissociation [327].

3.3.2 L’ARN B2

B2 est un ARN non codant de 178 nucléotides, transcrit par la RNAPIII et provenant des SINEs

(short interspersed elements). Il est abondamment exprimé dans les cellules murines ayant subi

un choc thermique. Dans ces conditions, cet ARN s’associe à la RNAPII [5]. In vitro, l’ARN B2 est

capable d’inhiber l’activité transcriptionnelle de la RNAPII. Un autre ARN inhibiteur de la RNA-

PII, l’ARN FC*, entre lui aussi en compétition avec B2. Or, le complexe ARN FC*-RNAPII avec ses

12 sous-unités à été cocristallisé à une résolution de 3,8 Å et il en ressort que l’ARN FC* se place

dans le sillon de l’ADN (figure 3.5). De cette façon, l’ARN FC* empêche l’ADN d’entrer et donc

inhibe la transcription [145]. L’ARN B2 est constitué de quatre tiges-boucles et d’une partie non

structurée entre la deuxième et la troisième tiges-boucles et d’une queue riche en adénosines (fi-

gure 3.6 structure). L’ARN B2 privé de sa queue riche en adénosines s’associe toujours au PIC et

inhibe la transcription. La partie 3-149 comprenant les quatre tiges-boucles est suffisante à elle-

seule pour se fixer à la RNAPII et inhiber la transcription. Cette inhibition n’est pas directement liée

à sa fixation sur la RNAPII puisque la région 99-131 (partie non structurée et troisième tige-boucle)

s’associe fortement à la RNAPII sans l’inhiber, alors que le segment minimal permettant l’inhibi-

tion va du nucléotide 81 au nucléotide 131 (deuxième et troisième tige-boucle avec la partie non

structurée). Il faut d’ailleurs remarquer que l’ARN B2 81-131 est capable d’inhiber la formation des

complexes d’élongation alors que l’ARN B2 99-131 n’a aucun effet [80].
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d'après Kettenberger, Eisenfuhr et al. 2006

FIGURE 3.5 – Modèle de l’inhibition de la formation du complexe promoteur ouvert par l’ARN
FC*. La région en amont du promoteur ADN a été placée sur la RNAPII sur la base de sa localisation
dans le complexe RNAP-promoteur chez la bactérie. La région en aval du promoteur ADN et le
brin matrice dans la bulle du complexe ouvert sont modélisés selon le complexe d’élongation de
la RNAPII. L’ARN FC* est représenté comme une surface moléculaire. Il s’hybride au promoteur,
empêchant toute transcription. On comprend sur ce schéma que l’ARN FC* ajouté après le début
de la transcription, n’aura pas d’effet inhibiteur.
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SS4

liaison et inhibition

liaison

inhibition

FIGURE 3.6 – Structure de l’ARN B2. Les différentes parties de l’ARN B2 ont été testées pour l’as-
sociation à la RNAPII et pour l’inhibition de son activité transcriptionnelle. En rose, les parties
nécessaires pour la liaison et l’inhibition, en rose cerclé de vert, la partie indispensable à la liaison,
en rose cerclé de bleu, la partie responsable de l’inhibition de la RNAPII.
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3.3.3 L’ARN Alu

L’ARN Alu serait l’homologue humain de l’ARN B2. Les gènes Alu sont les SINEs les plus repré-

sentés. On en compte plus d’un million de copies, ce qui représente plus de 10% du génome. Ils

sont plutôt présents dans les gènes codant pour des protéines, le plus souvent dans les régions in-

troniques. L’ARN Alu est composé de 2 bras similaires mais distincts, le bras gauche et le bras droit,

réunis par une chaîne riche en adénine et se termine par une queue poly(A). Les deux bras se dif-

férencient par deux séquences : une séquence de 31 pb présente sur le bras droit et un promoteur

interne pour la RNAPIII sur le bras gauche. Les gènes Alus ne sont exprimés qu’en cas de stress.

Lors d’un choc thermique les ARNs Alu sont donc abondamment exprimés. L’équipe de Kugel et

Goodrich a mis en évidence la restauration de la transcription de gènes éteints par le choc ther-

mique grâce à l’inhibition de cet ARN par antisens (ADNc clone TS 103, connu pour être exprimé

sous la forme d’un transcrit de 281 nucléotides dans les cellules humaines [278]). In vitro, cet ARN

s’associe à la RNAPII et un ARN Alu pourrait se fixer à deux molécules de RNAPII. Les deux bras de

cet ARN sont deux longues tiges-boucles séparées par une région non structurée. Cette dernière

région et une région située sur la deuxième boucle semblent suffisantes pour l’inhibition de la

transcription indépendamment l’une de l’autre. Comme l’ARN B2, l’ARN Alu s’associe à la RNAPII

pendant la formation du PIC. Cette RNAPII en complexe avec B2 ou avec Alu est bloquée sur les

promoteurs des gènes dont l’expression est réprimée [198].



Chapitre 4

Objectifs

Le laboratoire d’Olivier Bensaude travaille sur les ARNs non codants. Mon sujet de master a

pris comme point de départ les travaux sur l’ARN 6S chez la bactérie et sur l’ARN B2 chez la souris.

Ces ARNs non codants n’ont rien en commun d’un point de vue de la séquence mais possèdent

plusieurs caractéristiques en commun. Ils sont tous deux exprimés lors d’un stress. L’ARN 6S est

transcrit lorsque les bactéries arrivent en phase stationnaire et l’ARN B2 est produit par les cel-

lules murines à la suite d’un choc thermique. Tous deux sont abondamment exprimés dans ces

situations et sont responsables d’une inhibition de la transcription dans ces cellules. Cette inhi-

bition est la conséquence de leur liaison à l’ARN polymérase. L’ARN 6S se fixe dans la crevasse de

la RNAP, bloquant l’accès au promoteur. L’ARN B2 inhibe la RNAPII avant la formation du PIC,

potentiellement par un mécanisme similaire. Ces deux exemples d’ARN inhibiteurs de la RNAPII

nous ont poussés à chercher des ARNs non codants, associés à la RNAPII humaine en-dehors de

tout contexte de stress.

L’objectif étant de répondre à une question la plus ouverte qui soit, il fallait avoir accès à toutes

les formes de RNAPII, à savoir phosphorylée ou non. Pour réaliser cela, je suis partie de cellules

HeLa, particulièrement résistantes au traitement nocodazole (85 % d’entre elles sont viables après

16-18h de traitement). En effet, en mitose, la RNAPII est détachée de l’ADN et donc facilement

extractible sans avoir besoin d’utiliser des conditions trop dénaturantes qui casseraient les liai-

sons potentielles avec des partenaires ARNs. Les ARNs obtenus de cette façon ont été purifiés et

marqués radioactivement. Parmi ces ARNs, le snARN U1 a été identifié.
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La co-immunoprécipitation de l’ARN U1 avec une RNAPII non transcriptionnellement active

a orienté la suite de mon projet sur la recherche du rôle de cette association et par conséquent à

d’abord la caractériser. Nous avons cherché à déterminer si cette interaction était spécifique de

l’ARN U1, des ARNs de l’épissage ou bien d’un ARN abondant en cherchant la présence de l’ARN

U2 et de l’ARN 7SK. En cherchant biochimiquement quels étaient les partenaires associés, nous

nous sommes rendus compte que la snRNP U1 était entièrement et spécifiquement associée à la

RNAPII non transcriptionnellement active. Afin de savoir si cette liaison avait un lien avec l’épis-

sage, j’ai créé deux lignées cellulaires comportant le même gène en multiples copies mais distinct

entre les deux lignées par sa propriété à être épissé ou non. Ces copies sont insérées à un endroit

unique du génome. Par microscopie à fluorescence et analyse d’images, j’ai ensuite observé l’en-

richissement des snARNs de l’épissage sur ce macro-site de transcription. Alors que les ARNs U2,

U4, U5 et U6 ne sont plus enrichis sur un site dont l’ARNm n’est pas épissé, le snARN U1 est recruté

d’une façon similaire dans les deux cas. Les protéines de la snRNP U1 sont également présentes

sur le macro-site de l’ARNm non épissé. Cet enrichissement de la snRNP U1 indépendamment de

l’épissage a peut-être pour vocation de préparer l’épissage. Dans cette hypothèse, plusieurs pro-

téines ont été testées pour voir si elles étaient toujours présentes avec la snRNP U1 : des protéines

SR directement impliquées dans l’épissage ou associées à des granules de stockage des facteurs

d’épissage (speckles). Les résultats montrent que la snRNP U1 est recrutée sans autres protéines

impliquées dans les premières étapes de l’épissage et que cet enrichissement est indépendant des

speckles. Le profil de protéines co-enrichies avec la snRNP U1 sur un gène dont l’ARNm n’est pas

épissé semble donc précis et reflète probablement le rôle de ce recrutement.

La suite de ce manuscrit va présenter les résultats énoncés ci-dessus.
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4.1 Analyse radiale

Plugins écrits sous ImageJ, Béatrice Spiluttini. Les images sont prises en x, y et z. Le pas du z

est de 200nm.

4.1.1 Focuser

L’utilisateur indique les couleurs de ses images et précise la couleur du site de transcription (fi-

gure 4.1). Les cellules sont sélectionnées par leur site de transcription. L’image en MS2 est sommée

sur tous les plans et le bruit de fond est soustrait.

Couleur du site de transcription

Couleurs supplémentaires sur 
lesquelles on veut faire l'analyse.

Pour chaque couleur cochée, une 
image sommée sur trois plans sera 
réalisée

Combien de plans doivent être sommés ?

Quelle est l'image sur laquelle on va 
sélectionner le site contrôle ?

Si on ne veut pas être trop influencé on 
peut décider de sommer deux images 
pour choisir le site contrôle.

FIGURE 4.1 – Plugin focuser.

run("Z Project ...", "start =1 stop =21 projection =[ Average Intensity ]");

getStatistics(Z_avint_area , Z_avint_mean , Z_avint_min , Z_avint_max , Z_avint_

std);

close();

setBatchMode(false);

p_x_TS = new_xrect;

p_y_TS = new_yrect;

p_width = new_widthrect;

p_height = new_heightrect;

background_substract = Z_avint_mean + 0.5 * Z_avint_std;
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run(" Subtract ...", "stack value ="+ background_substract);

L’utilisateur entoure d’un ovale les sites de transcriptions sur cette image. Le programme ana-

lyse les pixels contenus dans l’ovale sur l’ensemble des images en z. Il détermine le pixel aux coor-

données x, y, z ayant la plus forte intensité.

// find the optimal Z slice

w = getWidth ();

h = getHeight ();

the_max_pixel = -10;

for (i=p_x_TS; i<(p_x_TS+p_width); i++) {

for(ii=p_y_TS;ii <(p_height+p_y_TS);ii++){

curr_intensity = getPixel(i,ii);

if(curr_intensity >=the_max_pixel){

the_max_pixel = curr_intensity;

pixel_maxX = i;

pixel_maxY = ii;

}

}

}

close();

// on cherche le pixel de maximum intensite sur tous les stacks et on

determine le stack ou il se trouve = maxZ donc on ouvre le stack Cy3

file_Nr=substring(file , lengthOf(file) -8, lengthOf(file) -4);

open(MS2_STK_file_path);

ts_size =5;

intensity =0;

for (z=1; z<= nSlices; z++) {

setSlice(z);

pix_intensity = getPixel(pixel_maxX ,pixel_maxY);

if (pix_intensity >intensity) {

intensity=pix_intensity;

optimal_Z_slice=z;

}

}

print(" Optimal Z slice =", optimal_Z_slice);

Le stack est ouvert sur le plan en z contenant ce pixel d’intensité maximale entouré d’un cercle

de 20 pixels de rayon. L’utilisateur peut changer ce plan s’il juge que celui-ci n’est pas en focus

sur le site de transcription. Une fois le plan focus choisi, le plan focus est sommé avec le plan
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immédiatement supérieur et le plan immédiatement inférieur.

run("Z Project ...", "start =" + (optimal_Z_slice -((ZP -1)/2)) + " stop=" + (

optimal_Z_slice +((ZP -1)/2)) + " projection =[Sum Slices ]");

A partir de l’ovale dessiné par l’utilisateur, le programme calcule le pixel barycentre (fonction

de l’intensité et de la position) sur cette nouvelle image. Formule du barycentre :
∑

X i ·I i+
∑

Yi ·I i
∑

I i

barycentre_x_numerator = 0;

barycentre_x_denominator = 0;

barycentre_y_numerator = 0;

barycentre_y_denominator = 0;

// on calcule de barycentre et en meme temps on trouve les pixels du contour.

nb_pixels_contour = 0;

for( x = p_x_TS ; x < (p_x_TS + p_width) ; x++){

for( y = p_y_TS ; y < (p_y_TS + p_height) ; y++){

current_intensity = getPixel(x,y);

if(current_intensity == 0){

s = getPixel(x-1,y-1) + getPixel(x-1,y) + getPixel(x-1,y

+1) + getPixel(x,y-1) + getPixel(x,y+1) + getPixel(x+1,

y-1) + getPixel(x+1,y+1);

if(s > 0){

nb_pixels_contour += 1;

}

}

barycentre_x_numerator += x * current_intensity;

barycentre_x_denominator += current_intensity;

barycentre_y_numerator += y * current_intensity;

barycentre_y_denominator += current_intensity;

}

}

print("NB pixels contour:", nb_pixels_contour);

pixels_contour_x = newArray(nb_pixels_contour) ;

pixels_contour_y = newArray(nb_pixels_contour);

tmp = 0;

for( x = p_x_TS ; x < (p_x_TS + p_width) ; x++){

for( y = p_y_TS ; y < (p_y_TS + p_height) ; y++){

current_intensity = getPixel(x,y);

if(current_intensity == 0){

s = getPixel(x-1,y-1) + getPixel(x-1,y) + getPixel(x-1,y

+1) + getPixel(x,y-1) + getPixel(x,y+1) + getPixel(x+1,

y-1) + getPixel(x+1,y+1);
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if(s > 0){

pixels_contour_x[tmp] = x;

pixels_contour_y[tmp] = y;

tmp += 1;

}

}

}

}

barycentre_x = round(barycentre_x_numerator / barycentre_x_denominator);

barycentre_y = round(barycentre_y_numerator / barycentre_y_denominator);

Ensuite l’image est recentrée sur le site de transcription (=autant d’images que de sites de

transcription) en coupant 170 pixels de part et d’autres du pixel barycentre. Les stacks correspon-

dants aux autres couleurs sélectionnées (une même cellule est prise en plusieurs couleurs) sont

sommés de la même façon au plan focus et les coordonnées du recadrage sont reportées sur cha-

cune de ces nouvelles images. Une de ces images dans la couleur choisie (celle-ci pouvant être

également une somme de deux images, avec un DAPI le plus souvent) est ouverte. Le pixel bary-

centre y est indiqué par une cible et l’utilisateur doit choisir un site contrôle en dessinant un carré.

Le programme choisit ensuite aléatoirement un pixel à l’intérieur de ce carré. Celui-ci devient le

pixel contrôle.

// dans le repertoire sum of 3 planes , pour faire le merge de deux images de

couleurs differentes

file_target_fluo = replace(MS2_Zsum_file ,TS_id+".tif",target_fluo +". tif");

sum_file_path_target_fluo= sum_path+ "/"+ file_target_fluo;

if(do_merge){

file_control_target = replace(MS2_Zsum_file ,TS_id+". tif",control_target +".

tif");

sum_file_path_control_target= sum_path+ "/"+ file_control_target;

open(sum_file_path_target_fluo);

ch_name=getTitle ();

open(sum_file_path_control_target);

chcontrol_name=getTitle ();

mix_name = replace(chcontrol_name , control_target +".tif", "mix.tif");

imageCalculator ("Add create", chcontrol_name ,ch_name);

save(sum_path +"/"+ mix_name);

}else{

open(sum_file_path_target_fluo);

};
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// fait une cible autour du site de transcription

run("RGB Color ");

run(" Colors ..."," foreground=red background=white selection=yellow ");

lenght =8;

label_diameter =11;

setFont (" SansSerif", 20, "bold");

xt=5; yt=26;

setColor (200, 100, 200);

drawString ("X="+x_TS+" :Y="+y_TS , xt , yt);

setTool (4);

// trait droit

x1=newx_TS+label_diameter;

y1=newy_TS;

x2=x1+ lenght;

y2=newy_TS;

makeLine(x1, y1, x2,y2);

run("Draw");

// trait gauche

x1=newx_TS-label_diameter;

y1=newy_TS;

x2=x1-lenght;

y1=newy_TS;

makeLine(x1, y1, x2,y2);

run("Draw");

// trait bas

x1=newx_TS;

y1=newy_TS+label_diameter;

x2=newx_TS;

y2=y1+ lenght;

makeLine(x1, y1, x2,y2);

run("Draw");

// trait haut

x1=newx_TS;

y1=newy_TS-label_diameter;

x2=newx_TS;

y2=y1-lenght;

makeLine(x1, y1, x2,y2);

run("Draw");

//faire le carre controle sur l’image mix

setTool (0);
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showMessage ("you will have 6 seconds to select an ROI for the control outside

a nucleolus ");

wait (4000);

getSelectionBounds(x_cont , y_cont , width_cont , height_cont);

rnd=random;

x_cont_position=round(x_cont+( width_cont*rnd));

rnd=random;

y_cont_position=round(y_cont+( height_cont*rnd));

close();

close();

Ces images sont enregistrées en format tif. Un fichier log est créé pour chaque site de transcrip-

tion, comportant entre autres : le nom du stack ayant permis la sélection du site de transcription,

le nom des différentes images créées, les coordonnées du pixel barycentre dans le stack et dans la

nouvelle image, le z sélectionné, les coordonnées du pixel contrôle dans la nouvelle image.

4.1.2 Automatic density analysis

L’utilisateur indique le grossissement de l’objectif, le rayon sur lequel s’étendra l’analyse (par

défaut 15 pixels) et la couleur de l’image à analyser. Les fichiers logs sont ensuite lus, et les images

correspondantes (à savoir image du site de transcription et image de la couleur choisie) sont ou-

vertes. L’analyse se fait sur le site de transcription pour l’image du site de transcription et sur le

site de transcription et sur le site contrôle pour la couleur choisie. Cette analyse procède comme

suit : le programme dessine des ovales de rayons croissants (incrémentés de 1 pixel à chaque fois)

et mesure l’intensité moyenne sur l’aire ainsi délimitée.

//on fait les cercles autour du site de transcription en mesurant l’intensite

du signal MS2

prev_oval_intensity =0;

prev_area =0;

intensities_TS = newArray(radius);

density_TS = newArray(radius);

pixels= newArray(radius);

line1= newArray(radius);

for (i=1; i<( radius +1); i++) {

w=1+2*(i-1);

x=xTS_value -i+1;

y=yTS_value -i+1;
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makeOval(x, y, w, w);

getStatistics(area , mean);

if(i== radius_average) { final_mean_TS=mean;}

oval_intensity =(area*mean);

density_TS_value =(( oval_intensity -prev_oval_intensity)/(area -prev_area));

prev_area=area;

prev_oval_intensity=oval_intensity;

intensities_TS[i-1]= density_TS_value;

}

Ensuite, chaque intensité moyenne est retranchée à l’intensité moyenne de l’aire suivante. Ces

intensités moyennes par couronne sont ensuite divisées par l’aire correspondante, donnant une

densité de signal.

max_density_TS_norm =0;

min_density_TS_norm =1;

max_density_tg_norm =0;

min_density_tg_norm =1;

max_density_ctl_norm =0;

min_density_ctl_norm =1;

print("Nr; radius in nm; raw intensity TS; intensity TS; raw intensity target;

intensity target; raw intensity control; intensity TS control ");

wait (100);

for (i=1; i<( radius +1); i++) {

density_TS_value=intensities_TS[i-1];

density_tg_value=intensities_tg[i-1];

density_ctl_value=intensities_ctl[i-1];

pixels[i -1]=((i-1)*pix_size);

line1[i -1]=1;

density_TS_norm = (density_TS_value/final_mean_TS);

density_tg_norm = (density_tg_value/final_mean_tg);

density_ctl_norm = (density_ctl_value/final_mean_ctl);

density_TS[i-1] = density_TS_norm;

density_tg[i-1]= density_tg_norm;

density_ctl[i-1]= density_ctl_norm;

max_density_TS_norm=maxOf(max_density_TS_norm , density_TS_norm);

min_density_TS_norm=minOf(min_density_TS_norm , density_TS_norm);

max_density_tg_norm=maxOf(max_density_tg_norm , density_tg_norm);

min_density_tg_norm=minOf(min_density_tg_norm , density_tg_norm);

max_density_ctl_norm=maxOf(max_density_ctl_norm , density_ctl_norm);

min_density_ctl_norm=minOf(min_density_ctl_norm , density_ctl_norm);
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radiuss =((i-1)*pix_size);

print(i+"; "+ radiuss +"; "+ density_TS_value +"; "+ density_TS_norm +"; "+

density_tg_value +"; "+ density_tg_norm +"; "+ density_ctl_value +"; "+

density_ctl_norm);

}

miny_ts=min_density_TS_norm -0.1;

maxy_ts=max_density_TS_norm +0.1;

miny=min_density_tg_norm -0.1;

maxy=max_density_tg_norm +0.1;

miny_ct=min_density_ctl_norm -0.1;

maxy_ct=max_density_ctl_norm +0.1;

maxx=radius*pix_size;

Ces données sont enregistrées dans un fichier csv et un graphique est produit pour chaque site

de transcription avec la densité de signal rapportée au rayon pour l’image du site de transcription

au TS, pour l’image dans la couleur choisie au TS et au RS.

4.1.3 Présentation des résultats

A chaque courbe correspond un site de transcription. Chaque valeur de la courbe est divisée

par la valeur la plus périphérique car on admet que la dernière couronne est totalement en-dehors

du site de transcription (figure 4.2 A). Cette étape est indispensable pour faire ressortir le signal par

rapport au bruit de fond comme on peut s’en rendre compte dans la figure 4.2 B. La division par la

couronne la plus excentrée donne des courbes qui se rejoignent toutes à 1 pour le dernier rayon.

Toutes les courbes d’un site de transcription d’une part et du site contrôle d’autre part, sont ensuite

moyennées pour une même condition (ex : le signal MS2) et une même lignée et les moyennes du

site de transcription et du site contrôle sont reportées sur un graphique (figure 4.2 C). On peut

ensuite reporter sur un même graphique les moyennes obtenues au site de transcription et au site

contrôle pour différentes lignées ou conditions (figure 4.2 D). Les barres d’erreurs dessinées sur les

graphiques représentent l’erreur standard (écart-type/racine(taille échantillon)). Pour déterminer

si un résultat est significatif, j’ai à chaque fois réalisé un bootstrap à partir des données (figure 4.3).

Les valeurs de chaque site contrôle et de chaque site de transcription sont mélangées et deux lots

de 50 cellules sont tirés au sort, le lot A et le lot B. La courbe moyenne est calculée pour ces deux

lots et on calcule la somme des moindres carrés à partir de chacun des points de la courbe. Ce
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processus est réalisé plusieurs fois (1000 ou 10 000 fois). Les valeurs obtenues pour la somme des

moindres carrées se disposent selon une loi normale. On compare ensuite la somme de moindres

carrés des courbes moyennes des sites de transcription et des sites contrôles avec cette distribution

normale. La p-value obtenue et indiquée en rouge sur le graphe, donne l’aire correspondant au

cas où sites de transcription et sites contrôles sont identiques. Plus cette valeur est faible, plus le

résultat est significativement différent entre les sites contrôles et les sites de transcription. On fixe

le pourcentage d’erreur à 5% (p-value = 0,05). Si on obtient un résultat de 5%, on considère qu’il

n’y a pas de différences. En général, les p-value sont inférieures à 10−2, 10−3.
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FIGURE 4.2 – Analyse radiale.
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4.2 Microscopie photonique

Le microscope utilisé est un Olympus IX 80. Les filtres utilisés sont : Cyan GFP, quad Semrock

BrightLine DA/FI/TR/Cy5-4X4M-B. Les images sont prises avec l’objectif 60x. Le logiciel d’acqui-

sition d’image est Metamorph version 6.3r7. La prise d’image est manuelle ou automatisée avec

l’enregistrement de positions en x, y et z. Les temps d’exposition sont déterminés avant chaque

acquisition afin d’avoir la meilleur dynamique de signal possible sans saturation de l’image. Les

images obtenues sont des piles d’images par position (x,y) espacées de 200nm en z. Elles sont en

format 16 bits.

4.3 Immunoprécipitations natives

Les cellules lavées au PBS sont râclées (pour les cellules non synchronisées) ou vortexées (pour

les cellules mitotiques) dans le volume utile de tampon de lyse, préparé à partir d’un tampon 5X.

Pendant 20 minutes, elles sont maintenues dans la glace en vortexant toutes les 2 minutes.

Tampon 5X

produits concentration finale dans le 5X quantité pour 10mL (mL) quantité pour 50mL (mL)

Hepes 0,5M, pH 7,8 50mM 1 5

MgCl2 1M 7,5M 0,075 0,375

KCl 1 M 50mM 0,5 2,5

EDTA 0,1M 1mM 0,1 0,5

NaCl 4M 250mM 0,625 3,125
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Tampon de lyse

qsp (mL) 1 5 10

TP 5X 200 1000 2000

NP40 10% 50 250 500

eau 750 3750 7500

DTT 1 5 10

RNAse Inhibitor 1 5 10

Protease Inhibitor SIGMA 3,3 16,5 33

PMSF 200mM 5 25 50

4.4 Immunopréciptations en crosslink

4 ou 2 boîtes diamètre 15cm

- 2 non traitées (1 cross-linkée ; 1 non cross-linkée)

+ 2 traitées DRB 100µM 1h à 37˚C (1 cross-linkée ; 1 non cross-linkée)

Avant tout : précoater les billes (voir IP)

1. Conditions de cross-link

– Ajouter dans le milieu 1/10e Volume de tampon FA (formaldéhyde 11%)

– Agiter à température ambiante pendant 10 min

– Ajouter 1/20e de glycine 2,5M pH7 final dans le milieu

– Agiter à température ambiante pendant 5 min

2. Lyse

– Faire deux lavages sur boîtes dans du PBS froid.

– Gratter les cellules dans du PBS et les collecter dans tubes 50mL

– Centrif 5 min, 700g, 4˚C

– Remettre en suspension les culots avec 4mL de RIPA /culot et aliquoter 5.107-1.108 cells

par tube. AJOUTER protease inhibitor ! ! ! !

3. Sonication

– Travailler dans des tubes de 15mL en Polypropylène
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– Soniquer 30 sec puis pause 90 sec pendant 30 min dans la glace en rajoutant de la glace

toutes les 5 min

– Ajuster à 25mM MgCl2 (0,1mL de 1M) et 5 mM CaCl2 (70µL de 2M au 1/7e). Ajouter 60

unités DNAse I et 120 unités de RNase Inhibitor. Laisser à 37˚C pour 15 min. Optionnel :

Ajouter 1/10e Volume Triton X-100

– Transférer en eppendorfs et Eliminer les débris en centrifugeant 10 min à 20 000g à 4˚C

Optionnel : les lysats peuvent être congelés à -80˚C et utilisés le jour suivant

4. Préclearing

– Le lysat est préincubé avec 50µL de billes pA-sépharose avec un tARN (100µg/mL) pen-

dant 1h à 4˚C.

– Conserver 100µL pour western (+100µL de laemmli 2X) pour l’analyse prot

– Prélever 50→200 µL à congeler à -20˚C. Cet échantillon servira pour les ARNs input

5. Immunoprécipitation

– Préparer les billes protéineA-sépharose. Incuber les anticorps dans 1mL de tp RIPA avec

les billes. Agiter pendant plusieurs heures à 4˚C. OU BIEN faire le complexe immun avant

de mettre les billes.

– Ajouter 800µL de lysat pour 20µL de billes. Agiter 1h→overnight à 4˚C.

– Récupérer les surnageants : 100µL pour western (+100µL de laemmli 2X) et 700µL pour

extraction ARN

– Laver 4 fois avec 800µL de tampon RIPA haut-sel

– Prélever 100µL du dernier lavage+billes (1/8 du total de billes) pour analyse en western+

100µL de laemmli 2X

– Remettre en suspension dans 300µL de tampon d’élution

6. Réversion du cross-link

– Incuber 2h→overnight à 65˚C

7. Extraction et purification des ARNs

– Prendre 200µL pour les inputs

– Ajouter 800µL de solution toute prête de Qiazol (guanidine+phénol) (Invitrogen) à chaque

tube
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– Vortexer 15 sec

– Laisser 5 min sur la paillasse

– Ajouter 200µL chloroforme/mL de Qiazol (soit 160µL pour 800). Secouer vigoureusement

– Laisser 2 à 3 min à température ambiante

– Centrif 15 min à 12 000g à 4˚C

– Récupérer la phase aqueuse ( 60% Volume Qiazol pipetté) et peser

– Ajouter 500µL de chloroforme

– Centrif 5 min à 12 000g à 4˚C

– Récupérer la phase aqueuse, peser et recommencer un lavage chloroforme

– Ajouter 0,5mL d’isopropanol (ou d’EtOH 100% froid) pour 1mL de Qiazol+10µg glycogène

+ 1/10e Volume total de sodium acetate

– Placer overnight à -20˚C OU 1h à -80˚C

– Centrifuger à 20 000g pendant 20 mn.

– Enlever le surnageant et laisser sécher (attention à ce que le culot ne sèche pas trop, im-

possible à récupérer ensuite).

– Elution dans 20 µL pour les inputs et pour les billes et nanodrop. Réajustement des vo-

lumes en fonction de la concentration et des pertes durant les lavages chloroforme.

4.5 Marquage des ARNs au pCp

Préparer le pCMP marqué au γ 32P ATP

(CMP = Cytidine 3’-MonoPhosphate, produit Sigma Réf C-1133)

1µl CMP

1µl T4 polynucleotide kinase buffer

1µl DTT 50mM

1µl eau

5µl γ32P ATP

1µl T4 polynucleotide kinase (Fermentas, 10 U/ml)

Incubation 37˚C 1h, inactiver à 95˚C 5mn. Congeler à – 20˚C.
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Ligation CMP marqué aux ARN

1µl ARN

0,5 µl 10x RNA ligase buffer

0,5 µl ATP 0,25 mM

0,5 µl DTT 33 mM

0,5ul DMSO

0,5 µl CMP marqué

0,5 µl T4 RNA ligase 15U/µl

Mélanger puis mettre une nuit à la chambre froide.

Le lendemain ajouter 2 µl de RNA loading buffer

900µl formamide déionisé

50µl Tris 1M pH 7,5

2 µl EDTA 0,5 M pH 8,0

25 µl bleu BMP 10%

25 µl xylène cyanol 10%

Chauffer à 60˚C pendant 2mn puis mettre sur glace avant de déposer.

4.6 Gels

Les gels de Western blot et de Northern blot sont des gels en acrylamide et Tris. Pour la RNAPII,

le pourcentage d’acrylamide utilisé est de 8% et le transfert est liquide (Biorad). Pour les Northern

blots, les gels sont à 12% acrylamide et le transfert est semi-sec.

4.7 Cellules et Anticorps

Cellules : En biochimie, les cellules sont des HeLa données par M. Rousselle. Elles sont cultivées

en présence de Dubelco’s modified Eagles medium (DMEM) Glutamax (4,5g/L de glucose) avec

du sérum de veau fœtal à 10%. Pour la microscopie, les cellules sont des U2OS transfectées avec

un plasmide tet-on et l’une ou l’autre des deux constructions (voir résultats). Elles sont cultivées

en présence de Dubelco’s modified Eagles medium (DMEM) Glutamax (1g/L de glucose) avec du

sérum de veau fœtal à 10%. La sélection des clones stables a été faite en puromycine.
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4.8 Anticorps

Anti-RNAPII : N20 (Santa Cruz), 8WG16 (ascites), 8WG16 (Eurogentec), H224 (Santa Cruz), A10

(Santa Cruz), CTD4H8 (Millipore), pol3/3 (ascites), H5 et H14 (Covance). snRNP U1 : Anti-U170K

CB7 (don de D.L. Black, University of California à Los Angeles), anti-U1A (Abcam). Anti-TFIIH :

p62, cycline H, cdk7 (don de J.M. Egly au C.U. de Strasbourg). Epissage : anti-SC35 (Santa Cruz),

anti-U2AF65 (Abcam), anti-SF2/ASF clone 103 (ZYMED Laboratories), anti-FLAG (SIGMA).

4.9 FISH (Fluorescence In Situ Hybridization) adapted for mammalian

cells

Inspired from : Sensitive and high-resolution detection of RNA in situ (2000) Pascal Chartrand,

Edouard Bertrand, Robert H. Singer and Roy M. Long Methods in Enzymology Volume 318, Pages

493-506H.

Preparation of FISH probes

1. 20 ng of 50-mer oligodeoxynucleotides including with 5 (amino-allyl modified thymidines)

(EUROGENTEC) is used. Probe design : 50% GC is optimal. Between 48 and 52% is tolerable.

The amino-allyl thymidines are scattered through the sequence, a minimum of 8 base spa-

cing is required. The remaining thymidines are unmodified. If required, a non-hybridizing

amino-allyl T can be added in 5’ or an amino-allylllyl T-A in 3’. Avoid 3’ or 5’ hairpins. Check

specificity by Blast : less than unspecific 18 nucleotide hybridization acceptable to avoid

unspecific binding (10 base in ribosomal genes).

2. The DNA was dried in a Speed-Vac.

3. The DNA was resuspened in 20µL NaCO3 (0.1M pH 9.3).

4. The solution was transferred to a vial opened at the last minute of CyTM5 (LQ15108/AC) or

CyTM3 (LQ13108/AB) mono-Reactive Dyes from GE Healthcare and incubated overnight in

the DARK !
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5. The probes were fractionated by exclusion chromatography (Sephadex G-50) or (FPLC – Su-

perdex 75) and equilibrated with a 10mM Triethylamine Buffer (TEAB) satured overnight

with CO2 (the first peak coming out is the colored probe and the next one is uncoupled dye).

6. The probes are speed-dried in a Speed-VAC overnight.

7. The pellets are resuspended in 40 µL (less if doubts on efficiency of the reaction) deionized

distilled water and the concentrations is measured with a Nanodrop.

8. The concentrations are adjusted to 40 ng/µL per each probe with TE buffer (Tris-EDTA).

9. Probes are kept at –20˚C for storage.

Coverslip preparation

1. Soak 18 mm diameter round coverslips in a beaker containing 0.11 M HCl

2. Boil for 10 minutes

3. Dry

4. Autoclave

Cells are plated on cover-slips in a 12-well tissue-culture plate at day 0.

Day 1, fixing cells

1. Cells are quickly washed twice in 1X PBS

2. The cells are fixed in 4% Paraformaldehyde (PFA) in PBS for 15 min at room temperature.

3. Quick wash in 1X PBS

4. Place in 70% ethanol

5. Store in 70% ethanol at 4˚C at least 6 hours before proceeding.

Day 2, washing

1. The coverslips are washed twice for 10 min in 1X PBS.
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2. Then washed once for 10 min in 0.5% Triton in PBS (This time can be reduced or eliminate

if cells are transfected with GFP proteins as there is a possibility that the fluorescent protein

will be lost during permeabilization.

3. Following, the coverslips are washed for 10 min in 1X PBS.

4. In the end the coverslips are washed twice at room temperature for 5 min in FAWASH buffer

(60 ml 4X SSC + 40 ml 100% formamide).

During the washing solution One and Two are made :

Solution one (vol. for 10-12 c/s)

Use 2 ul (80 ng) fluorescent probe per coverslip (probes stocks are usually 40 ng/µL) ; 3.6 µL

of 20X SSC ; 2 µL of 5 mg/mLssDNA/tRNA (100X exces over probe)(Mix equal volume of 10 mg/ml

ssDNA (Sigma D-7656) and 10 mg/ml tRNA (Roche 109541) 160µL 100% formamide ; Adjust to 200

µL with deionized water. Just before hybridization the solution is boiled in an Eppendorf tube for

5 min. and cooled on ice for 5 min.

Solution two

198 µL deionized water 2 µL BSA 50 µL 20X SSC Add 200 µL Solution Two to 200 µL boiled

Solution One and keep on ice.

Incubation chambers

A 10 cm Ø Petri dish is labeled on the bottom with the name of cell and probe. Place inside a

reservoir (use the cap of a 50 ml Falcon tube) containing 2ml of 40% formamide to keep a humid

atmosphere. Make drops of 25-40 µL of probe solution in the dish (one drop per coverslip). When

the washes are finished, the coverslips are gently dried and put face down (cell side) on one drop.

The dish is sealed with parafilm and placed at 37˚C in an incubator for 3 hours (or overnight)

Washes

1. Preheat FAWASH at 37˚C

2. The c/s were replaced, face up, back into a 12 well dist and rinsed twice 15 min in warm

FAWASH in an incubator.
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3. The c/s were rinsed twice for 1 hour in 1X PBS at room temperature.

4. After that washes the cells on the coverslips are stained for 5 min. with DAPI (0.1 ug/ml stock

solution) diluted 20X in 1X PBS.

5. Then they are washed for 5 min. in 1X PBS and the coverslips are mounted on slides for

microscopy in mounting solution.

4.10 Immunofluorescence

1. Seed cells on glass slides

2. Prepare paraformaldehyde stock solution stored at –20˚C.

Heat 4gr/40 ml distilled water, heat at 60˚C, stir magnetically. Add NaOH - 1M drop by drop (2

to 3) until the solution is clear. Bring to 50 ml with distilled water. To 25 ml of this solution add 25

ml of PBSx2.

Fixation

3. Wash slides twice in PBS rapidly

4. Fix in paraformaldehyde 4% in PBS - 15 min.

5. Wash 3 times 5 min. in PBS.

6. Permeabilize in 0.2 % Triton X100 in PBS 10 min.

For GFP fluorescence, you may go directly to DNA staining step 14.

7. Wash in 100 mM glycine in PBS, 10 min.

8. Wash in 3% BSA in PBS 30 min.

9. Incubate first antibody in 0.1 % Tween20, 0.3 % BSA in PBS, one hour. (One drop on parafilm

paper) in humidified atmosphere.

10. Wash in 0.1% Tween 20 in PBS.

11. Wash in PBS 2 times 10 min.
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12. Incubate with 2nd antibody in 0.1 % Tween20, 0.3 % BSA in PBS, one hour. (One drop on

parafilm paper) in humidified atmosphere. If 2nd antibody is fluorescent labelled (DANGER

PHOTOBLEACHING = keep protected from light).

13. Repeat wash steps 10 and 11.

DNA STAINING

14. Stain during 5min with DAPI in PBS (DAPI 20X stock solution (0.1 ug/ml) stored light-protexcted

at 4˚C).

Alternatively, stain DNA with Hoechst 0,1% or propidium iodide (10 mg/ml) in PBS for 15 mi-

nutes. Propidium iodide stains both RNA and DNA - an RNAse step may be performed to strip off

RNA.

15. Wash in PBS 2 times 10 min.

16. Mount on slides with Mounting media (stored at –20˚C).

17. Eventually seal with nail-varnish/nail-polish for long-term storage.
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Chapitre 5

Association RNAPII-U1

indépendamment de la transcription

Les ARNs 6S et B2 sont tous deux des ARNs non codants, capables de se lier à la RNAP en

conditions de stress et d’inhiber son activité. Au début de ma thèse, nous voulions savoir s’il existait

des ARNs non codants associés à la RNAPII humaine, en-dehors de tout contexte de stress. Ces

expériences m’ont d’abord conduite à observer une interaction entre le snARN U1 de l’épissage et

la RNAPII dans un contexte où la RNAPII ne transcrit pas. Cette association semble être le reflet

de l’interaction de la snRNP U1 au complet avec la RNAPII. Par imagerie sur des super sites de

transcription, j’ai cherché à déterminer le lien entre cette association et le rôle du snARN U1 dans

l’épissage. Deux lignées ont donc été réalisées par mutations ponctuelles, l’une avec un intron,

l’autre sans intron. Alors que les UsnARNs U2, U4, U5 et U6 de l’épissage sont absents du site

de transcription d’un gène sans intron, le snARN U1 est le seul a toujours être présent, dans des

proportions identiques à ceux d’un gène avec intron. Ces résultats suggèrent que la snRNP U1 joue

un rôle avant l’épissage, peut-être pour le préparer, et que cette fonction requiert son association

avec la RNAPII.
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5.1 U1 immunoprécipité avec la RNAPII

Nous avons d’abord cherché des ARNs non codants associés à la RNAPII humaine en-dehors

de conditions de stress. Nous souhaitions pour cela extraire la RNAPII tout en conservant ses éven-

tuelles associations avec des ARNs non codants. Or, dans une cellule non stressée, non synchroni-

sée, la RNAPII est accrochée à l’ADN en cours de transcription.

FIGURE 5.1 – Solubilité de la RNAPII dans des cellules non synchronisées et mitotiques. Extrait
cellulaire après lyse 150mM NaCl, 0,5% NP40 et centrifugation 10000rpm. NS : non soluble ; S :so-
luble.

Pour l’extraire, il faut utiliser des conditions très sévères (haut sel et fort détergent) [229, 241].

Ce faisant, on perd une quantité importante d’associations potentielles avec d’autres molécules.

Pour contourner ce problème, j’ai utilisé des cellules bloquées en mitose. Durant la mitose, la

transcription est réduite [149, 107], notamment la transcription par la RNAPII [241, 291]. Les com-

plexes d’élongation sont pour la plupart relâchés de l’ADN et la RNAPII est ainsi soluble. De plus,

l’absence d’enveloppe nucléaire est un obstacle de moins à son extraction. On peut ainsi extraire la

RNAPII de cellules mitotiques avec une faible concentration en sel et des détergents doux et ainsi

préserver un maximum d’associations. Les cellules HeLa (R) ont donc été traitées environ 16h au

nocodazole et les cellules mitotiques ont été collectées en les décrochant mécaniquement. Après

une lyse douce avec 150mM NaCl et 0,5 % NP40, on obtient très peu de RNAPII soluble dans le lysat

clarifié (à 10 000 rpm) de cellules non synchronisées (figure 5.1, pistes 1 et 2). De plus, la RNAPII

extraite n’est pas représentative de la RNAPII cellulaire puisqu’on ne solubilise que la forme hypo-

phosphorylée RNAPIIA . Au contraire, l’extrait mitotique contient la presque totalité de la RNAPII,

sous ses deux formes : la forme hyperphosphorylée RNAPIIO et la forme RNAPIIA (pistes 3 et 4).
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FIGURE 5.2 – ARNs immunoprécipités avec la RNAPII. A. Marquage au pCp des ARNSs co-
immunoprécipités avec la RNAPII. 1 : marqueur ADN de taille ; 2 : IP anticorps contrôle ; 3 : IP
avec anticorps N20. B. Co-migration de la bande RNAPII majeure co-immunoprécipitée avec U1.
1-3 : Northen blot avec la sonde U1 ; 4 : pCp labelling ; 1 : input ; 2 : IP avec anticorps contrôle ; 3-4 :
IP avec anticorps N20.

La RNAPII est un complexe de plusieurs sous-unités, capables d’interagir avec un large panel

de protéines. Afin de se débarrasser de ces protéines satellites et de pré-purifier la RNAPII, les ly-

sats d’extraits cellulaires mitotiques ont été séparés sur un gradient de glycérol (figure 5.6). Les

fractions positives à la RNAPII ont été sélectionnées et une immunoprécipitation anti-RNAPII (IP

RNAPII) a été réalisée. L’anticorps choisi pour faire cette immunoprécipitation est un anticorps

anti-Rpb1 qui reconnaît le domaine N-terminal de cette sous-unité. Ainsi, on conserve dans l’im-

munoprécipitation les deux formes de la RNAPII, IIO et IIA . Les ARNs de l’immunoprécipitat ont

ensuite été extraits et purifiés. Afin de les visualiser, ces ARNs ont été marqués radioactivement au

pCp. Cette technique présente l’avantage d’ajouter une molécule unique de cytidine monophos-

phate radioactive par ARN. De cette façon, le signal radioactif obtenu est directement corrélé à la
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quantité de molécules d’ARN. Les ARNs ainsi marqués ont été déposés sur gel (figure 5.2 A). Une

de nos craintes était d’obtenir une traînée continue d’ARNs qui s’accrocheraient non spécifique-

ment à la RNAPII. Les résultats montrent au contraire plusieurs bandes distinctes dans la piste de

l’IP RNAPII (piste 3). Certaines de ces bandes se retrouvent dans le contrôle (piste 2). Une bande

cependant se dénote particulièrement des autres par un fort signal dans la piste de l’IP RNAPII. Cet

ARN est compris entre 150 et 200 nucléotides. L’expérience répétée sur un autre échantillon prove-

nant d’un autre gradient et d’un autre extrait cellulaire mitotique nous a, à nouveau, donné cette

bande très enrichie dans l’immunoprécipitation RNAPII. Parmi les ARNs non codants connus, les

snARNs du splicéosome sont compris entre 100 et 200 nucléotides, dont les deux plus grands, le

snARN U1 (164 nucléotides) et le snARN U2 (186 nucléotides) [242]. Pour vérifier s’il pouvait s’agir

de l’un ou de l’autre de ces snARNs, j’ai déposé sur le même gel l’échantillon marqué au pCp à

côté de ce même échantillon non marqué. La partie non marquée du gel a été révélée par Nor-

thern blot avec une sonde U2 (donnée non présentée) puis U1 (figure 5.2 B). Cela nous a permis

de constater que cette bande majoritaire co-migrait avec l’ARN U1 (164 nt). Le Northern blot a de

plus révélé que l’ARN U1 est également co-immunoprécipité avec la RNAPII. On voit en effet un

très net enrichissement de l’ARN U1 dans la piste de l’IP RNAPII (piste 3) par rapport à la piste

de l’anticorps contrôle (piste 2). Pour vérifier si cette bande enrichie dans l’immunoprécipitation

RNAPII est bel et bien l’ARN U1, j’ai procédé à des tests RNAse H sur des échantillons d’extraits

cellulaires mitotiques. J’ai cependant été confrontée à des problèmes de dégradation d’ARN et de

contamination qui ne m’ont pas permis de retrouver ces résultats. Il serait néanmoins intéressant

de refaire l’expérience en refaisant un gradient et en modifiant les conditions de purification des

ARNs pour confirmer l’ARN U1 comme ARN majeur associé à la RNAPII ou découvrir un autre ARN

abondamment enrichi sur la RNAPII.

La découverte de la co-immunoprécipitation de l’ARN U1 avec la RNAPII dans des cellules

mitotiques était un fait majeur. J’ai donc réalisé d’autres immunoprécipitations en partant de ly-

sats cellulaires mitotiques totaux, pré-purifiés ou non sur un gradient de glycérol. Par Northern

blot, ceux-ci ont montré à chaque fois une co-immunoprécipitation de l’ARN U1 avec la RNAPII

(figure 5.3).
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FIGURE 5.3 – L’ARN U1 est co-immunoprécipité avec l’ARN polymérase II. A. Immunoprécipita-
tion sur des extraits cellulaires. L’input est dilié par 2. 1 : input ; 2 : anticorps contrôle ; 3 : anticorps
8WG16. B. Immunoprécipitation sur des extraits cellulaires. L’input est dilué par 2,4. 1 : input ; 2 :
anticorps contrôle ; 3 : anticorps N20.

Deux anticorps différents ont été utilisés. Tous deux reconnaissent la sous-unité Rpb1 de la

RNAPII. L’anticorps N20 en reconnaît la partie N-terminale, l’anticorps 8WG16, la partie C-terminale

sur les répétitions non phosphorylées du CTD. Chacun de ces anticorps permet d’observer à chaque

fois un très net enrichissement de l’ARN U1 avec la RNAPII, comparé à une immunoprécipitation

contrôle (comparer les pistes 2 et 3). L’ARN U1 est donc associé, directement ou indirectement,

à la RNAPII dans un contexte où la transcription est réduite et la RNAPII immunoprécipitée non

transcriptionnellement active. Cette association est spécifique de l’ARN U1 puisque d’autres ARNs

nucléaires non codants et abondants ne sont pas immunoprécipités avec la RNAPII. En effet l’ARN

7SK est un ARN très abondant dans le noyau (2.105 copies par noyau) tout comme le snARN U2

(5.105 copies par noyau) [358]. Pourtant, l’ARN 7SK n’est pas enrichi dans les immunoprécipita-

tions N20 et 8WG16 (figure 5.3 A et B). De même, le snARN U2 n’est pas co-immunoprécipité avec

la RNAPII (figure 5.3 B). Il est pourtant possible de trouver parfois de l’ARN 7SK sur ces immuno-

précipitations (données non présentées). Cette observation n’étant pas constante, il est difficile de

savoir si elle a une signification biologique. L’ARN 7SK inhibe l’activité du P-TEFb, facteur d’élonga-

tion de la transcription [223]. Sa présence sur la RNAPII pourrait donc ne pas être anodine. Il serait

intéressant de comprendre quelles sont les conditions qui permettent de co-immunoprécipiter
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l’ARN 7SK avec la RNAPII. Il pourrait être associé via d’autres facteurs et rester accroché si les la-

vages n’ont pas été assez forts. Ou bien il pourrait s’accrocher non spécifiquement à la RNAPII ou

aux billes d’immunoprécipitation en fonction de faibles variations dans les conditions d’extrac-

tion. J’ai en effet parfois observé la présence mineure d’ARN 7SK sur les billes contrôles (billes

pré-couplées avec un sérum pré-immun ou extrait cellulaire incubé avec un sérum pré-immun).

Si l’association de l’ARN U1 sur la RNAPII n’est pas due à son abondance, elle n’est pas non plus

le reflet d’une association générale des snARNs du splicéosome. L’ARN U2 est, en effet, partie in-

tégrante du splicéosome et intervient juste après la reconnaissance du site donneur par la snRNP

U1. L’abondance de l’ARN U1 et son association au splicéosome ne semblent donc pas intervenir

dans son interaction avec la RNAPII. L’ARN U1 est donc spécifiquement associé à la RNAPII dans

un contexte non transcriptionnel et indépendamment du splicéosome.
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FIGURE 5.4 – L’ARN U1 est associé in vivo à la RNAPII. A. WB anti-RNAPII sur cellules mitotiques
traitées au formaldéhyde, l’input a été déposé en 3 dilutions : 1 ; 1/2 et 1/4 (piste 1, 2 et 3) à côté de
l’IP contrôle (piste 4) et de l’IP RNAPII (piste 5). B. Panneau de gauche : NB U1, U2, 7SK sur cellules
mitotiques traitées au formaldéhyde. Panneau de droite : NB U1, U2, 7SK sur cellules non syn-
chronisées traitées au formaldéhyde. C. Quantification à partir de NB sur 3 immunoprécipitations
RNAPII et contrôle indépendantes. Les pourcentages indiqués représentent les rapports IP/input
des signaux obtenus.
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Afin de vérifier que cette association n’était pas le fruit d’une reconstitution in vitro lors de

la lyse cellulaire, j’ai réalisé des couplages covalents au formaldéhyde sur ces cellules mitotiques.

Après sonication, les lysats sont clarifiés, et on procède à l’immunoprécipitation. Les ARNs puri-

fiés sont détectés par Northern blot. Les rendements de l’immunoprécipitation sont très diminués

avec le couplage covalent, on immunoprécipite en effet qu’environ un quart de la RNAPII totale

(figure 5.4 A). Néanmoins, on observe toujours sur ces extraits l’enrichissement de l’ARN U1 avec

la RNAPII (figure 5.4 B). En revanche, dans les cellules mitotiques, l’ARN 7SK n’est pas particulière-

ment enrichi avec la RNAPII. De même, l’ARN U2 n’est pas largement co-immunoprécipité avec la

RNAPII. On en trouve tout de même un peu. Sur trois expériences indépendantes en cellules mito-

tiques, on co-immunoprécipite un peu moins de 3% de l’ARN U2 sur environ un quart de RNAPII

immunoprécipitée (figure 5.4 C). La proportion d’ARN U1 co-immunoprécipité s’élève à 7%. Si on

ramène ces valeurs à la RNAPII totale, on peut dire qu’il y a environ 25% (4x7%=28%) d’ARN U1

associé à la RNAPII dans la cellule. Ce rapport est 2 à 3 fois inférieur à ce qu’on obtient sans for-

maldéhyde. Cela peut s’expliquer de deux façons : soit l’ARN U1 est associé à la RNAPII par une

protéine intermédiaire et cette association indirecte est partiellement perdue au cours des soni-

cations, soit l’ARN U1 interagit avec la RNAPII par son CTD. Or, celui-ci a tendance à être perdu

avec les sonications (figure 5.4 A, indiqué par la flèche). En ce qui concerne la présence d’ARN U2

sur la RNAPII mitotique totale, on remarque qu’elle est inférieure à celle de l’ARN U1 (de l’ordre de

10% puisqu’il y a 3% co-immunoprécipité avec un quart de la RNAPII). Il semble plutôt s’agir d’une

association mineure, ce qui expliquerait pourquoi on ne la voit pas en l’absence de couplage co-

valent. Cette association est d’autant plus mineure que sur 4 expériences, deux d’entre elles ne pré-

sentent presque pas d’ARN U2 co-immunoprécipité. Cette variabilité entre les expériences pour-

rait provenir en partie de l’anticorps utilisé. En effet, les plus importantes co-immunoprécipitation

d’ARN U2 ont été observées avec des ascites de 8WG16, alors que l’anticorps commercial donne

un enrichissement moindre en U2 et plus net en U1. Cette fraction d’ARN U2 associé à la RNAPII

pourrait néanmoins avoir une signification biologique. La RNAPII est effectivement présente dans

les granules d’interchromatine mitotique (MIG). Les MIG sont les speckles durant la phase mito-

tique. Ils concentrent la RNAPII sous sa forme hyperphosphorylée et des facteurs d’épissage dont

les snARNs. En utilisant des conditions de couplage covalent, on peut imaginer que les molécules



5.2. Autres anticorps anti-RNAPII 109

présentes dans ces MIG soient couplées les unes aux autres du fait de leur proximité et qu’ainsi on

puisse co-immunoprécipiter l’ARN U2 avec la RNAPII.

Dans les cellules non synchronisées, la RNAPII transcrit et la majeure partie des transcrits su-

bissent un épissage cotranscriptionnel. Dans ces conditions, on s’attend à immunoprécipiter les

snARNs de l’épissage se trouvant dans le voisinage immédiat de la RNAPII en cours de transcrip-

tion. Sur des immunoprécipitations RNAPII, on obtient en moyenne 11% d’ARN U1 et 7% d’ARN

U2 associés à moins d’un quart de RNAPII immunoprécipitée (figure 5.4 B et C), soit environ

40% d’ARN U1 et 25% d’ARN U2 totaux associés à la RNAPII cellulaire. Les différences entre les

quantités immunoprécipitées sur une RNAPII transcriptionnellement active et inactive sont plu-

tôt faibles (de l’ordre de 2) et peu significatives. Si on prend cependant uniquement les expériences

faites avec l’anticorps 8WG16 commercial, ces écarts sont plus prononcés et globalement on peut

dire qu’il existe une interaction plus fréquente entre les ARNs de l’épissage et la RNAPII transcrip-

tionnellement active.

Les Northerns blots nous ont donné des quantifications approximatives de l’ARN U1 associé

à la RNAPII. Nous avions cherché dans un premier temps à être plus précis en purifiant les ARNs

immunoprécipités et en amplifiant les snARNs par RT-PCR et PCR quantitative. Les nombreuses

tentatives sont restées infructueuses du fait de la non-reproductibilité des résultats.

Les résultats ci-dessus démontrent l’interaction spécifique de l’ARN U1 avec la RNAPII dans

des cellules mitotiques. Deux anticorps ont été utilisés dans ces expériences, l’un anti-NTerminal,

l’autre anti-CTerminal de la sous-unité Rpb1. Pour essayer de déterminer si U1 s’associait pré-

férentiellement à la forme hyperphosphorylée IIO ou la forme hypophosphorylée IIA , plusieurs

anticorps ont été utilisés.

5.2 Autres anticorps anti-RNAPII

L’immunoprécipitation de la RNAPII sur cellules mitotiques a été réalisée avec plusieurs anti-

corps différents tous dirigés contre la sous-unité Rpb1. Les premières immunoprécipitations ont

été réalisées avec l’anticorps polyclonal N20 reconnaissant le domaine N-terminal de Rpb1 et ont

permis de trouver U1 associé à la RNAPII. Par la suite, les autres lots de cet anticorps commercial
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n’ont plus sensiblement enrichi l’ARN U1 par rapport à une immunoprécipitation contrôle (don-

née non présentée). L’autre anticorps anti-RNAPII, enrichissant très nettement l’ARN U1 par rap-

port au contrôle, est l’anticorps 8WG16. Celui-ci reconnaît le peptide YSPTSPS non phosphorylé du

CTD. Or, la RNAPII n’est jamais complètement phosphorylée ou déphosphorylée. Il permet donc

d’observer et d’immunoprécipiter les deux formes IIO et IIA de la RNAPII (figure 5.5, piste 4). Pour

autant, il immunoprécipite plutôt la forme IIA que la forme IIO . Les autres anticorps anti-RNAPII

utilisés immunoprécipitant correctement la RNAPII enrichissent faiblement l’ARN U1 (entre 5 et

10%) (figure 5.5). On notera cependant que les anticorps H14 et H5, bien qu’immunoprécipitant

moins de RNAPII, donnent un signal U1 comparable aux autres anticorps (pistes 5 et 6). Cette

tendance a été observée dans 50% des expériences. Les anticorps H5 et H14 reconnaissent les

heptapeptides phosphorylés en Se r2 et Se r5 respectivement. L’efficacité d’immunoprécipitation

de ces anticorps n’est pas très bonne, de ce fait les résultats en Northern blot sont variables. Un

autre anti-CTD, l’anticorps 4H8 immunoprécipite très bien la RNAPII (piste 7). Bien qu’étant un

anti-CTD, cet anticorps reconnaît les deux formes de la RNAPII. Cependant, il n’enrichit pas l’ARN

U1. De même, d’autres anticorps anti-NTerminaux (pistes 1, 2 et 3) ne co-immunoprécipitent pas

largement l’ARN U1 avec la RNAPII. D’un côté, nous avons donc l’ARN U1 co-immunoprécipité

avec des anticorps anti-CTD (8WG16, et dans une certaine mesure par H5 et H14) aux propriétés

contraires. Ces résultats sont en accord avec les précédents travaux de Kameoka. Des immunopré-

cipitations sont réalisés avec les anticorps N20, 8WG16, H5 et H14 sur des extraits nucléaires [137].

Toutes les quatre co- immunoprécipitent U1 mais 8WG16 est celui qui est le plus spécifique de

cet ARN : il l’enrichit plus et les autres anticorps immunoprécipitent aussi les autres snARNs. De

l’autre côté, ce même ARN U1 est également co-immunoprécipité par un anticorps anti-NTerminal

(N20). Pourquoi un seul lot de N20 a-t-il permis d’enrichir U1 ? Probablement à cause de sa poly-

clonalité. La distribution des anticorps au sein du lot est différente à chaque nouveau lot et mal-

heureusement pour nous, la distribution « gagnante » ne s’est réalisée qu’une seule fois. A ces

anticorps anti-NTerminaux, il faut rajouter le cas à part du 4H8 qui est un anti-CTD mais qui re-

connaît les deux formes. Au vu des résultats 8WG16, H5, H14 d’une part et 4H8 d’autre part, cette

co-immunoprécipitation ne semble pas être en lien directe avec la phosphorylation du CTD de la

RNAPII. Pourtant, il serait précipité de laisser cette hypothèse car ces résultats ne reposent que sur
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un type d’expérience qu’est l’immunoprécipitation et une type de visualisation de la RNAPII qui

est le Western blot. Outre les efficacités des anticorps, les interprétations sont restreintes par les

limites techniques du Western blot. Le poids moléculaire de la sous-unité Rpb1 variant de 220 à

240 kDa en fonction de sa phosphorylation, son transfert total sur membrane est délicat et l’effi-

cacité difficile à estimer. D’autre part, l’article de Kameoka examine des conditions particulières

dans lesquelles elle trouve un complexe formé, entre autres, de RNAPII et de la snRNP U1. Une

séquence 5’ss photoactivable est utilisée pour assembler le splicéosome in vitro avec des extraits

nucléaires. Les complexes formés autour de cette séquence contiennent de nombreux facteurs

du splicéosome (dont la snRNP U1) ainsi que de la transcription (dont la RNAPIIO ). Les anticorps

N20, H14 et H5 immunoprécipitent fortement ces complexes alors que l’anticorps 8WG16 très peu.

Pourtant, dans un extrait nucléaire, 8WG16 co-immunoprécipite beaucoup d’ARN U1 et de façon

spécifique. Il semble donc exister différentes associations entre l’ARN U1 et la RNAPII. Celles-ci

pourraient avoir des rôles différents en fonction de l’état de phosphorylation du CTD.

Sur ces immunoprécipitations, on peut voir également la présence de l’ARN U2 et de l’ARN U5

(données non présentées). Par rapport à d’autres données obtenues auparavant, on peut dire que

la présence de l’ARN U2 est de l’ordre du bruit de fond. La présence de l’ARN U5 sur des immu-

noprécipitations RNAPII (et pas sur les contrôles) a déjà été observée dans des expériences précé-

dentes (données non présentées) sans que l’on sache si elle a une réelle signification biologique.

L’expérience doit être menée à nouveau avec un anticorps contrôle.
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H224       A10            N20 8WG16         H14  H5      4H8           1/2     1/4

IIO

IIA

N-terminal C-terminal

U1

4     10            8      86       5            3      8               %

1     2          3  4          5             6    7        8  9

input

U170k

U1A

U1C
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cdk7/
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FIGURE 5.5 – Immunoprécipitation de la RNAPII par différents anticorps. Les immunoprécipi-
tations ont été faites sur des lysats cellulaires mitotiques en conditions non dénaturantes. WB
pol 3/3. Les chiffres correspondent aux rapports IP/input. Remarque : les protéines U170k et p62
migrent l’une en-dessous de l’autre. La flèche indique la taille attendue de p62, juste en-dessous
du signal U170k visible sur le même WB. Les protéines cdk7 et cycline H ont des tailles très proches
(37 et 39kDa) il est difficile de les différencier sur ce gel.
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Sur ces immunoprécipitations, on peut voir également la présence de l’ARN U2 et de l’ARN

U5. Il manque à cette figure une immunoprécipitation avec un anticorps contrôle. Par rapport à

d’autres données obtenues auparavant, on peut dire que la présence de U2 est de l’ordre du bruit

de fond. La présence de l’ARN U5 sur des immunoprécipitations RNAPII (et pas sur les contrôles)

a déjà été observée dans des expériences précédentes (données non présentées) sans que l’on

sache si elle a une réelle signification biologique. L’expérience doit être menée à nouveau avec un

anticorps contrôle. L’ARN U1 est en complexe avec d’autres protéines au sein de la snRNP U1. Il

était donc important de savoir si ces protéines étaient elles aussi associées à la RNAPII.

5.3 U1 n’est pas tout seul

Sur un gradient de glycérol, on observe une colocalisation de l’ARN U1 et de la RNAPII dans

environ 3 fractions chevauchantes (figure 5.6 A et B). L’ARN U1 fait partie de la ribonucléoprotéine

snRNP U1. Il y est associé avec les protéines Sm et des protéines spécifiques (table 5.1) (Hochleit-

ner, Kastner et al. 2005). L’une d’elles, la U170k, a été analysée sur gradient par Western blot (fi-

gure 5.6 A). On observe ainsi une colocalisation de l’ARN U1 et U170k dans le gradient, signifiant

que la snRNP U1 est conservée dans l’expérience. Pour vérifier si l’ARN U1 interagit avec la RNAPII

accompagné par la snRNP dans son ensemble, des Western blots anti-U170k, anti-U1A et anti-U1C

ont été réalisés sur les immunoprécipitations de RNAPII (figure 5.5). On observe la présence de ces

trois protéines spécifiques sur chaque immunoprécipitation anti-RNAPII. Ces protéines sont éga-

humain levure Dans la snRNPU1 chez l’homme
U170kD Snp1 oui

U1A Mud1 oui
U1C Yhc1 oui

FBP11/Fnbp3 Prp40 non
Prp39
Snu56

TIA-1 Nam8 non
Snu71
Snu65

TABLE 5.1 – Les protéines de la snRNPU1. Adapté de [134].
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lement associées in vivo avec la RNAPII puisqu’on les observe sur des immunoprécipitations en

couplage covalent (données non présentées). On peut toutefois noter que, de même que l’anti-

corps 8WG16 est l’anticorps qui co-immunoprécipite le plus d’ARN U1, c’est aussi celui qui co-

immunoprécipite le plus les protéines de la snRNP U1 (piste 4). On a donc une relation entre la

quantité d’ARN U1 immunoprécipitée et la quantité de snRNP U1 présente. Parallèlement à ce tra-

vail, une autre équipe a montré la co-immunoprécipitation des protéines U1A et U170k ainsi que

de l’ARN U1 avec la RNAPII en présence d’ATP (Das, Yu et al. 2007). L’association de l’ARN U1 avec

la RNAPII semble donc être le reflet de l’association de la snRNP U1 en entier avec la RNAPII.

FIGURE 5.6 – Localisation des protéines associées à l’ARN U1 sur gradient de glycérol. Extrait cel-
lulaire mitotique en NaCl 150mM, 0,5% NP40, déposé sur gradient de glycérol (10-40%) 150mM
NaCl. WB anti-RNAPII (pol3/3), anti-p62, anti-U170k (H111).

Il existe par ailleurs d’autres travaux qui montrent l’interaction de l’ARN U1 avec le facteur

d’initiation TFIIH, notamment la cycline H [166, 232]. Sur un gradient, on constate que la cycline
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H (complexe cycline-dépendant) et p62 (complexe cœur) colocalisent effectivement avec l’ARN U1

(p62, cycline H et cdk7) (figure 5.6 B). En revanche, je n’ai pas trouvé ces protéines sur les immu-

noprécipitations anti-RNAPII en couplage covalent ou non (figure 5.5 et données non présentées).

Contrairement aux protéines de la snRNP U1, elles ne sont pas plus enrichies sur l’immunopréci-

pitation 8WG16. Ces résultats proposent une association entre l’ARN U1 et la RNAPII, probable-

ment avec la snRNP U1 en entier. Il faut souligner que cette association se fait dans un contexte

non transcriptionnel et sans épissage [284] et avec une RNAPII soluble, détachée de l’ADN. De

cette observation est née la question de savoir ce qui se passait sur une RNAPII active en cours de

transcription et dans un contexte où la snRNP U1 ne serait pas requise pour de l’épissage cotrans-

criptionnel.





Chapitre 6

U1 recruté cotranscriptionnellement,

indépendamment de l’épissage

6.1 La technique utilisée

6.1.1 Le système d’imagerie

Pour appréhender l’ARN U1 sur une RNAPII active, nous ne pouvions pas utiliser la biochi-

mie. Il fallait trouver un moyen d’accéder à la RNAPII en cours de transcription sans pour autant

perturber ses associations. Pour cela, nous avons utilisé un système d’imagerie mis au point par

Xavier Darzacq et Yaron Shav-Tal dans le laboratoire de Robert Singer à New-York [62, 131]. Ce

système consiste en l’insertion en multiples copies d’un gène à un endroit unique du génome. Les

copies insérées en tandem forment alors un gigantesque site de transcription (figure 6.1). Ce site

de transcription est visible en microscopie à fluorescence par FISH (Fluorescence In Situ Hybridi-

zation) : des oligonucléotides fluorescents dirigés contre l’ARNm produit permettent de visualiser

les ARNs et donc leur site de production. En utilisant des sondes contre des parties exoniques ou

introniques ou encore des jonctions d’exons, on peut observer l’ARN pré-mature et l’ARN mature.

Ce site est également une cible sur laquelle on peut regarder la présence ou l’absence d’autres

molécules, par FISH pour les acides nucléiques, par immunofluorescence pour les protéines.

Le système comprend le gène tronqué de la β-globine, fusionné au gène de la protéine fluo-

117
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rescente cyan (CFP) comprenant un tripeptide qui dirige les protéines aux péroxysomes. La fluo-

rescence de la CFP dans les péroxysomes permet de vérifier la bonne traduction de la protéine.

Le gène se termine par des répétitions MS2. Ces séquences MS2 proviennent du bactériophage

et n’interfèrent ni n’interagissent avec les composants cellulaires et ont la capacité de se lier for-

tement aux protéines MS2. Lorsqu’elles sont transcrites dans l’ARNm, elles se replient en deux

boucles et lient spécifiquement des dimères de protéines MS2 fluorescentes. Par exemple, s’il y a

24 répétitions MS2 insérées dans le gène (comme ici), la molécule d’ARN est théoriquement liée

à 48 protéines MS2. Ce faisant, le signal est très fort et fournit un rapport élevé de signal sur bruit

[280, 93]. Ce gène est sous le contrôle d’un promoteur minimal CMV fusionné à sept répétitions du

promoteur inductible Tet-on. Le Tet-on est un système dérivé lui-même du système Tet-off où la

protéine tTA (Activateur Transcriptionnel en réponse à la tétracycline ou tetracycline-responsive

transcriptional activator) est une protéine de fusion entre la protéine répressive tet, dérivée d’Es-

cherichia coli, et le domaine d’activation VP16 du virus herpes simplex. Dans le cas du Tet-off,

la transcription est réprimée en présence de tétracycline [105]. Dans le système Tet-on, la pro-

téine rtTA (Activateur transcriptionnel inverse en réponse à la tétracycline ou reverse tetracycline-

responsive transcriptional activator) a été créée en modifiant quatre acides aminés dans la pro-

téine tTA. Cette protéine rtTA se lie à l’élément de réponse au tet et induit la transcription en pré-

sence de tétracycline [106, 211]. Dans les expériences présentées, la tétracycline a été remplacée

par la doxycycline.

De cette observation est née la question de savoir ce qui se passait sur une RNAPII active en

cours de transcription et dans un contexte où l’épissage est très réduit. Pour savoir si la snRNP U1

était requise dans le contexte transcriptionnel avec ou sans épissage, j’ai modifié ce système de

sorte à avoir deux constructions similaires dont la seule différence provient de l’absence ou pré-

sence d’épissage (figure 6.2 A). Pour parvenir à cela, l’intron 1 a été muté ponctuellement sur un

nucléotide dans les deux constructions afin d’être dans la phase ouverte de lecture. La construc-

tion standard comprend donc 2 exons de la β-globine, séparés d’un intron. La construction mu-

tante « MUT » comporte en plus trois mutations ponctuelles, deux sur le site 5’ss et une sur le site

3’ss, qui invalident l’épissage (figure 6.2 C). Les constructions ont été transfectées dans des cellules

U2OS afin de créer des lignées stables. In vivo, l’ARNm « non épissé » ne subit pas d’épissage dû
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à des sites cryptiques, comme on peut le constater par western blot et on peut vérifier la bonne

traduction de la protéine par le signal CFP dans les péroxysomes (figure 6.3). Un marquage FISH

des exons (exon 1 de la β-globine ou MS2) permet de visualiser les ARNs pré-matures et matures.

Un marquage FISH de l’intron ne permet d’observer que les ARNs pré-matures, pas encore épis-

sés. Dans la lignée WT.α1.A9B41 (WT), on voit le marquage exonique très fort au niveau du site

de transcription et plus dispersé dans le noyau et dans le cytoplasme (figure 6.3). Dans la lignée

MUT.t2.5A (MUT), on a une image similaire. De même le marquage intronique marque le site de

transcription avec un signal très fort mais les ressemblances s’arrêtent là entre les lignées. En effet,

le signal intronique disparaît très vite en-dehors du site de transcription dans la lignée WT alors

qu’il demeure présent partout dans le noyau et dans le cytoplasme dans la lignée MUT, comme le

signal exonique. L”imagerie est en corrélation avec les données biochimiques : l’ARNm de la lignée

MUT n’est pas épissé. Dans la lignée WT, puisque l’intron n’est visible qu’au site de transcription,

il doit donc être rapidement dégradé. L’épissage dans la lignée WT est donc cotranscriptionnel.

Nous avons deux moyens à notre disposition pour visualiser les sites de transcription : le FISH

sur l’ARNm ou la protéine MS2 fluorescente. Quand cela a été possible, j’ai toujours privilégié le

FISH car il est plus facile à mettre en œuvre. Lorsque cela a été nécessaire, une transfection transi-

toire MS2-YFP a été réalisée sur les lignées. La protéine MS2-YFP a été utilisée à chaque fois qu’une

immunofluorescence devait être menée et dont l’anticorps ne supportait pas le traitement préa-

lable du FISH. Aucune différence de résultats n’a été observée entre les deux méthodes.
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Figure 7. Insertion multicopies dans le génome des cellules U2OS.
Les constructions géniques sont insérées en tandem en un seul endroit dans le génome de cellules U2OS 
possédant le répresseur Tet-On. les protéines MS2-YFP reconnaissent les séquences MS2 sur les ARNs. A la 
place de ces protéines fuorescente, on peut utliser des oligonucléotides fluorescents s'hybridant avec les 
séquences choisies.
rtTA : Activateur transcriptionnel inverse en réponse à la tétracycline
dox : Doxycycline
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FIGURE 6.1 – Insertion multicopies dans le génome des cellules U2OS. Les constructions géniques
sont insérées en tandem en un seul endroit dans le génome de cellule U2OS possédant le répres-
seur Tet-On. Les protéines MS2-YFP reconnaissent les séquences MS2 sur mes ARNs. A la place
de ces protéines fluorescentes, on peut utiliser des oligonucléotides fluorescents s’hybridant avec
les séquences choisies. rtTA : activateur transcriptionnel inverse en réponse à la tétracycline. dox :
doxycycline.
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FIGURE 6.2 – Constructions épissées et non épissées à partir du gène de la ß-globine. A. Le gène
comporte 7 éléments de réponse Tet-on fusionnés à un promoteur CMV. L’intron 1 a subi une dé-
létion d’un nucléotide pour être en phase ouverte de lecture (*). L’exon 2 a été coupé pour être
fusionné à la séquence codant pour la CFP, contenant le signal SKL de localisation aux péroxy-
somes. Le gène se termine par 24 répétitions de la séquence MS2. La construction WT possède des
sites d’épissage intègres. La construction MUT a subi en plus deux mutations ponctuelles (substi-
tution de 3 nucléotides) pour abolir les sites d’épissage. B. Séquence consensus du site donneur,
séquence mutée et séquence de l’ARN U1 s’hybridant avec le site donneur. C. WB anti-GFP sur ly-
sats des clones U2OS WT alpha1.A9B41 et MUT t2.5A, induits (pistes 2 et 4) ou non à la doxycycline
(pistes 1 et 3).
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6.1.2 L’analyse des images

Les images obtenues ont d’abord été les résultats de différents FISH dirigés contre les snARNs

de l’épissage. Or ces ARNs présentent deux inconvénients : ils sont très abondants [358] et s’accu-

mulent dans de petites structures appelées speckles qui sont des lieux de stockage de molécules

de l’épissage [172]. De ce fait, une hybridation U1 donne une image où le noyau contient du signal

partout avec de petits foci de signal plus fort (les speckles) (figure 6.4). Une augmentation locale du

signal passe alors inaperçue. Pour déterminer s’il y a un réel enrichissement au site de transcrip-

tion, j’ai mis au point une technique d’analyse d’images basée sur l’étude du site de transcription

et d’un site contrôle pris au hasard dans le noyau en-dehors des nucléoles. Sur chaque cellule ana-

lysée, la densité du signal est calculée au site de transcription et au site contrôle sur des couronnes

concentriques de 1 à 1,6 µm de rayon. Ces données sont ensuite reportées sur un graphique. Une

moyenne de ces courbes est faite par site (transcription ou contrôle) et à son tour reportée sur

un graphique qui nous permet de visualiser l’enrichissement d’une molécule donnée au site de

transcription par rapport à une zone en-dehors de ce super site de transcription.

A

WT

CFP MS2intronexon DAPI

MUT

B

Figure 9. Lignées cellulaires stables WT et MUT
La protéine exprimée va au péroxysomes, on la localise par son signal CFP. L’exon, l’intron et les répé-
titions MS2 sont visualisées par FISH (Fluorescent In Situ Hybridization). La flèche indique le site de 
transcription.

FIGURE 6.3 – Lignées cellulaires stables WT et MUT. La protéine exprimée va aux péroxysomes,
on la localise par son signal CFP. L’exon, l’intron et les répétitions MS2 sont visualisées par FISH
(Fluorescent In Situ Hybridization). La flèche indique le site de transcription.
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6.1.3 Transcription

Plusieurs copies de chaque construction sont insérées au même endroit en nombre variable.

Ainsi la construction « épissée » est présente en environ 40 copies dans la lignée WTα1A9B41 et la

construction « non épissée » environ 25 copies dans la lignée MUTt.2.5.A. La transcription dans ces

lignées aux sites de transcription est quantifiable par le signal MS2 obtenu en FISH (figure 6.5). On

voit qu’au site de transcription, le signal MS2 est très fort. Plus on s’éloigne du site de transcription,

plus celui-ci diminue, revenant au taux basal dans le noyau. Malgré la différence du nombre de

copies, on constate que le niveau de transcrits au site de transcription entre les deux lignées est

tout à fait comparable. Si l’on observe par immunofluorescence la RNAPII sur ces sites, on se rend

compte que son enrichissement semble être différent en fonction des lignées. On voit en effet

moins de RNAPII au site dans la lignée MUT que dans la lignée WT. Cette différence est peut-être

le reflet du nombre de copies insérées. Alors comment expliquer que la quantité de transcrits est

la même dans les deux lignées ? Deux explications sont proposées :

– la RNAPII de la lignée MUT est beaucoup plus processive, à cause de l’environnement chro-

matinien de l’insertion, de l’absence de facteurs liés à l’épissage, de l’absence d’épissage

lui-même, de la RNAPII elle-même, etc.

– les transcrits quittent moins vite le site de transcription car ils n’ont pas l’étiquette de l’Exon

Junction Complex (EJC) qui les valide pour l’export.
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FIGURE 6.4 – Analyse radiale. L’intensité du signal est mesurée depuis le centre du site de trans-
cription jusqu’à rayon de 1,6 µm en couronnes croissantes de 1 pixel. Cette intensité est ensuite
rapportée à la surface pour obtenir la densité du signal. On procéde de la même façon pour le site
contrôle. Une courbe est obtenue par cellule et par site. La moyenne de la densité du signal est
calculée sur toutes les courbes pour un site donné.

6.2 Recrutement du splicéosome

6.2.1 Les snARNS U4, U5, U6

La lignée WT semble faire un épissage co-transcriptionnel. J’ai donc regardé si les éléments du

splicéosome étaient recrutés sur le site de transcription (figure 6.6). Par un FISH dirigé conjoin-

tement contre les snARNs U4, U5 et U6, on constate que ces 3 snARNs sont largement enrichis

au site de transcription dans la lignée WT par rapport à un site contrôle dans la cellule. Cette ob-

servation corrobore le fait que l’intron disparaît très vite en s’éloignant du site de transcription : le
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splicéosome recruté au site de transcription épisse efficacement l’intron sur place. La même hybri-

dation dans la lignée MUT montre un enrichissement nul au site de transcription. Le splicéosome

n’est donc pas présent au site de transcription du gène non épissé. Plus surprenant, ces snARNs

semblent sous-enrichis par rapport à un site aléatoire dans le noyau. Le splicéosome serait moins

abondant autour d’un gène non épissé que ce que l’on attend par le hasard. Il faut remettre cela

dans le contexte de la cellule humaine dont plus de 90% des gènes possèdent des introns (données

EnsEmbl).
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FIGURE 6.5 – Différentes densités de RNAPII aux sites pour une même densité de transcrits. 197
cellules WT et 174 cellules MUT ont été analysées par FISH pour le MS2 ; 95 cellules WT et 116
cellules MUT ont été analysées par IF (anticorps 4H8) pour la RNAPII. En haut, les images du FISH
et de l’immunofluorescence anti-RNAPII. En bas, les graphiques des analyses. Les ronds corres-
pondent à la lignée WT, les triangles à la lignée MUT. Les ronds et triangles ouverts sont les sites
contrôles, les ronds et triangles pleins, les sites de transcriptions.
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Par le hasard, le site contrôle tombe donc le plus souvent à proximité d’un gène transcrit et

épissé, cotranscriptionnellement ou pas. Cela explique pourquoi on trouve une déplétion de ces

snARNs au site de transcription non épissé par rapport au contrôle.Ces mêmes snARNs U4 et U6

regardés séparément donnent un résultat identique pour la lignée WT et légèrement différent pour

la lignée MUT (figure 6.6 et données non présentées). En effet, on n’observe pas d’enrichissement

au site de transcription non épissé, sans pour autant voir une déplétion. Cela peut s’expliquer par

le fait qu’en imagerie, l’enrichissement en un point donné est dépendant de la qualité du signal.

Un FISH dirigé contre 3 snARNS (4 sondes) donne un signal beaucoup plus fort et net qu’un FISH

contre un seul ARN (une sonde). Dans le cas des snARNS U4 et U6 seuls, on est limité par la dy-

namique de l’image qui n’est pas très grande. De ce fait, l’enrichissement observé est moins fort

(comparer U4 et trisnRNP) et de même le sous-enrichissement est sans doute sous-évalué.
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FIGURE 6.6 – L’ARN U1 est le seul ARN de l’épissage à être enrichi au site de transcription. 146
cellules WT et 118 cellules MUT ont été analysées en FISH U1. 138 cellules WT et 126 cellules MUT
ont été analysées en FISH U2. 136 cellules WT et 157 cellules MUT ont été analysées en FISH U4.
167 cellules WT et 127 cellules MUT ont été analysées en FISH U4, U5 et U6.
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6.2.2 Le snARN U2

Le snARN U2 a été observé également par FISH. Deuxième étape de l’épissage et première

étape nécessitant de l’énergie, sa présence n’est possible que si la première étape engagée par U1

est réalisée. U2 est effectivement bien recruté sur un site de transcription épissé (figure 6.6). Son

enrichissement au site est comparable à celui de U1. En revanche, le snARN U2 n’est pas plus en-

richi au site de transcription que sur un site contrôle nucléaire. Le FISH U2 étant réalisé avec une

seule sonde, cet écart pourrait s’avérer plus grand en réalité (cf l’explication donnée pour U4) et

U2 pourrait être également sous-représenté sur un site de transcription non épissé. Cette absence

d’enrichissement n’est pas due à une mutation du point de branchement, la mutation ayant per-

mis de mettre l’intron dans la phase ouverte de lecture se trouvant bien en amont. Quoi qu’il en

soit, ni U2, ni U4, ni U5, ni U6 ne sont enrichis sur un site de transcription non épissé, ils pourraient

même y être sous-représentés par rapport à un autre endroit du noyau, en-dehors des nucléoles.

6.2.3 Le snARN U1

Sur un site de transcription qui épisse, l’ARN U1 est enrichi par rapport à un site contrôle dans

le noyau. Etant donné que tous les autres snARNs y sont présents, ce résultat semble aller de soi.

Mais contrairement à tous les autres UsnARNs de l’épissage, l’ARN U1 est toujours enrichi sur un

site de transcription qui n’épisse pas. Cet enrichissement est d’autant plus surprenant qu’il est

comparable à celui observé sur la lignée WT. Cette expérience a été menée plusieurs fois et l’enri-

chissement a toujours été observé sur les deux lignées. Parfois, on a observé un peu moins d’en-

richissement dans la lignée MUT. La dynamique des images ne semble pas être le problème car

elle a une grande amplitude et ce, pour deux raisons : deux sondes sont dirigées contre le snARN

U1 et celui-ci est le plus abondant de tous les snARNS (1 million de copies par noyau [358]). La

présence de l’ARN U1 au site de transcription rejoint l’observation donnée par les résultats bio-

chimiques, à savoir U1 est associé à l’ARN polymérase II transcriptionnellement inactive. Cette

présence au site n’est pas due à la persistance de l’hybridation de l’ARN U1 au site 5’ss. Le site 5’ss

de l’intron de la construction MUT contient déjà un mésappariement par rapport à la séquence

consensus en position +4 (figure 6.2 B). En rajoutant deux mutations ponctuelles sur les deux nu-

cléotides principaux, on fragilise encore plus l’hybridation. Or, des travaux ont montré d’autres
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mutations ponctuelles sur le site 5’ss qui invalident fortement la reconnaissance par U1 [169, 59].

Dans ces expériences, un mésappariement en position+3 dans la séquence du site donneur abolie

complètement l’épissage par la fragilisation de l’hybridation 5’ss-U1. Les mutations des positions

les plus conservées du site donneur et le mésappariement naturel de l’intron 1 de la β-globine

portent au nombre de 3 les mésappariements qui déstabilisent sévèrement l’hybridation 5’ss-U1.

De plus, si l’hybridation 5‘ss muté-U1 persistait faiblement malgré tout, on s’attendrait à avoir un

taux d’ARNm produits beaucoup plus important dans le cas de la lignée MUT pour maintenir un

enrichissement de l’ARN U1 comparable à celui du site de transcription épissé. Or, la production

d’ARNm au site de transcription est identique entre les deux lignées. La présence de l’ARN U1 sur

le site de transcription non épissé ne peut donc pas provenir de la persistance d’une hybridation

5’ss muté-U1. Les résultats des différents FISH montrent que les snARNs de l’épissage sont tous

recrutés sur un site de transcription épissé. Ces résultats confirment les premières données de mi-

croscopie montrant l’intron rapidement dégradé à la périphérie du site. L’épissage du gène de la

lignée WT est bien cotranscriptionnel. D’autre part, le splicéosome n’est pas recruté sur un gène

ne nécessitant pas d’épissage. Le seul snARN toujours présent est l’ARN U1.

6.2.4 La snRNP U1

Afin de vérifier si, comme pour la biochimie, l’ARN U1 est accompagné des protéines de la

U1snRNP, j’ai testé par immunofluorescence la présence des trois protéines spécifiques de la U1snRNP.

La figure 6.7 montre un enrichissement de la protéine U170k au site de transcription dans la lignée

WT comme dans la lignée MUT. De même, la protéine U1A est enrichie au site qu’il y ait épissage

ou pas. On observe donc un comportement identique des protéines de la snRNP U1 à celui de

l’ARN U1. La snRNP U1 semble donc être recrutée au complet sur le site de transcription en ab-

sence d’épissage. Pourtant, on constate une différence non négligeable d’enrichissement au site

entre le site de transcription épissé et non épissé. Cela est délicat à interpréter dans la mesure où

l’interaction entre l’ARN U1 et la protéine U1A est très forte (Kd ≈ 10-9) [193]. On sait par ailleurs

que toutes les protéines U1A ne sont pas en complexe avec la snRNP U1 mais qu’on les trouve aussi

associées avec le facteur PSF (polypyrimidine-tract binding protein-associated factor), p54nrb et

p68 sous la forme du complexe SF-A (snRNP-free U1A) [192, 183]. Ce complexe jouerait un rôle
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dans la polyadénylation des ARNm. Si beaucoup de U1A est recruté sur le site de transcription

épissé (dans certaines expériences le recrutement atteint 1,5 unités arbitraires), peut-être est-ce

dû en partie à la snRNP et en partie au complexe SF-A. Il faudrait vérifier la présence de PSF et

p54nrb sur le site de transcription non épissé.
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6.3 Protéines annexes

Un gène qui n’épisse pas recrute tout de même et uniquement la U1snRNP. D’autres facteurs

en-dehors des UsnRNPs sont requis pour participer à l’épissage, notamment plusieurs protéines

SR. SF2/ASF est une protéine que l’on retrouve dans les complexes A et B du splicéosome [70, 18].

C’est une protéine SR qui stimule la liaison de la snRNP U1 et module le choix du 5’ss. Cette acti-

vité serait portée par l’interaction entre ASF/SF2 et U170k [154]. Outre ses interactions protéine-

protéine, SF2/ASF a la capacité de se lier à des SRE sur l’ARN, le plus souvent des ESE mais aussi

parfois des ISS [200]. Puisque SF2/ASF interagit avec U170k, j’ai regardé son enrichissement au

site de transcription. Il s’avère que cette protéine est toujours présente qu’il y ait épissage ou non

(figure 6.8). On voit en effet un fort recrutement au site de transcription, bien que celui-ci soit

différent en fonction de la lignée cellulaire.
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La protéine SC35 (Splicing Component 35) est aussi une protéine SR impliquée dans l’épissage,

faisant partie des complexes A et B du splicéosome [70, 18]. Comme ASF/SF2, SC35 se lie à des ESE

pour favoriser l’inclusion des exons lors de l’épissage. D’autre part, SC35 est un composant des

speckles, ces structures de stockage de composants d’épissage [172]. L’analyse a été réalisée sous

un mode un peu différent puisque le signal SC35 forme des foci (les speckles) et entre ces foci, des

zones où il n’y a pas de signal. J’ai donc choisi deux contrôles, un absolument négatif et un autre ab-

solument positif pour le signal SC35. On constate de cette façon que la protéine SC35 est recrutée

au site de transcription épissé. Le contrôle positif représentant 100% de speckles et le négatif 0%,

cet enrichissement en SC35 au site signifie que le site de transcription épissé est souvent mais pas

toujours associé à un speckle. En revanche, le site de transcription non épissé n’accumule aucun

signal SC35. Ce site n’est donc jamais associé à un speckle. Etonnamment, ASF/SF2 est aussi un

facteur que l’on trouve associé aux speckles. Pour autant le comportement de ces deux protéines,

SC35 et ASF/SF2, est différent lorsqu’il n’y a pas d’épissage. Néanmoins, si ASF/SF2 est toujours

enrichi au site non épissé, il l’est dans une moindre mesure comparé à la lignée WT. Cette perte

d’ASF/SF2 provient peut-être de l’absence de speckles autour du site non épissé. La protéine U2AF

(U2 small nuclear ribonucleoprotein auxiliary splicing factor) n’est pas une protéine SR mais elle

possède un domaine RS (Arginine-Sérine). Elle est composée de deux sous-unités de 35 et 65kDa.

U2AF65 reconnaît la séquence polypyrimidine et recrute U2snRNP au point de branchement alors

que U2AF35 marque le dinucléotide AG au site accepteur [316, 212]. U2AF65 interagit avec les

snRNP U1 et U2 et aussi avec le point de branchement. Il a été démontré que U2AF65 était associé

avec la RNAPII dans le complexe d’initiation avant le début de la transcription [310]. Il pourrait

ainsi scanner les ARNs naissants à la recherche d’une séquence polypyrimidine. La présence de

U2AF65 dans ce contexte aurait pour effet de diminuer le temps de pause de la RNAPII. U2AF65

permet aussi l’export des ARNs avec ou sans introns chez la Drosophile [28]. En regardant par

immunofluorescence la protéine U2AF65, on constate qu’elle est bien recrutée sur le gène épissé

(figure 6.8). En revanche, U2AF65 est absent du site de transcription non épissé. Pour autant, il

n’y a pas de problème d’export des ARNs non épissés. Peut-être que U2AF65 n’est pas requis pour

l’export des ARNs sans introns. D’autre part, la présence de la U1snRNP sur un gène non épissé ne

suffit pas à faire venir U2AF65 et la U2snRNP. La présence de U1snRNP ne semble donc pas en lien
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direct avec l’épissage.

Tat-SF1 est l’homologue humain de Cus2 (U2snRNP) chez la levure. Il fait des interactions avec

la snRNP U2. Chez la levure, il est indispensable pour les réarrangements de l’ARN U2 fixé au

point de branchement qui doit se déplier et se replier pour créer le site catalytique. Nous avons

donc voulu regarder si Tat-SF1 était recruté au site de transcription avec ou sans intron pour voir

s’il pouvait être présent avec la snRNP U1 pour faire venir la snRNP U2. Comme nous ne dispo-

sions pas d’anticorps performants en immunofluorescence, nous avons transfecté le plasmide co-

dant pour la protéine Tat-SF1-FLAG. La figure 6.9 montre les résultats d’une immunofluorescence

contre l’étiquette FLAG dans les lignées MUT ou WT. Tout d’abord l’expression est variable d’une

cellule à l’autre du fait de la transfection qui n’est pas homogène. Les images ont été à chaque fois

prises sur des cellules exprimant un taux de protéines transfectées au moins 4 fois supérieur au

bruit de fond. Sur ces images, le recrutement est significatif quoique plutôt faible au site de trans-

cription, quelle que soit la lignée. Il semble donc qu’il y ait du TAT-SF1 en faible quantité sur les

sites de transcription, indépendamment ou non de l’épissage. Ces résultats doivent tout de même

être pris avec précaution car ils reflètent uniquement le comportement de la protéine transfectée

et donc surexprimée.
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FIGURE 6.9 – Analyse radiale de TAT-SF1-GFP. Les cellules ont été transfectées avec le plasmide
TAT-SF1-GFP le matin et induites à la doxycycline sur la nuit. Elles ont été fixées le lendemain
matin et un FISH MS2 a été réalisé le soir. 60 cellules WT et 61 cellules MUT ont été analysées. En
rouge, les sites de transcription, en bleu, les sites contrôles. Les ronds représentent les cellules WT
et les triangles, les cellules MUT.

6.4 Analyse radiale de l’ARN U1 et de l’ARN B2 sur les sites actine chez

la souris

L’ARN B2 est un ARN non codant de la souris qui est exprimé lors d’un stress comme le choc

thermique [5]. Cet ARN a la propriété de lier la RNAPII et d’inhiber son activité avant la formation

du complexe de pré-initiation [80, 79]. L’aptamère FC* inhibe aussi la RNAPII et entre en compé-

tition avec l’ARN B2 pour la liaison à la RNAPII [145]. Or, cet ARN inhibe la RNAPII en se glissant

dans le sillon de l’ADN, à l’intérieur de celle-ci. L’ARN U1, quant à lui, aurait plutôt un effet acti-

vateur sur la transcription [166]. Dans la perspective d’étudier le comportement de l’ARN U1 en

présence de l’ARN B2 dans le contexte de stress, j’ai d’abord réalisé un FISH contre ces deux ARNs

sur un gène aisément visible par microscopie, le gène de la β-actine sur des cellules NIH3T3. Pour

visualiser les sites de transcription des gènes actine, il a fallu priver les cellules de sérum sur une

nuit puis rajouter le lendemain matin du sérum à hauteur de 20% pendant 30 mn. On voit que
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dans ces conditions, l’ARN B2 est exprimé par rapport à une cellule non activée (figure 6.10 A) in-

diquant que cette activation est sans doute ressentie comme un signal de stress. Mais on observe

également que les quantités de B2 exprimé sont variables d’une cellule à l’autre.

Les images ont été analysées en U1 et en B2 (figure 6.10 B). On observe sur le graphique, le fort

recrutement de l’ARN U1 (triangle) sur les sites de transcription actine. L’ARN U1 est particulière-

ment enrichi sur ces sites, ce qui paraît logique car les gènes actine contiennent 5 introns. L’ARN

B2 (rond), bien qu’il ne s’agisse pas d’un choc thermique, est transcrit (figure 6.10) et il est même

présent au site actine en cours de transcription. Certes, l’enrichissement n’est pas grand mais il

est significatif (p-value : 0,002). Les cellules ayant été soumises à la privation en sérum puis à une

double dose de sérum sont sans doute en condition de stress, ce qui peut expliquer la présence du

transcrit B2 dans la cellule. Ce recrutement de B2 au site actine est plus surprenant car l’actine est

le gène utilisé comme contrôle négatif dans les expériences démontrant le rôle de B2 au cours du

choc thermique. Bien-sûr, l’actine ne se comporte pas de la même façon en choc thermique et dans

les conditions de stress que j’ai utilisées. Mais si B2 est exprimé, il va sans doute se lier à la RNAPII,

notamment sur un gène sensé être réprimé. Deux explications peuvent alors être proposées : soit

la condition d’activation est effectivement un stress mais « n’active pas » le rôle inhibiteur de B2 ;

soit son inhibition est dose-dépendante et dans ces conditions, on est à un niveau trop faible pour

voir une inhibition de la RNAPII. Il faudrait faire un FISH B2 sur le gène de choc thermique hsp70

pour voir si celui-ci est beaucoup plus transcrit dans la cellule et s’il est beaucoup plus recruté au

site de transcription Hsp70. Un FISH U1 sur les mêmes cellules permettrait également de voir quel

est le comportement de l’ARN U1 sur ces gènes sans introns.
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FIGURE 6.10 – B2 sur des cellules NIH3T3 au site actine. Les cellules NIH 3T3 ont été privées de
sérum sur la nuit puis mis en présence de 20% sérum pendant 30mn. Après avoir été fixées, un
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6.5 Rôle du CTD de la RNAPII dans l’enrichissement du snARN U1 au

site de transcription

Le CTD de la RNAPII est impliqué dans le recrutement de nombreux facteurs de maturation

de l’ARN pré-messager (cf. intro). Pour savoir si l’ARN U1 pourrait être enrichi au site de transcrip-

tion via le CTD de la RNAPII, des analyses d’images ont été faites avec une RNAPII dont le CTD

ne comporte que 5 répétitions (RNAPII-∆5) [96]. Cette RNAPII possède une étiquette GFP en C-

terminal de la sous-unité Rpb1 et surtout une mutation ponctuelle qui lui confère une résistance

à l’α-amanitine [139]. Les cellules ont été transfectées soit avec la RNAPII-GFP sauvage, soit avec

la RNAPII-∆5. En présence d’α-amanitine, la RNAPII endogène est bloquée et la cellule ne pos-

sédant pas la RNAPII résistante meurt [222, 267, 102]. La RNAPII-∆5 est capable de transcrire un

gène inséré en multicopies dans un génome [210].

Après un traitement à l’α-amanitine de 4h à 100µg/mL, les cellules n’ayant pas été transfectées

sont en train de mourir et ne présentent aucun site de transcription. Les cellules fixées sont analy-

sées en FISH contre l’ARN U1. Le signal GFP donne la localisation de la sous-unité Rpb1. Celle-ci,

après un tel traitement, se trouve dans le noyau et dans le cytoplasme. En effet, il y a sans doute

plus de sous-unités Rpb1 produites que de complexes RNAPII possibles et la sous-unité Rpb1 ne

possède pas de signal de rétention nucléaire. Ce patron est légèrement différent entre la Rpb1 sau-

vage et la Rpb1- ∆5. En effet, on voit un signal plus nucléaire pour la Rpb1 sauvage. Néanmoins,

le signal GFP reste très faible dans les deux cas. Il faut remarquer que les cellules présentant un

fort signal GFP, et donc une forte expression, sont toutes en apoptose. Une trop forte expression

de Rpb1 muté ou non entraîne donc un état trop fortement perturbé pour la cellule. D’autre part,

la proportion de cellules en apoptose est beaucoup plus importante dans le cas de la transfection

avec la sous-unité Rpb1-∆5. Il est évident qu’un CTD tronqué empêche la cellule de produire des

ARNm matures et donc conduit la cellule à la mort [45].

Par un FISH sur l’ARN U1, on a regardé son enrichissement au site en fonction du type de RNA-

PII transfectée. Les premiers résultats ne sont pas très concluants comme le montre la figure 6.11.

On voit un recrutement positif de l’ARN U1 avec la RNAPII sauvage résistante à l’α-amanitine sur

la lignée WT (figure 6.11 Aa). Cependant, les valeurs mesurées sont très faibles. L’enrichissement
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de l’ARN U1 est significatif dans la lignée WT mais peu dans la lignée MUT (voir annexe A sur les

résultats significatifs). En revanche, il n’y a aucune différence entre le site de transcription et un

site contrôle lorsqu’on utilise la RNAPII ∆5, quelle que soit la lignée observée (figure 6.11 Ab). Il

est difficile de porter du crédit à ces premières expériences car il y a très peu de RNAPII au site

de transcription comme on le constate sur la figure 6.11 B. D’une façon générale, le signal GFP est

très faible dans la cellule et il y a peu de différence entre le site de transcription et un site contrôle.

On peut d’ailleurs remarquer que le signal U1 obtenu dans la lignée WT avec le CTD intégral, seul

résultat significatif, correspond au signal GFP le plus fort. La faible concentration de RNAPII-GFP

n’empêche pas la production d’ARNm comme le présente la figure 6.11 C. Les densités de signaux

ARNm sont comparables à ce qu’on trouve dans les autres expériences (la différence d’échelle pro-

vient de du type d’image analysée : de 1 à 10 000 en 16 bits et de 1 à 500 en 8 bits). Cette expérience

doit être renouvelée avec comme contrôles, les autres snARNs de l’épissage pour étudier leur com-

portement avec la RNAPII ∆5. L’ARN U2 ou la tri-snRNP ne sont en effet pas recrutés sur le gène

sans intron. Les densités obtenues nous permettront de comparer avec l’ARN U1. Si on ne peut

conclure sur le rôle du CTD à travers cette expérience, on peut tout de même dire que l’ARN U1

n’est pas recruté par l’ARNm puisque dans la lignée MUT avec la RNAPII GFP sauvage, la densité

de signal MS2 est très forte et pourtant le recrutement de l’ARN U1 n’est pas significatif. L’ARN U1

n’est donc définitivement pas enrichi sur un site de transcription sans épissage par une hybrida-

tion persistante avec un site donneur sur l’ARNm.
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FIGURE 6.11 – Expression d’une RNAPII-CTD-GFP ou RNAPII- ∆5-GFP dans les lignées MUT et
WT. Analyse sur l’ARN U1. Les cellules ont été transfectées avec la construction Rpb1-wtCTD ou
Rpb1- ∆5CTD, puis traitées à l’α-amanitine et induites à la doxycycline. Après avoir été fixées, un
FISH contre les répétitions MS2 et contre l’ARN U1 a été réalisé. Les images obtenues ont fait l’objet
d’une analyse radiale. Les figures (a) représentent les transfections RNAPII-CTD-GFP et les figures
(b), les transfections RNAPII- ∆5-GFP. A. Densité de signal U1 au site de transcription et aux sites
contrôles. B. Densité de signal GFP. C. Densité de signal MS2, représentant l’ARN pré-mature et
mature.
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6.6 Association RNAPII – snRNP U1

Les résultats présentés démontrent l’association de l’ARN U1 avec la RNAPII. Par immunopré-

cipitation anti-RNAPII, U1 est co-immunoprécipité. Cette association ne concerne pas l’ARN U1

seul mais l’ensemble de la snRNP U1. Cette association a également été démontrée par Das et al.

dans des extraits nucléaires de cellules HeLa en présence d’ATP [65]. L’ATP est utilisé pour désen-

gager les splicéosomes potentiellement engagés sur les pré-ARNm de l’extrait nucléaire. Leur im-

munoprécipitation RNAPII co-immunoprécipite beaucoup de protéines, identifiées par spectro-

scopie de masse et Western blot. Ils trouvent, entre autres, les protéines de la snRNP U1, une pro-

téine de la snRNP U2 (U2-A’), des protéines SR, des protéines hnRNP, des facteurs de transcription

ou reliés. D’autre part, Tian montrait déjà en 2001 que la protéine U1-70k co-immunoprécipitait

la RNAPII [302]. Par deux méthodes différentes, on constate l’association de la snRNP U1 avec

la RNAPII. Mes expériences de crosslink et celles de Kameoka confirment également l’existence

d’un complexe RNAPII-snRNP U1 in vivo [137]. Dans ces expériences, Kameoka utilise un ARN

comprenant un site 5’ss pour assembler le splicéosome. Cet ARN comprend un groupe benzo-

phénone photoactivable qui permet de coupler de façon covalente les éléments qui s’y associent.

De cette manière, il obtient deux types de complexes, chacun contenant la RNAPII et la snRNP

U1 et d’autres facteurs d’épissage et de transcription sans nécessité d’ATP. De plus, mes résul-

tats démontrent que cette association a lieu indépendamment de l’état d’activité de la RNAPII

puisque la RNAPII utilisée dans mes expériences est transcriptionnellement inactive. On remar-

quera d’ailleurs que Das et al. n’ont pas eu de problème à extraire le complexe RNAPII-snRNP U1.

Peut-être en ont-ils perdu au cours de leurs purifications, néanmoins cela signifie que la liaison qui

unit la RNAPII à la snRNP U1 est suffisamment forte pour ne pas être perdue dans un protocole

d’extraction de RNAPII transcriptionnellement active.

6.7 Pré-requis de l’interaction RNAPII – snRNP U1

Pour le moment, nous n’avons que quelques éléments de réponse. Premièrement, on ne sait

pas si ce complexe RNAPII-snRNP U1 existe pour lui-même ou n’est que la conséquence d’une

association plus grande. Cela est tout à fait concevable dans le contexte transcriptionnel. En mi-
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tose, avec une RNAPII inactive, les associations sont en théorie plus restreintes. Pour autant, la

RNAPII des cellules mitotiques se trouve aussi sous ses deux formes RN API IO et RN API IA et plé-

thore de protéines sont associées au CTD de la RNAPII dont des protéines de l’épissage telles que

SF2-ASF. Or on sait que SF2-ASF se lie à la protéine U1-70k [154, 65]. Cette association permet le

recrutement plus efficace de la snRNP U1 au site 5’ss [77]. Si U1-70k est présent sur les immu-

noprécipitations RNAPII en mitose, je n’ai pas regardé SF2/ASF. Mais on sait qu’il est présent sur

les immunoprécipitations de l’article de Das et.al. Il faudrait donc déterminer si SF2/ASF joue un

rôle dans l’association RNAPII – snRNP U1. Pour cela, on pourrait rajouter la protéine SF2/ASF

sur des extraits nucléaires en concentrations croissantes et observer la proportion de RNAPII liée

à l’ARN U1. Parmi les composants du splicéosome, je n’ai de résultats biochimiques qu’avec l’ARN

U2 qui est peu enrichi. Par spectroscopie de masse, Das ne trouve que la protéine U2-A’ [65]. Dans

mes Northern blots et dans les résultats de spectroscopie de masse, les quantités sont faibles par

rapport à la snRNP U1 et il n’est pas toujours aisé de savoir s’il s’agit d’un bruit de fond ou d’un

réel signal U2. Dans les cellules synchronisées, on peut penser que l’interaction du snARN U2 avec

la RNAPII existe car elle pourrait témoigner d’un voisinage avec le splicéosome. Dans les cellules

mitotiques, le jugement est plus délicat. D’une part, les résultats de l’anticorps commercial sont

certes meilleurs que les ascites (et enrichissent moins l’ARN U2), d’autre part, on voit quand même

du U2. Cependant l’association de la snRNP U1 ne peut être la conséquence de l’association des

UsnRNPs du splicéosome avec la RNAPII, d’abord parce que les extractions de splicéosomes ne

contiennent pas de RNAPII [18, 52] et inversement [65, 301]. Ensuite la RNAPII est déjà un énorme

complexe à elle-seule, il semble difficile qu’elle soit associée avec un complexe tout aussi gros

qu’elle, sinon plus, dans la cellule. La présence du snARN U2 dans les couplages covalents dans

les cellules mitotiques pourraient provenir des granules d’interchromatine mitotique (MIG). En

mitose, la RN API IO peut se retrouver dans les MIG qui sont les speckles mitotiques. Elle y côtoie

entre autres les snARNs de l’épissage. Les couplages covalents pourraient maintenir des interac-

tions dans ces granules et permettre d’observer une interaction de l’ARN U2, qui est l’ARN le plus

abondant après l’ARN U1, avec la RNAPII. Deuxièmement, la phosphorylation du CTD pourrait

jouer un rôle dans l’interaction RNAPII – snRNP U1 bien que celui-ci reste à élucider. En effet,

l’article de Das a basé sa recherche sur des immunoprécipitations avec l’anticorps 8WG16. Les
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auteurs l’ont choisi car de tous les autres anticorps testés (N20, H5, H14), le 8WG16 a été le seul

à permettre de voir les protéines co-immunoprécipitées sur un gel de Coomassie. De même, Ka-

meoka montre une immunoprécipitation 8WG16 qui enrichit spécifiquement l’ARN U1, plus que

les anticorps N20, H5 et H14 qui co-immunoprécipitent les autres snARNs [137]. Or, dans mes ex-

périences, c’est ce même anticorps qui me permet d’enrichir largement l’ARN U1 et ses protéines

par rapport aux autres anticorps. Cet anticorps immunoprécipite les deux formes de la RNAPII

(RN API IO et RN API IA ), tout comme l’anticorps N20. A la différence près que l’anticorps 8WG16

reconnaît le CTD sur les peptides non phosphorylés et le N20 sur la partie N-terminale de Rpb1. Se

pourrait-il que l’anticorps 8WG16 modifie la conformation de Rpb1 et/ou de son CTD et que celui-

ci devienne plus attractif pour la snRNP U1 ? Actuellement, Bo Gu au laboratoire, tente de faire ex-

primer une RNAPII-GFP avec un CTD pleine longueur (WT-CTD) ou un CTD réduit à 5 répétitions

(δ5-CTD). Il serait intéressant de faire une immunoprécipitation anti-GFP après formaldéhyde et

regarder si U1 s’associe à la polymérase tronquée. L’implication du CTD dans l’association de la

snRNP U1 à la RNAPII est difficile à résoudre par les anticorps mais ce n’est pas le seul problème

rencontré. En effet, dans les expériences de couplages covalents au formaldéhyde, on fixe les cel-

lules dans un état mais on utilise aussi beaucoup de détergents, des sonications, pour casser les

cellules et réaliser les immunoprécipitations. Au laboratoire, Praveen Belagal a mis en évidence

une perte du CTD de la RNAPII au fil des sonications. Pour ma part, j’ai déjà observé ce phéno-

mène parfois même sans sonication avec des conditions de lyse douces. Dans ce dernier cas, cette

perte est peut-être due à des protéases encore actives. En conditions natives, on a aussi remarqué

que la quantité d’ARN U1 immunoprécipité était beaucoup plus importante que sur des cellules

fixées. Les ARNs U1 ou U2 immunoprécipités dans ces extraits sont-ils le reflet de la réalité ou bien

en a-t-on perdu au cours du protocole ? Si le CTD est dégradé, il n’est pas reconnu par l’anticorps

8WG16. S’il est coupé, il l’est potentiellement. L’un ou l’autre cas peuvent avoir une influence di-

recte sur la quantité d’ARN U1 immunoprécipité. On ne sait donc pas à l’heure actuelle quelle est

la réelle proportion d’ARN U1 immunoprécipité avec la RNAPII (certainement au moins 1 pour 1,

voire plus) et si cette RNAPII a pu conserver l’intégrité de ses associations. Une autre tentative de

savoir si le CTD joue un rôle dans cette interaction est d’utiliser l’imagerie avec le plasmide codant

pour Rpb1 δ5 cité ci-dessus. Nous avons cependant été confrontés à des problèmes techniques
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d’expression de ce plasmide et pour le moment, nous n’avons pas de résultats fiables.

6.8 La snRNP U1 présente au site de transcription indépendamment de

l’épissage.

L’association de la snRNP U1 avec la RNAPII est très spécifique. Cette spécificité peut révéler

une fonction, d’autant que mes expériences sont faites sur des cellules mitotiques. La RNAPII y

est transcriptionnellement inactive et l’épissage très nettement réduit [284]. J’ai donc voulu in-

vestiguer la présence de l’ARN U1 et de ses protéines sur des sites de transcription, visibles par

imagerie. Cette technique permet de regarder à un moment donné, les interactions dans la cel-

lule. Ainsi, sur un site de transcription dont l’ARN est épissé, on voit un enrichissement local des

snARNs du splicéosome. Sur un site de transcription dont l’ARNm ne possède pas d’introns, les

snARNs de l’épissage ne sont pas présents alors que la snRNP U1 est présente au complet. De plus,

la protéine U2AF65 qui reconnaît la séquence polypyrimidine avant la jonction ATP-dépendante

de la snRNP U2 est également absente sur un site de transcription sans intron. Un résultat un peu

similaire est obtenu sur un système identique avec un gène rapporteur VIH et des sites donneur

et accepteur d’épissage sous le contrôle de LTR. Ce gène ne fait pas d’épissage cotranscription-

nel mais la snRNP U1 est présente au site de transcription. Elle semble y être recrutée par le site

5’ss car si celui-ci est muté, la snRNP U1 n’est plus enrichie (Bertrand E., communication person-

nelle). Dans mes expériences, la présence de l’ARN U1 n’est vraisemblablement pas due à une ré-

miniscence de la reconnaissance ARN U1 – 5’ss. L’hybridation repose sur 7 nucléotides discontinus

et la mutation complète du dinucléotide donneur quand une mutation sur la thymidine (uracile

dans l’ARNm) du dinucléotide donneur suffit à abolir l’interaction avec l’ARN U1 [59]. La snRNP

U1 est donc recrutée au site de transcription indépendamment de l’épissage. Ce résultat est en

contradiction avec d’autres travaux qui montrent l’absence de la protéine U1-70k sur des gènes

sans introns transcriptionnellement actifs par ChIP et l’absence de co-immunoprécipitation de

RNAPII par U1-70k [186]. D’autres travaux, chez la levure, montrent également l’absence d’enri-

chissement de la snRNP U1 sur des gènes sans introns mais constatent son fort recrutement en

5’ des gènes épissés [159]. Ces résultats sont paradoxaux et difficiles à expliquer. Chez la levure,
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les auteurs concluent à un résultat négatif concernant la présence de la snRNP U1 sur les gènes

sans introns. Pourtant, la snRNP U1 n’est pas complètement absente. On en voit, certes beaucoup

moins que sur les gènes épissés, mais tout le long de ces gènes sans introns. Bien que faible, cet en-

richissement a peut-être une signification biologique. Il se peut également que la comparaison des

systèmes levure et homme ne soit pas appropriée concernant l’épissage car les ChIPs sur cellules

HeLa n’enrichissent pas U2AF65 sur des gènes sans introns [186], contrairement à ce qu’on trouve

chez la levure sur le gène sans intron PDR5 [104], à moins que ces différences ne soient en fait que

des différences liées aux gènes. D’autre part, les méthodes utilisées n’ont rien en commun. L’ima-

gerie me permet de voir si j’ai une colocalisation de différents éléments mais ne me permet pas de

dire s’il y a interaction ou non. L’absence d’U1-70k sur un gène sans intron ne nous dit pas ce qu’il

se passe sur l’ARN naissant ou aux alentours. Il est vrai que Listerman ne co-immunoprécipite pas

de RNAPII avec un anticorps anti-U170k. Mais cet anticorps est différent de celui de Tian [302]. De

plus, les auteurs ne recherchent qu’une RNAPII phosphorylée alors que Tian fait un Western blot

avec N20 pour visualiser toutes les formes de RNAPII et dans mes résultats, on constate que tous les

anticorps anti-RNAPII ne se comportent pas de la même façon. Ces différents résultats, s’ils appa-

raissent en contradiction au premier abord, ne le sont peut-être qu’à cause des méthodes utilisées

et de nos lacunes actuelles. Car d’autres travaux montrent, comme mes résultats, une interaction

de la snRNP U1 avec des ARNs naissants indépendamment de l’épissage dans des ovocytes am-

phibiens [243]. Les auteurs injectent des snARNS fluorescents dans le cytoplasme des ovocytes et

ceux-ci viennent colocaliser sur les ARNs naissants. Lorsqu’un antisens du snARN U2 est injecté,

l’épissage est bloqué. Les snARNS U1, U4 et U5 fluorescents injectés par la suite viennent tout de

même se localiser au niveau des ARNs naissants alors que la protéine U2B” de la snRNP U2 se

concentrent dans les nucléoles. Certes, dans cet article, il n’y a pas modifications de séquences et

l’ARN U1 se dirige peut-être vers les ARNs naissants car il reconnaît le 5’ss d’un intron. D’ailleurs,

si on enlève la tige-boucle I et le site de reconnaissance du 5’ss, l’ARN U1 ne va plus se localiser

auprès des ARNs naissants. Néanmoins, cette association est indépendante de la snRNP U2, tout

comme le recrutement de l’ARN U1 sur mes constructions.

La présence de l’ARN U1 au site de transcription avec ou sans intron pourrait être le fruit de

son interaction avec la RNAPII. Mais elle pourrait être aussi la conséquence du recrutement via le
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complexe de la coiffe. En effet, le complexe de la coiffe stimule le recrutement de la snRNP U1 [179].

Sur les sites de transcription de ces lignées, le complexe de la coiffe peut effectivement faciliter le

recrutement de la snRNP U1 sur l’ARN quand celui-ci est fixé sur la RNAPII. S’il ne fait aucun doute

que ce complexe soit présent sur les sites de transcription étudiés, je n’ai en revanche pas regardé

la présence des enzymes de la coiffe sur les immunoprécipitations de la RNAPII. Or, on sait que les

enzymes de la coiffe se lient au CTD phosphorylé de la RNAPII [203].

6.9 Rôle(s) de l’association RNAPII – snRNP U1

Les résultats obtenus permettent aussi une réflexion sur le contexte de la transcription de ces

gènes. On constate en effet la présence de SC35 et SF2/ASF sur ces sites de transcription avec épis-

sage. Sans épissage, SC35 disparaît et SF2/ASF diminue. On peut en déduire que, comme tous deux

sont marqueurs des speckles, un site de transcription faisant de l’épissage est associé une fois sur

deux avec un speckle alors qu’un site sans épissage ne l’est jamais. Les speckles regroupent plu-

sieurs complexes nucléaires contenant la protéine SC35 mais ce terme est plus souvent associé aux

groupes de granules interchromatiniens (IGC interchromatin granule cluster) qui sont considérés

comme des lieux de stockage des facteurs d’épissage [172]. On y trouve aussi un peu de RNA-

PII [31, 216]. La RNAPII que l’on y trouve n’est pas active. Ces IGC (ou speckles) sont connectés les

uns aux autres par les fibrilles périchromatiniennes (FP) qui ne sont autres que des ARNs naissants

entourés de facteurs d’épissage actifs. IGC et FP sont donc voisins. Un site de transcription a donc

beaucoup de chances d’être proche d’un speckle. On peut imaginer dans ce cas que la RNAPII en

cours de recyclage passe par un IGC car le temps de résidence n’y est pas long [248]. Dans mes ré-

sultats, si mes sites de gènes non épissés ne sont pas associés aux speckles, alors cela suppose une

organisation nucléaire particulière où les speckles « se positionnent » ou « se créent » à proximité

des gènes qui ont besoin d’épissage. Ceux-ci se créeraient en quelque sorte par défaut, là où les

facteurs s’accumulent car ils ne cessent d’être requis et relâchés. Ces résultats nous apprennent

également que la snRNP U1, recrutée sur un site de transcription sans intron, n’est pas associée

aux speckles. Il existe donc bien une forme de snRNP U1 différente de la snRNP U1 active dans le

splicéosome et différente de celle associée aux speckles.
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L’ensemble de ces résultats nous amènent à considérer différentes hypothèses, pas nécessai-

rement exclusives. Le complexe formé par la RNAPII et la snRNP U1 pourrait d’abord avoir une

influence sur la RNAPII. L’association est déjà présente en mitose ce qui pourrait signifier que la

RNAPII en a besoin avant de commencer son activité. Cette hypothèse est en accord avec les ré-

sultats de Tian qui montrent une association de la snRNP U1 avec la RNAPII avant la formation du

complexe d’initiation. En effet, un ARN non codant homologue à la séquence du 5’ss peut inhiber

l’activité transcriptionnelle de la RNAPII s’il est ajouté avant la formation du complexe, mais pas

s’il est ajouté après. De manière réciproque, la présence d’un site 5’ss valide permet d’augmenter

la transcription de la RNAPII, indépendamment de l’épissage [59]. Ainsi, en plus de scanner l’ARN,

la snRNP U1 pourrait signaler à la RNAPII qu’elle peut s’engager dans la transcription car elle n’est

pas entourée d’ARNs pré-matures, en cours de transcription. Dans cette même idée de rôle sur

la transcription, on a cherché à savoir si Tat-SF1 était lui aussi recruté au site. En effet, Tat-SF1

interagit avec la snRNP U2 mais il est aussi sensé faire des interactions avec DSIF (Handa, Cold

Spring Harbor 2008). Or, DSIF est un facteur négatif d’élongation de la transcription. Si Tat-SF1

était recruté avec la snRNP U1, cela pourrait avoir un impact sur la liaison de DSIF et/ou de la

snRNP U2. Aucun anticorps n’étant compatible avec une immunofluorescence, nous avons utilisé

des protéines Tat-SF1-GFP. Les résultats n’ont cependant pas été convaincants, le recrutement de

Tat-SF1 sur un gène avec introns, quoique significatif, étant déjà bien faible. Si Tat-SF1 exerce un

rôle, c’est probablement à faible dose ou bien sur des gènes particuliers. La snRNP U1 pourrait

aussi utiliser la RNAPII comme vecteur afin d’être amenée au site de transcription pour s’y asso-

cier à des facteurs et les activer. Le facteur de transcription TFIIH serait en effet associé à l’ARN

U1 via la cycline H et stimulerait l’activité kinase de cdk7 [166, 232]. La présence de U1 associé à

TFIIH permettrait une réinitiation plus rapide de la transcription. Même si je n’ai pas trouvé traces

de cycline H ou cdk7 sur mes immunoprécipitations RNAPII, il se peut tout de même qu’une inter-

action ait lieu entre la snRNP U1 et TFIIH. En effet, si la snRNP U1 est associée à la RNAPII, TFIIH

est aussi en interaction avec la RNAPII. TFIIH n’est pas le seul candidat potentiel à une association

avec l’ARN U1. Sur une construction du gène HIV-1 avec un 5’ss muté comparé à un 5’ss normal,

TFIID, TFIIH et TFIIB sont enrichis de la même façon partout le long du gène sur la construction

au 5’ss muté [59]. En revanche, sur le 5’ss sauvage, TFIIB n’est plus enrichi à 200 pb du 5’ss alors
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que TFIID et TFIIH le sont jusqu’au 5’ss (560pb). Les auteurs en concluent que le 5‘ss est capable

de stimuler la transcription en recrutant au moins TFIID et TFIIH pour permettre une réinitiation

plus rapide. L’ARN U1 ou la snRNP U1 pourraient être les médiateurs de cet effet du 5’ss.

Etant donné la fonction de la snRNP U1, ce complexe pourrait aussi avoir des répercussions

sur l’épissage cotranscriptionnel. Amenée par la RNAPII, la snRNP U1 serait à proximité de l’ARN

naissant pour scanner ce pré-ARNm et vérifier si celui-ci contient des sites d’épissage. La snRNP

U1 étant le premier élément à reconnaître le site donneur, il est indispensable à l’association ul-

térieure du splicéosome. Sa présence en avant-garde permettrait une association plus rapide du

splicéosome et donc un épissage cotranscriptionnel plus efficace. On connait déjà des protéines

de la snRNP U1 chez la levure qui se lient à la RNAPII (FBP11/Prp40) [214] ou qui stimulent l’épis-

sage (TIA-1/Nam8) [90]. Bien que l’association de Prp40 avec la RNAPII ait été caractérisée [95],

aucune fonction particulière n’a été mise en évidence. TIA-1 recrute quant à lui la protéine U1C

de la snRNP U1 pour permettre une reconnaissance plus efficace du site 5’ss [90]. La snRNP U1 est

donc un bon candidat pour stimuler l’épissage cotranscriptionnel. Pour vérifier l’hypothèse émise

plus haut, il faudrait utiliser un système de transcription et épissage in vitro avec une RNAPII puri-

fiée en ajoutant séquentiellement l’ARN U1 ou bien la snRNP U1 avant d’ajouter l’extrait nucléaire,

avant ou après l’initiation sur un promoteur à cassette G-less. On mesurerait la vitesse d’épissage

et le nombre de transcrits épissés.

On sait également que le complexe de la coiffe facilite le recrutement de la snRNP U1 pour la

reconnaissance du site 5’ss. La RNAPII est un gros complexe et l’ARN U1 est très petit en compa-

raison. Si l’ARN U1 se lie à un endroit éloigné de la sortie de l’ARN, il peut avoir besoin d’aide pour

rejoindre l’ARN naissant. Ainsi, l’ARN U1 pourrait être facilité dans sa fonction de reconnaissance

du 5’ss, d’abord en étant amené au site de transcription par la RNAPII, ensuite en trouvant l’ARN

néosynthétisé par le complexe de la coiffe.

Enfin, le complexe RNAPII – snRNP U1 pourrait également avoir un rôle dans la stimulation

d’une autre étape de maturation de l’ARN. En effet, il a été récemment montré que la snRNP U2

stimule la coupure endonucléolytique du 3’ des pré-ARNm des histones par la snRNP U7 par la

liaison de deux de ses sous-unités (SF3b155 et hPrp43) à une séquence d’ARN particulière. Or les

histones sont des gènes sans introns qui ne recrutent a priori pas le splicéosome [91]. On savait
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déjà que la snRNP U2 stimulait la maturation du 3’ par une interaction avec CPSF [167]mais c’est

la première fois que l’on voit U2 recruté dans ce but sur un gène sans intron. La snRNP U1 est plutôt

connue pour son rôle inhibiteur vis-à-vis de la maturation du 3’ sur les gènes humains [114, 314]

et sur le VIH [10, 9]. Elle inhibe la polyadénylation des gènes dont le 3’ est proche du 5’ du gène

suivant. Artificiellement, on crée des sites de liaisons pour l’ARN U1 afin d’inhiber la polyadény-

lation. La snRNP U1 pourrait être recrutée avec la RNAPII qui se place en amont du gène sur le

promoteur et donc plus près de l’extrémité 3’ d’un gène contigu afin de réguler les facteurs de cou-

pure et polyadénylation. D’autres mécanismes pourraient être régulés par la présence de la snRNP

U1 : l’exportation ou le NMD sont des évènements en lien avec l’épissage. Cependant aucun travail

dans la littérature ne vient aujourd’hui étayer cette hypothèse.

Pour le moment, nous ne savons pas si l’association RNAPII – snRNP U1 est basée sur l’inter-

action avec l’ARN U1 ou avec l’une de ses protéines. Cette question est restée de côté pendant ma

thèse mais elle est suffisamment importante pour mériter une réponse. Si l’ARN U1 est l’élément

qui se lie à la RNAPII, il faudrait rechercher sur quel(s) aspect(s) cette liaison repose : un motif

de séquence particulier ou la structure ? L’article de Tian évoque l’importance de la séquence cor-

respondant au site de reconnaissance du 5’ss. Cependant, cette séquence n’est probablement pas

en interaction physique avec la RNAPII car elle doit s’hybrider avec les ARNs naissants pour in-

hiber l’initiation. En lien avec la séquence et la structure, il existe des variant d’ARN U1 [168]. Ils

sont beaucoup moins exprimés (entre 2 et 7% de l’ARN U1 majoritaire) et comportent des varia-

tions de séquences, notamment sur la séquence de reconnaissance du 5’ss et le dinucléotide GU.

Certains de ces variants comportent des SNPs, y compris sur le dinucléotide GU. Ces variations

de séquences ne les empêchent pas de former des snRNPs et leur permettent probablement de

reconnaître des sites 5’ss non canoniques. On pourrait vérifier si l’ARN U1 en association avec la

RNAPII est l’ARN U1 majoritaire ou bien n’importe lequel ou bien un variant spécifique. Cette der-

nière hypothèse donnerait alors un rôle très spécifique à cet ARN U1 variant car, moins nombreux

que l’ARN majoritaire, il pourrait avoir besoin d’être concentré auprès des ARNs naissants possé-

dant des sites 5’ss non canoniques. Il se pourrait également que l’ARN U1 immunoprécipité avec

la RNAPII dans des cellules mitotiques et celui accumulé au site de transcription ne soient pas les

mêmes et que leurs rôles soient différents : l’un pour inhiber une initiation (ARN U1 majoritaire),
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l’autre pour scanner les ARNs naissants (un variant). Les hypothèses sont multiples, la difficulté

résidant dans la capacité du protocole choisi d’arriver à voir 2% d’un variant. De rigoureux moyens

devront être mis en œuvre pour faire aboutir des protocoles de RT-PCR et PCR quantitative par

exemple.

Dans le système murin, l’équipe de Kugel et Goodrich a démontré d’une part l’activation de la

transcription de l’ARN B2 par la RNAPII en conditions de choc thermique et d’autre part son effet

inhibiteur sur les gènes RNAPII, hormis les gènes de choc thermique [5, 79]. En réalisant un FISH

sur des cellules NIH3T3 contre U1 et B2 et en analysant leurs enrichissements respectifs au site

actine, je constate l’expression de l’ARN B2 et un petit recrutement au site actif. L’actine étant un

des gènes contrôles étudiés dans leur article, il se peut que cet enrichissement n’en soit pas vrai-

ment un ou bien que les conditions de choc thermique et celles que j’ai utilisées ne provoquent

pas les mêmes réactions dans la cellule. Cette expérience était un test préliminaire. L’enjeu est de

savoir si l’ARN B2 et l’ARN U1 sont compétiteurs pour un site de liaison sur le RNAPII. Pour le vé-

rifier, l’étude comparative des gènes histones en conditions normales et celle des gènes de choc

thermique par la même méthode pourra nous informer sur plusieurs points. Premièrement, le re-

crutement de B2 sur des gènes sensibles ou non au choc thermique corroborera ou non avec les

résultats de l’équipe de Kugel et Goodrich. Deuxièmement, on pourra évaluer l’enrichissement de

l’ARN U1 et celui de l’ARN B2, proportionnellement à l’enrichissement de la RNAPII sur ces diffé-

rents sites. Cela nous permettra de comparer les conditions de stress et de non-stress d’une part,

et un site endogène avec introns et sans introns en conditions de non stress pour l’ARN U1. En-

fin, des signaux opposés entre l’ARN U1 et l’ARN B2 seront un argument pour la compétition de

ces deux ARNs sur la RNAPII. Bien évidemment, c’est supposer que les résultats, et donc les diffé-

rences, seront très nettes. Cela peut ne pas être le cas et quelle qu’en soit l’issue, des expériences

d’EMSA seront indispensables pour valider l’imagerie.

6.10 Un ARN sans intron est exprimé mais en moins grande quantité.

Outre la découverte du nouveau complexe RNAPII – snRNP U1 et les indices d’un rôle de la

snRNP U1 en-dehors de l’épissage, les expériences menées ont montré qu’un gène sans intron
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pouvait tout à fait être transcrit, exporté et traduit. Pourtant, il faut remarquer que cette traduction

est plus faible en l’absence d’intron. En effet, il y a moins de protéines produites dans la lignée

MUT que dans la lignée WT (jugé par Western blot et par le signal CFP). Cela ne vient pas d’un

problème du plasmide puisque les transfections transitoires donnaient des quantités de protéines

équivalentes entre les plasmides WT et les plasmides MUT. Cet effet de l’intron ne semble pas venir

de l’export des ARNm puisque le signal MS2 est identique entre les deux lignées. Pourtant, c’est la

raison la plus communément admise : le complexe EJC (Exon Junction Complexe) déposé par la

machinerie d’épissage facilite l’export des ARNm [71]. Bien que je n’ai pas cherché à comprendre

les causes de cette différence de traitement de l’expression entre les deux lignées, ces résultats

confirment l’idée générale selon laquelle un intron améliore l’expression d’un gène [201].

Ce projet comporte bien des pistes à creuser et c’est une joie pour moi de voir autant de

possibilités à l’issue de mes recherches. Pour la suite, des reconstitutions in vitro, des EMSAs ou

bien la technique Biacore seront à un moment donné indispensable pour caractériser l’associa-

tion RNAPII-snRNP U1. En fonction des résultats, il faudra également tester l’importance de la

séquence de l’ARN U1 ou bien de sa structure secondaire dans cette association. Le point le plus

important est bien entendu la découverte de la raison de cette association. Des tests d’épissage et

de transcription permettront d’en savoir plus car le système in vivo ne permet pas de tout faire, no-

tamment du siRNA. J’ai construit au cours de ma thèse d’autres plasmides, similaires aux construc-

tions présentées et utilisées mais cette fois-ci mutées soit en 5’ss, soit en 3’ss. Ces plasmides ont

permis d’établir des lignées cellulaires qui n’ont pour l’instant pas été étudiées. Par imagerie, on

pourrait voir sur celles-ci comment se comporte l’ARN U1 sur ces sites de transcription. La pré-

diction étant de trouver de l’ARN U1 sur les sites mutés en 3’ mais aussi sur les sites mutés en

5’ du fait de leur présence sur les constructions MUT (mutés en 5 et 3’). Cette fois-ci cependant,

les autres facteurs et ARNs de l’épissage se comporteraient sans doute différemment et cela pour-

rait également influencer le ratio d’ARN U1 recruté. Cela permettrait peut-être d’évaluer la part

de l’ARN U1 qui viendrait avec la RNAPII de celle qui viendrait avec la machinerie d’épissage. Sur
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ces 4 constructions différentes, on pourra envisager de faire du ChIP et par Northern Blot ou PCR

quantitative, d’évaluer la quantité d’ARN U1 et d’autres snARNs sur la RNAPII. Des tests sur des

gènes endogènes sans introns, comme les gènes d’histones, seraient également les bienvenus par

la suite.

Le sujet de ma thèse est très intéressant à l’heure actuelle. Cela n’a pas toujours été le cas,

notamment au début où des problèmes de gels et de transfert m’ont beaucoup ralentie. Les ten-

tatives de quantifications également. Aujourd’hui, le sujet doit continuer en donnant la priorité à

la fonction de l’association observée car d’autres équipes compétitives ont déjà mis en évidence

cette association sans y accorder pour le moment beaucoup d’importance. La publication de mon

travail va certainement donner un grand coup d’accélérateur dans le domaine, d’autant que les

pistes sont nombreuses et très intéressantes.
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Annexe A

Tests statistiques sur les données

obtenues par analyse radiale

Le détail de ces tests est expliqué dans matériel et méthodes. Chaque analyse a été testée en

bootstrap et le résultat de ces tests est présenté dans les figures suivantes. Un résultat est dit si-

gnificatif en comparant la p-value à un taux que l’on fixe arbitrairement. En plaçant l’erreur à 5%

(p-value = 0,05), un résultat est significatif si la p-value de celui-ci est inférieure à 0,05. Plus la

p-value est en-dessous de cette valeur et plus le résultat est significatif. Un résultat proche de 5%

(par exemple p-value = 0,03) est considéré comme peu significatif et ne sera pas pris en compte.

Les données représentées dans les figures A.1 et A.2 montrent que le recrutement au site de trans-

cription est très significativement différent pour l’ensemble des snARNs de l’épissage sur le gène

avec intron et uniquement pour le snARN U1 sur le gène sans intron. On constate que les p-values

pour l’ARN U1 sont approximativement dans le même ordre de grandeur dans les deux lignées.

L’enrichissement en U1 est donc équivalent sur les sites MUT et sur les sites WT.
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Les figures A.3 et A.4 montrent les bootstraps réalisés sur les données concernant les protéines

analysées sur les constructions. On constate que toutes les protéines sont significativement en-

richies au site de transcription par rapport au site contrôle sur la construction WT et dans des

ordres de grandeur identiques entre les lignées. Au site de transcription muté pour l’épissage,

U2AF65 n’est pas enrichi. Les graphiques SC35 représentent le site de transcription par rapport

au site contrôle négatif (en-dehors des speckles). À côté des graphiques SC35, la p-value obtenue

en bootstrap des données du contrôle positif (dans un speckle) par rapport au contrôle négatif. On

constate que la p-value du site de transcription et du site contrôle positif sont dans le même ordre

de grandeur dans les cellules WT ainsi que la p-value du contrôle positif dans les cellules MUT. En

revanche, le signal SC35 obtenu au site de transcription des cellules MUT n’est pas significative-

ment différent du contrôle négatif. SC35 n’est donc pas enrichi au site de transcription des cellules

MUT.



159

1 intron − U1 − bootstrap 10000 − 50 cellules

Log moindres carrés(signaux TS et contrôles)

D
en

si
ty

−10 −8 −6 −4 −2

0.
0

0.
1

0.
2

0.
3

0.
4

0.
5

−10 −8 −6 −4 −2

0.
0

0.
1

0.
2

0.
3

0.
4

0.
5

P−value: 0.0008405

0 intron − U1 − bootstrap 10000 − 50 cellules

Log moindres carrés(signaux TS et contrôles)

D
en

si
ty

−10 −8 −6 −4 −2

0.
0

0.
1

0.
2

0.
3

0.
4

0.
5

−10 −8 −6 −4 −2

0.
0

0.
1

0.
2

0.
3

0.
4

0.
5

P−value: 0.001905

1 intron − U2snRNA − bootstrap 10000 − 50 cellules

Log moindres carrés(signaux TS et contrôles)

D
en

si
ty

−10 −8 −6 −4 −2

0.
0

0.
1

0.
2

0.
3

0.
4

0.
5

−10 −8 −6 −4 −2

0.
0

0.
1

0.
2

0.
3

0.
4

0.
5

P−value: 0.001225

0 intron − U2snRNA − bootstrap 10000 − 50 cellules

Log moindres carrés(signaux TS et contrôles)

D
en

si
ty

−10 −8 −6 −4

0.
0

0.
1

0.
2

0.
3

0.
4

0.
5

−10 −8 −6 −4

0.
0

0.
1

0.
2

0.
3

0.
4

0.
5

P−value: 0.3305

1 intron − trisnRNP − bootstrap 10000 − 50 cellules

Log moindres carrés(signaux TS et contrôles)

D
en

si
ty

−10 −8 −6 −4 −2

0.
0

0.
1

0.
2

0.
3

0.
4

0.
5

−10 −8 −6 −4 −2

0.
0

0.
1

0.
2

0.
3

0.
4

0.
5

P−value: 0.004219

0 intron − trisnRNP − bootstrap 10000 − 50 cellules

Log moindres carrés(signaux TS et contrôles)

D
en

si
ty

−10 −8 −6 −4 −2

0.
0

0.
1

0.
2

0.
3

0.
4

0.
5

−10 −8 −6 −4 −2

0.
0

0.
1

0.
2

0.
3

0.
4

0.
5

P−value: 0.2007

FIGURE A.1 – Bootstrap ARN. Représentation des bootstraps réalisés sur les données obtenues avec
les snARNs au site de transcription par rapport au site contrôle sur les lignées WT et MUT.



160 Annexe A. Tests statistiques sur les données obtenues par analyse radiale

1 intron − U6 − bootstrap 10000 − 50 cellules

Log moindres carrés(signaux TS et contrôles)

D
en

si
ty

−10 −8 −6 −4 −2 0

0.
0

0.
1

0.
2

0.
3

0.
4

0.
5

−10 −8 −6 −4 −2 0

0.
0

0.
1

0.
2

0.
3

0.
4

0.
5

P−value: 0.002072

1 intron − U4 − bootstrap 10000 − 50 cellules

Log moindres carrés(signaux TS et contrôles)

D
en

si
ty

−10 −8 −6 −4 −2 0

0.
0

0.
1

0.
2

0.
3

0.
4

0.
5

−10 −8 −6 −4 −2 0

0.
0

0.
1

0.
2

0.
3

0.
4

0.
5

P−value: 0.001866

0 intron − U4 − bootstrap 10000 − 50 cellules

Log moindres carrés(signaux TS et contrôles)

D
en

si
ty

−10 −8 −6 −4 −2

0.
0

0.
1

0.
2

0.
3

0.
4

0.
5

−10 −8 −6 −4 −2

0.
0

0.
1

0.
2

0.
3

0.
4

0.
5

P−value: 0.09699

0 intron − U6 − bootstrap 10000 − 50 cellules

Log moindres carrés(signaux TS et contrôles)

D
en

si
ty

−10 −8 −6 −4 −2

0.
0

0.
1

0.
2

0.
3

0.
4

0.
5

−10 −8 −6 −4 −2

0.
0

0.
1

0.
2

0.
3

0.
4

0.
5

P−value: 0.6643

FIGURE A.2 – Bootstrap ARN. Suite de la figure
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FIGURE A.3 – Bootstrap protéines. Représentation des bootstraps réalisés sur les données obtenues
avec les protéines au site de transcription par rapport au site contrôle sur les lignées WT et MUT.
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FIGURE A.4 – Bootstrap protéines. Suite de la figure



Annexe B

Représentation des données

J’ai décrit dans les matériels et méthodes la représentation utilisée pour représenter les résul-

tats dans ma thèse. Une autre méthode a été utilisée, basée sur la différence de signal entre le

centre du site de transcription et la périphérie. Dans la représentation utilisée dans ce manuscrit,

on évalue le rapport du signal au centre du site de transcription sur le signal à sa périphérie (fi-

gure B.1) avec la formule indiquée en A. On fait ensuite la moyenne, rayon par rayon, sur plusieurs

cellules d’une même lignée. L’autre analyse consiste à mesurer la différence TS1.6m−TSr m . Si on se

contente de faire la moyenne de cette différence sur plusieurs cellules, rayon par rayon, on ne peut

pas comparer plusieurs lignées différentes, car les niveaux de signal ne sont pas les mêmes d’une

cellule à une autre (expression de l’ARN variable, différence du temps d’exposition, intensité lumi-

neuse de l’exposition, qualité du FISH ou de l’immunofluorescence. . . ). Il faut donc rapporter ces

signaux à une valeur référence propre à la cellule étudiée ou à la lignée. Dans le cas de la première

représentation, chaque signal est rapporté au signal de la périphérie qui représente le niveau de

base de la cellule. Celui-ci est différent pour chaque cellule. Dans la deuxième représentation, si on

rapporte le signal obtenu au centre du site sur celui de la périphérie, on obtient la même opération

que dans la première représentation. Chaque signal est rapporté à la valeur du signal de base dans

la cellule :

∑ TS−TS1.6
TS1.6
n =
∑ TS−TS1.6

n −1. Or, la deuxième représentation rapporte cette différence, non

pas à la valeur de base de la cellule, mais à la valeur de base moyenne obtenue dans les cellules de

la lignée donnée (figure B). Cela suppose que les images d’une cellule à une autre constituent un

groupe homogène, contrairement à la première représentation qui y est moins sensible.
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FIGURE B.1 – Choix de la représentation. Les deux formules choisies pour la représentation des
résultats sont démontrées ici. La figure A correspond à la représentation utilisée dans le manuscrit.
Pour l’explication, voir le texte. Le schéma du bas représente l’analyse radiale et les couronnes
correspondantes.

Une autre méthode envisagée était de faire la différence, rayon par rayon, entre le site de trans-

cription et le site contrôle, rapporté au RS (figure C). Ce calcul n’aboutit à rien dans la mesure où

le site de transcription correspond à un locus précis et donc à un environnement nucléaire précis

alors que le site contrôle est totalement aléatoire et donc son environnement également. Si le site

se trouve dans un locus proche d’un gène hautement exprimé par exemple, il sera plus souvent

associé à des facteurs de transcription que le site aléatoire. La différence TS-RS/ RS donnera alors

un enrichissement surévalué, car le point RS du site contrôle représentera un panel de loci alors

que le site TS est associé à un locus unique. Réciproquement, si le site TS est dans un locus peu

transcrit, le site contrôle paraîtra plus riche en facteurs de transcription.

Pour savoir si une population d’images est homogène, un test simple consiste à faire un boxplot

(figure B.2). Le boxplot représente la population en la divisant en 2 parties par la médiane, valeur

partageant les données à 50% de part et d’autre (figure A). Entre le 1er quartile et le 3e quartile, on

trouve 50% des valeurs. Une population homogène et représentée dans le schéma A. La figure B

montre 6 expériences indépendantes de FISH U1. Les données correspondent aux signaux trouvés
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au rayon 0 nm au site de transcription de la lignée WT. Les valeurs en ordonnée représentent le

niveau de gris en 32 bits. La saturation des images est à 12285. On voit pour l’expérience 1 que les

valeurs sont comprises entre environ 2200 et 8200, ce qui représente une bonne dynamique du

signal. En revanche, l’expérience n° 4 est très ramassée, les valeurs sont entre 200 et 4500. De plus,

la médiane est vraiment décalée par rapport aux données (les quartiles ne sont pas équivalents).

Cette expérience n’est donc pas bonne dans le sens où la dynamique d’images n’est pas bonne et

la population des images peu homogène.
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FIGURE B.2 – Boxplot. A. Représentation d’une population homogène standard en box-plot. B. Box-
plot de 6 expériences indépendantes d’images de FISH U1 au rayon 0 nm du site de transcription.
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ABSTRACT 

Non-coding RNAs (ncRNAs) associate and regulate several components of the transcriptional 

machinery. We now report that U1 snRNA is co-immunoprecipitated with RNA polymerase 

II. To examine whether these ncRNA are recruited on genes along with the transcription 

machinery, we have established cell lines with transcription units consisting of multiple 

copies of a tetracycline-inducible reporter gene integrated at a single locus. The recruitment of 

ncRNA was examined by RNA-FISH.  The major splicing snRNAs (U1, U2, U4, U5 and U6) 

were found to be recruited on a “wild-type” gene array containing a single intron in agreement 

with the idea of co-transcriptional splicing. We next generated cell lines with a reporter gene 

array that differed from the previous one by three point mutations that abolished splicing of 

the pre-mRNA. U2, U4, U5 and U6 were not recruited on these intron-less gene arrays as 

expected. In contrast, U1 snRNA recruitment was not affected by the lack of pre-mRNA 

splicing. Our finding is consistent with a constitutive association of U1 snRNA with RNA 

polymerase and suggests that U1 bound to the transcription machinery might scan the nascent 

transcript. 

 

INTRODUCTION 

During the past decade, numerous non-coding RNAs (ncRNAs) have been identified as 

regulators of transcription {Prasanth, 2007 #2153}. A few examples of ncRNAs have been 

shown to directly interact with and regulate components of the transcription machinery 

{Barrandon, 2008 #2235}. In bacteria, 6S RNA, one of the first ncRNA to be described, 

directly targets bacterial RNA polymerase (RNAP) {Wassarman, 2007 #2269; Wassarman, 

2007 #2270}. The 6S RNA copurifies with sigma70-RNAP holoenzyme extracted from 

stationary phase cells. Association of 6S RNA inhibits transcription from several but not all 

sigma70-dependent promoters. It has been suggested that its interaction with RNAP 

contributes to alter the gene expression profile when bacteria enter the stationary phase. The 
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6S RNA binds into the active site of RNAP and inhibits transcription by blocking its binding 

to promoter DNA {Wassarman, 2006 #2165}. A similar situation might occur in stressed 

eukaryotic cells, when the mouse B2 {Allen, 2004 #2026; Espinoza, 2004 #2027} or the 

human Alu RNAs {Mariner, 2008 #2271} bind to and inhibit RNA polymerase II (RNAPII) 

initiation. B2 and Alu RNAs might contribute to the transcriptional shut-off occurring during 

stress. These RNAs might bind within the polymerase cleft surrounding the active site like the 

FC aptamer. This aptamer had been isolated in a pioneering study using yeast RNAPII as 

target molecule {Thomas, 1997 #2156}. Indeed, a central fragment of FC RNA, the FC* 

RNA, forms a double stem-loop inserted within the polymerase cleft that accommodates the 

DNA template {Kettenberger, 2006 #2158}. Thus, FC* RNA prevents the DNA template to 

enter the cleft and inhibits initiation of transcription. As described for B2 and Alu RNAs, 

elongation is not inhibited by FC* RNA as it cannot displace out the DNA template from the 

cleft.  

A number of unrelated studies, within the line of splicing coupled to transcription, have 

suggested that RNAPII associates U snRNAs {Kim, 1997 #1264; Tian, 2001 #2297 ; Robert, 

2002 #2276; Das, 2007 #2191}. Given the diversity of the published RNA associated to 

RNAPII, we decided to reinvestigate this question without prejudice. We first looked for 

RNAs that would co-purify with RNAPII from a mitotic cell lysate. Following these lines, U1 

snRNA was identified as a major RNA co-purifying with RNAPII. An assay based on 

integrated gene arrays was set up next and indicated that U1 snRNP was efficiently recruited 

on an active transcription unit whether or not it had an intron. A constitutive U1 

snRNP/RNAPII association might constitute a preloaded platform to initiate cotranscriptional 

splicing.   

 

 
RESULTS 
 
 
U1 snRNA is a major RNA associated with RNAPII 

To look for RNAs that might associate and regulate RNAPII, we investigated RNAs that co-

immunoprecipitate with RNAPII from a mitotic cell extract. The choice of a mitotic cell 

lysate was based on two statements : a) there is virtually no transcription during mitosis 

{Gottesfeld, 1997 #2136; Jiang, 2004 #2225}, hence nascent transcripts should not interfere; 

b) as the nuclear membrane breaks down during mitosis most of RNAPII was extracted in low 

salt non-denaturing buffers from mitotic cells (Figure 1A, lane 1) whereas at least half of 
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RNAPII remained in the nuclear pellet from an asynchronous cell extract (compare lanes 3 

and 4). Knowing that RNA protein interactions are salt sensitive, it was not desirable to 

increase the ionic strength of the lysis buffer to improve RNAPII extractability. Thus, mitotic 

cell extracts were fractionated on a glycerol gradient and immunoprecipitation was carried out 

in fractions containing RNAPII. A major radioactive band migrating like a 160 +/- 10 base 

RNA was observed when RNAs retained by anti-Rpb1 were isolated and 3’-labeled with pCp 

and T4 RNA ligase (Figure 1B – lane 3). The size of this RNA prompted us to test for the 

presence of U1 snRNA (164 bases) by Northern blot. Indeed, when Rpb1, the largest RNAPII 

subunit, was immunoprecipitated from a mitotic cell extract using two different antibodies, a 

strong hybridization signal corresponding to U1 snRNA was detected (Figure 1C, lanes 3 and 

6). Other RNAs present in the extract, such as 7SK snRNA or U2 snRNA remained within 

background levels in both control and anti-Rpb1 immunoprecipitates.   

Reassortment between RNA and RNA-binding proteins has been shown to occur in cell 

extracts after cell disruption {Mili, 2004 #2145}. Therefore, Northern blot analysis was 

repeated on RNAs co-immunoprecipitated with Rpb1 from extracts of cells that had been 

cross-linked with formaldehyde prior to lysis in a dissociating buffer (Figure 1D). Again, U1 

snRNA was markedly co-immunoprecipitated from mitotic cells (lane 3). U2 or 7SK snRNA 

were found in higher amounts than in mock antibody immunoprecipitates. The extract 

contained 25-fold more U1 and around 3-fold more RNAPII molecules than in 

immunoprecipitates. HeLa cells are thought to contain about 106 U1 {Zieve, 1981 #2286} and 

1.8 105 RNAPII molecules on average {Kimura, 1999 #2287}. Hence cells should contain 

about 6-fold more U1 than RNAPII molecules. Such proportions are compatible with a 1/1 

U1/RNAPII stoichiometry.  Hence association of U1 snRNA with RNAP II molecules not 

engaged in transcription likely reflects a real in vivo interaction.  

 

A model gene array to study the influence of splicing on a transcription unit.  

The constitutive association of U1 snRNA with RNAPII suggested it might be recruited on a 

gene independently of splicing. To test this possibility, we turned to gene arrays using 

microscopy techniques {Misteli, 1999 #2288}. Gene arrays were made using either plasmid 

pTet-on-CFP-MS2 WT that harbored a tetracycline-inducible promoter driving the synthesis 

of a transcript with a single intron placed between a translation start codon and the CFP 

cDNA or plasmid pTet-on-CFP-MS2 MUT that differed from pTet-on-CFP-MS2 WT by 

mutagenesis of three nucleotides in the splicing consensus sequences (Figure 2A). WTA9B41 
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cells having integrated multiple copies of pTet-on-CFP-MS2 WT at a single locus (gene 

array) were isolated and cloned. Following exposure to doxycyclin, these cells expressed CFP 

proteins localized in peroxisomes (Figure 2B). The doxycyclin-induced RNAs were analyzed 

by FISH using probes labeled with different stains. Exon 1 (E1) and MS2 probes stained more 

the cytoplasm than the nuclei of WTA9B41 cells. Yet, a bright spot (arrow) was visible in the 

nucleoplasm of most cells. This bright spot was also stained with the intron probe (I1). 

However, the intron probe neither stained the rest of the nucleoplasm, nor the cytoplasm. This 

observation was an indication of co-transcriptional splicing and established that the nuclear 

bright spots corresponded to transcribed gene arrays. MUT2.5A cells having integrated 

multiple copies of the pTet-on-CFP-MS2 MUT at a single locus were next isolated and 

cloned. Again, exon 1 (E1) and MS2 probes stained more the cytoplasm than the nuclei and a 

bright spot was visible in the nucleoplasm of most cells (Figure 2B). This bright spot was also 

stained by the intron probe (I1). But in contrast to the WTA9B41 cells, the intron probe 

stained the cytoplasm of the MUT2.5A cells. Such cytoplasmic staining was indicative of a 

splicing deficiency likely due to the splicing impairment. In both pTet-on-CFP-MS2 

plasmids, one nucleotide had been deleted in the -globin first intron sequence to suppress 

intronic stop codons and keep the translation frame. Thus, MUT2.5A cells also expressed 

CFP proteins localized in peroxisomes (Figure 2B). To evaluate splicing efficiency, the CFP 

proteins were characterized by Western blot. Indeed, the protein made by the T2.5A cell line 

was larger than the one made by WTA9B41 cells as expected from intron inclusion (Figure 

2C). Importantly, the Western blot suggested a very sharp all or none splicing phenotype that 

should facilitate interpretation of the data.  

 

Radial analysis of image intensities to investigate recruitment of snRNAs on gene arrays 

To monitor factor recruitment on gene arrays several oligonucleotide and antibody probes 

labeled with distinct colors were hybridized to doxycyclin-induced WTA9B41 cells. MS2 

probes were generally used to localize the transcription sites. Colocalization of U1 or U2 

snRNA with the transcription sites was hardly convincing by eye (Figure 3). Data averaging 

was expected to provide more significant observations. To this aim, U1 FISH images were 

obtained for a collection of cells and centered on the transcription site (Transcription Site – 

TS) determined using the MS2 hybridization image and summed up. The averaged U1 or U2 

transcription site images also appeared as a bright spots but broader than the MS2 ones 

(Figure 3 – bottom line). In contrast, averaging images taken at random within the nuclei of 
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the same cells (Random Site – RS) provided a rather homogeneous image with a smooth 

decrease in light intensity with increasing distance from the image center. This decrease was 

most likely due to the contribution of nucleoli and cytoplasm that are not stained and have an 

increased probability to be present and contribute with increasing distance from the center of 

the random site (RS). A quantitative procedure was developed next (Figure 4A). The light 

densities provided by the U1 FISH were determined as a function of distance from the 

transcription site center : rings were centered on the transcription site and the light density at a 

given distance was defined as the ratio of the sum of pixel intensities in an annulus between 

two consecutive rings to the area of the same annulus. To define a background reference, the 

same analysis was repeated on a site taken at random in the nucleoplasm (RS). There was a 

trend to observe a higher increase in U1 density in the center of the transcription sites (Figure 

4B – closed symbols) than in the center of the random sites (open symbols). As the difference 

between transcription and random sites was hardly convincing, an averaging procedure was 

developed. A normalization was performed to give the same statistical weight to each cell: 

light densities at a distance of 1.6 μm from TS or RS were set to 1 for all cells (Figure 4C). 

The last step consisted in summation and averaging the normalized data obtained for a 

collection of cells. Such radial analysis was applied first to WTA9B41 cells (Figure 4D - 

circles). The averaged signal density curve at the random sites (RS) adopted a dome shape 

with a monotonic decrease of densities with increasing distance from the center. Densities at 

the center were 5±3 % higher than densities at 1.6 μM from the center likely because partial 

overlap with unstained nucleoli or cytoplasm. The averaged U1 signal densities at 

transcription sites (TS) were clearly above background (RS) of the same cell set. Densities at 

the center were 25±5 % higher than those of the random site average thereby indicating an 

enrichment of U1 snRNA on transcription sites. The shape of the curve was very similar to 

the shape of the averaged MS2 signal density (Figure 4E). To establish that U1 snRNA 

enrichment was not due to some particularity of plasmid integration locus in the genome, the 

same analysis was repeated with WTP2 cells that had integrated the same plasmid and had 

been selected and subcloned following an independent transfection. Profiles obtained using 

images taken with WTP2 cells were very similar to those obtained with WTA9B41 cells 

(Figure 4D - triangles). This finding indicated that U1 snRNA enrichment was not influenced 

by the plasmid insertion locus and illustrated the robustness of the method.  

 

Recruitment of U1 snRNP on gene arrays is splicing-independent 
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The gene arrays in WTA9B41 cells used to establish the radial analysis procedure had an 

intron that was spliced cotranscriptionally. Hence, enrichment of U1 snRNA at the 

transcription site might be attributed to cotranscriptional recruitment of the spliceosome. In 

contrast, although the transcription site signals (TS) obtained with U2, U4 and U6 snRNA 

probes were clearly above background (in the 25% range) in WTA9B41 cells having a 

functional intron 

The radial analysis was therefore repeated with MUT2.5A cells that contained gene arrays 

with disrupted splice sites. Once again, U1 enrichment at transcription site (20±5 %) was 

clearly above background (Figure 5A). In contrast, although the transcription site signals (TS) 

obtained with U2, U4 and U6 snRNA probes were clearly above background (in the 25% 

range) in WTA9B41 cells having a functional intron, it was within background range (RS) in 

splicing deficient MUT2.5A cells hybridized with the same probes (Figure 5B, C and D). 

However, the density curves observed using these probes on transcription sites adopt a S 

shape remarkably different from the monotonic dome shape of random site shapes. U4, U5, 

U6 snRNAs are loaded on introns as a trimer, the tri snRNP {Will, 2001 #2290}. Therefore, 

hybridization was repeated using simultaneously the three probes altogether labelled with the 

same colour (Figure 4E). The tri snRNP was recruited on WTA9B41 cells but not on 

MUT2.5A cells transcription sites. Using the three probes improved the signal to noise ratio 

and indicated that U4, U5, U6 density was on average 10 ± 4 % lower at transcription sites 

that at random sites. When data obtained independently from U4 and U6 images were 

averaged altogether, it became obvious that U snRNA density was also lower at the 

transcription site than at the random site (Supplemental Figure X). The S shape of the density 

curve observed with splicing deficient (MUT2.5A cells) transcription sites was remarkable 

and reproducibly observed when averaging distinct set of cell images. On a methodological 

point of view, this observation demonstrates the reliability of the radial analysis as U2, U4, 

U5, U6 probes provided a result opposite to the U1 probes although MUT2.5A cells provided 

very similar FISH images. Moreover, the S shape of the density curves below the random site 

densities indicates a lower concentration of these RNA’s at the transcription site. It is 

concluded that recruitment on splicing-deficient gene arrays is a characteristic of U1 snRNA. 

 

Recruitment of U1 snRNP on transcription sites. 

As constitutive RNAPII/U1 snRNP association was the working hypothesis, 

immunofluorescence of RNAPII was questioned on the same gene arrays. The radial analysis 
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method could be applied indistinctly to FISH or immunofluorescence images. Some 

antibodies were incompatible with FISH procedures. In this case, the transcription sites were 

determined in cells transfected with MS2-GFP protein (Supplemental figure XX). As a 

control U1 FISH images were analyzed following such procedure and provided strictly 

identical results (Supplemental figure XX). Recruitment of RNAPII was 35% above 

background in gene arrays of intron-containing WTA9B41 cells and weaker in those of 

intron-deficient MUT2.5A ones (Figure 6A). U1 snRNA is associated with several 

companion proteins such as U1-A and U1-70K that form the U1 snRNP {Will, 2001 #2290 ; 

Hochleitner, 2005 #2289}. U1-70K recruitment on intron-deficient arrays was almost as 

efficient as on intron-containing arrays (Figure 6B). In contrast, although U1A was still 

recruited on intron-deficient arrays, its recruitment was largely less efficient than on intron-

containing arrays (Figure 6C). Collectively, the data were consistent with RNAPII/U1 snRNP 

co-recruitment on transcription sites.  

 

Role of the CTD in U1 snRNP recruitment? 

The carboxyl-terminal domain (CTD) of RNAPII largest subunit plays a critical role in 

cotranscriptional RNA processing and surveillance {de Almeida, 2008 #2275}. RNAP II or 

recombinant CTD associate pre-mRNA and stimulate splicing in vitro and in vivo {Hirose, 

1999 #1613; Zeng, 2000 #2272}.  

PRESENT DATA UNCONCLUSIVE 

 

Splicing-dependendent recruitment of SR proteins. 

SR proteins are a highly conserved family of essential splicing factors that share a bipartite 

structure composed of an N-terminal RNA binding domain and a C-terminal arginine–serine-

rich domain {Sanford, 2005 #2309}. Recruitment of the U2 small nuclear ribonucleoprotein 

particle (snRNP) auxiliary factor of 65 kDa, U2AF65 was investigated because it binds the 

intronic polypyrimidine tract sequence and can promote U1 snRNP recruitment to 5’-splice 

sites {Hoffman, 1992 #2295; Förch, 2003 #2274}. Although the polypyrimidine tract 

sequence had not been modified in our intron-lacking construct, the recruitment of U2AF65 

was found to be intron-dependent (Figure 7A). SR proteins such as the alternative splicing 

factor/splicing factor 2 (ASF/SF2) and SC35 interact with the 70k protein of the U1 small 

nuclear ribonucleoprotein {Cao, 1998 #2292; Golovkin, 1999 #2291; Ellis, 2008 #2273}. 

ASF/SF2 was found to be recruited on both intron-containing and intron-lacking gene arrays 
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as well (Figure 7B). In contrast, but in agreement with a previous report {Huang, 1996 

#2279}, SC35 was only recruited on intron-containing gene arrays, the SC35 density was 

lower than average at intron-lacking transcription sites (Figure 7C). To summarize, 

recruitment of some but not all SR proteins, was intron-independent.  

 

DISCUSSION 

Using mitotic cell extracts, the present study shows a highly significant U1 snRNA 

association with RNAPII not engaged in transcription. In contrast, association of the other 

splicing U snRNAs was not significantly detected. In agreement with our findings, a recent 

proteomic study reported U1 as the sole U snRNA to be co-immunoprecipitated with RNAPII 

from a nuclear extract of interphasic cells {Das, 2007 #2191}. Using an in vivo RNA/protein 

cross-linking strategy, we now observe a specific and highly significant U1 snRNA/RNAPII 

association. This finding eliminates a possible reassortment between RNA and RNA-binding 

proteins as previously reported to occur in cell extracts {Mili, 2004 #2145}. It establishes that 

U1 snRNA and non-transcribing RNAPII are constitutively associated within living cells. The 

U1/RNAPII stoichiometry was estimated to be in the 1/1 range thereby strongly supporting 

the in vivo significance of the U1 snRNA/RNAPII interaction.  

 

Radial analysis of microscopic images, a sensitive assay to study colocalizations  

Assuming that U1 snRNA/RNAPII association was constitutive implied that U1 snRNA was 

expected to be recruited on genes even when lacking introns. To verify this prediction, an 

assay based on FISH using gene arrays was set up. Just looking at colocalization of U 

snRNAs with transcription sites was not fully convincing in part because of the punctuated 

distribution of U snRNAs. Therefore, a quantitative analysis of light intensities was 

developed. Fluorescence microscopic images obtained with a number of cells and centered on 

the transcription site were averaged. The evolution of averaged light densities as a function of 

distance to the transcription center was compared to the evolution of light densities in 

averaged images chosen at random in the nucleoplasm of the same cells. This radial analysis 

method proved to be robust as different clonal cell lines provided identical results. It was 

highly reliable and sensitive as distinct probes provided distinct results although images were 

indistinguishable. U1 snRNA was recruited on both intron-containing and intron-lacking gene 

arrays whereas U2, U4, U5 and U6 snRNA are only recruited on intron-containing gene 

arrays. More, in the vicinity of intron-lacking transcription sites, the density of these RNAs is 
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lower than in the average nucleoplasm. The radial analysis was as efficient to process data 

from immunofluorescence. Some proteins (Rpb1, U1-70K, ASF/SF2) were found to be 

recruited on both intron-containing and intron-lacking gene arrays and others were only 

recruited on intron-containing gene arrays (SC35, U2AF65). The fact that different probes 

give different results strongly supports the reliability of the radial analysis method. The radial 

analysis reveals the inhomogeneity of the nucleoplasm, some factors are recruited while 

others can be excluded from the vicinity of gene arrays.  

 

U1 snRNP recruitment, the first step in cotranscriptional splicing? 

U1 snRNA and at least two U1-associated proteins were recruited on an intron-deficient gene 

array as efficiently as on its intron-containing counterpart. Such findings are consistent with 

previous reports that U1 snRNP is recruited on intron-less Drosophila heat-shock puffs 

{Martin, 1987 #2277 ; Matunis, 1993 #2278}. Taking advantage that in vitro synthesized 

snRNA injected into amphibian oocytes assemble into functional snRNPs {Hamm, 1987 

#2308}, an assay based on injection of fluorescently labeled snRNA into amphibian oocyte 

showed that U1 snRNAs target nascent transcripts independently of splicing {Patel, 2007 

#2307}. A central argument in that study was that a U1 snRNA lacking the 5’ splice site 

recognition sequence still targeted nascent transcripts. In apparent discrepancy with our 

findings, U2 snRNA lacking the branch point recognition sequence was also targeted to 

nascent transcripts {Patel, 2007 #2307}. However, disrupting intron recognition elements in 

U2 snRNA may not prevent U2 snRNP association with U1 snRNP and other factors involved 

in U2 snRNP recruitment. Splicing-independent recruitment of U1 snRNP on transcription 

units might be understood in the broader context of coupling between transcription and post-

transcriptional maturation of transcripts {Hirose, 2000 #1731; Proudfoot, 2002 #1867; 

Bentley, 2005 #2042 ; de Almeida, 2008 #2275}. FISH using an intron probe only stains 

transcription sites with the wild-type version of our gene arrays. This finding demonstrates 

this reporter gene undergoes co-transcriptional splicing. One might expect that U1 snRNP 

riding RNAPII improves the efficiency of 5’ intron recognition through nascent transcript 

scanning.  

 

U1 snRNP a structural component of the transcription/post-transcription factories 

Association between U1 snRNA and the cyclin subunit of the TFIIH general transcription 

factor has been reported {Kwek, 2002 #1884; O'Gorman, 2005 #2030}. This association 
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might contribute in splicing-dependent stimulation of transcription. It is remarkable that 

sequences corresponding to the U1 5’ splice recognition sequence were found in four out of 

eight RNA aptamers selected for their capacity to inhibit transcription using a HeLa nuclear 

extract {Tian, 2001 #2297}. Addition of synthetic U1 snRNA stimulated the formation of the 

first phosphodiester bond in an assay using only purified factors {Kwek, 2002 #1884}. 

Furthermore, U1 snRNA stimulated reinitiation of transcription in this assay when a 5’ splice 

site was present close the initiation site. As purified RNAPII lacks U1 snRNP because of the 

harsh salt conditions used throughout its purification, one might conceive that an interaction 

of U1 snRNA with RNAPII and TFIIH among multiple other components favors the 

assembly of an active transcription initiation complex in vitro. Indeed, the nuclear cap-

binding complex has been reported to facilitate association of U1 snRNP with the cap-

proximal 5’splice site {Lewis, 1996 #2304}. U1-70K binds the 25-kD cleavage factor I 

subunit, CF-I m, binds to U1-70K {Awasthi, 2003 #2186}. The U1-A protein interacts with 

the 160-kD subunit of the cleavage-polyadenylation specificity factor and increases 

polyadenylation efficiency in vitro {Lutz, 1996 #2305}. Gene arrays are good candidates to 

promote the formation of such factories. U1 snRNP might play a structural role in assembling 

the transcription/post-transcription machinery in vitro. This role might be generalized in vivo 

to the formation of transcription factories {Carter, 2008 #2310}.  

 

METHODS 

Plasmids. Plasmid pTet-on CFP-MS2 wt was generated by sequentially inserting PCR 

fragments into pTet-globin-CFP-18MS2-2 {Darzacq, 2006 #2242}. A single nucleotide was 

deleted in the ß-globin intron 1 sequence to maintain the translational frame in the absence of 

splicing and the 18 MS2 repeats were brought up to 24. pTet-on CFP-MS2 mut was derived 

from pTet-on CFP-MS2 wt by targeted point mutagenesis. Both plasmids comprised a 

puromycin resistance gene. Plasmids driving the expression RNAPII largest subunit Rpb1wt-

EGFP or Rpb1 5-EGFP were generously provided by Dirk Eick {Chapman, 2004 #2300}. 

pMS2-GFP {Darzacq, 2006 #2242} ???, pSC35-GFP?, 

Cells. U2OS Tet-on cells (CLONTECH) and HeLa cells were propagated respectively in low 

and high glucose DMEM (INVITROGEN) supplemented with 10 % foetal calf serum. HeLa 

cells arrested in mitosis after exposure to nocodazole (50 ng ml 1) for 18 h were detached by 

shaking and pelleted by centrifugation at 200 g. To obtain gene arrays, U2OS cells were co-

transfected with pBABE-puro (Addgene) and pTet-on CFP-MS2 wt or pTet-on CFP-MS2 
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mut by standard calcium phosphate procedure. Individual colonies were selected in culture 

medium containing puromycin (10 g/ml), screened for CFP expression after doxycycline 

induction and subcloned. FuGene6 (Roche) was used for transient transfection assays. CFP 

transcription was induced using 5 g/ml of doxycycline overnight.  

Northern blot assays and protein-RNA cross-linking. RNAs were electrophoresed in 

polyacrylamide gels, transferred onto Hybond N (Amersham), and hybridized to nick end-

translated 
32

P-labeled DNA probes. The membranes were washed in 0.1X SSC buffer (0.015 

M NaCl, 0.015 M sodium citrate) at 65°C. Radioactivity was quantified with a Fuji FLA 3000 

phosphorimager using the Image Gauge software. For protein-RNA cross-linking, 

formaldehyde (1% final concentration) was added to the culture medium for 10 min and then 

neutralized with addition of glycine (125 mM, pH 7) for 5 min. Cells were washed in PBS, 

lysed in RIPA buffer (50 mM Tris [pH 7.9], 1% Nonidet P-40, 0.5% sodium deoxycholate, 

0.05% SDS, 1 mM EDTA, 150 mM NaCl) and sonicated. The lysate was clarified by 

centrifugation at 10.000g. Protein-RNA complexes were immunoprecipitated from 

supernatants and the cross-link was reversed by incubation for 2 h at 65°C in a mixture of 50 

mM Tris [pH 7.9], 5 mM EDTA, 10 mM dithiothreitol, and 1% SDS. RNAs were isolated 

with the RNeasy micro kit (QIAGEN). 

Antibodies. 8WG16 was provided by Nancy E. Thompson {Thompson, 1989 #658}, Pol3/3 

provided by Ekkehard K.Bautz {Krämer, 1980 #522}, N20 (sc-899, Santa Cruz 

Biotechnology), CTD4H8 (Upstate 05-623), U1-70K provided by Douglas Black (Irvine, 

CA), U1-A (AbCAM ab55751), U2AF65 (XXXX), ASF/SF2 (XXXX), SC35 (XXXX), 

prp40 (sc-68081, Santa Cruz Biotechnology), PSF/SFPQ (ab 11825, AbCAM), SF1/BBP (ab 

58077, Abcam), p54nrb (ab 45359, AbCAM) 

Primary antibodies were detected with horseradish peroxidase-labeled (Promega), Cy3- or 

Cy5-conjugated (GE Healthcare) secondary antibodies.  

Fluorescence In Situ Hybridization (FISH) and immunofluorescence. 

Immunofluorescence and FISH was performed as described previously on paraformaldehyde-

fixed cells {Darzacq, 2006 #2242}. Oligodeoxynucleotides (supplementary Table 1) 

containing 5-amino-allyl thymidines  (Eurogentec) were labeled with Cy3 or Cy5 mono-

reactive dyes (GE Healthcare). In some cases, an immunostaining was performed after FISH 

using the standard protocol. 

 

Supplementary Table 1 – Sequences of oligodeoxynucleotides used for FISH. 5-amino-allyl 

thymidines are noted “t”s in the sequences.  
 



 12 

U1-1  CtG GGA AAA CCA CCt TCG TGA TCA tGG TAT CTC CCC tGC CAG GTA AGt AT 
U1-2   CGA ACG CAG tCC CCC ACt ACC ACA AAT TAt GCA GTC GAG tTT CCC ACA tT  
U2  AGt GGA CGG AGC AAG CtC CTA TTC Cat CTC CCT GCt CCA AAA ATC CAT tT 
U4-1  tAG CAA TAA tCG CGC CTC GGA tAA ACC TCA TtG GCT ACG ATA CtG CCA CT  
U4-2   AGA CtG TCA AAA ATt GCC AAT GCC GAC tAT ATT GCA AGt CGT CAC GGC GGt A  
U5-1   GGC AAG GCt CAA AAA ATt GGG TTA AGA CtC AGA GTT GTt CCT CTC CAC GGt A  
U6  CGt GTC ATC CTt GCG CAG GGG CCA tGC TAA TCT TCt CTG TAT CGT tCC AA 
beta-glob-E1 AGG AGt CAG GTG CAC CAt GGT GTC TGT TtG AGG TTG CTA GtG AAC ACA GtA 
beta-glob-I1 tCA GTG CCT AtC AGA AAC CCA AGA GtC TTC TCT GTC tCC ACA TGC CCA GtA  
MS2 NBX  CtA GGC AAT tAG GTA CCT tAG GAT CTA AtG AAC CCG GGA ATA CtG CAG AC  

 

 

Radial analysis of site images. Imaging was performed at room temperature using a 60X/1.4 

NA planapo ??? objective (???) on an inverted microscope (Olympus 1X81) equipped with a 

z-piezo (???) and automatic excitation/emission filter wheels connected to an air-cooled 

charge-coupled ??? digital camera (???) run by Metamorph (???) software. Images were taken 

sequentially in planes separated by 200 nm and at different wavelengths corresponding to 

specific probes. Image processing used the Image-J software. The MS2 FISH or MS2-GFP 

fluorescence images were used to accurately define the transcription site. Briefly, all MS2 

planes were stacked. An ellipse fitting the transcription site was drawn manually on this stack 

and defined a column of planes. The brightest pixel in this column was determined and used 

to assist in defining manually the transcription site focal plane. The image in this plane was 

stacked with the images of the planes immediately above and below. The barycenter of the 

MS2 FISH or MS2-GFP intensities defined in this stack of three planes was taken as the 

transcription site center. The signal density obtained with the various probes was defined as 

the sum of pixel intensities in an annulus between rings separated by 1 pixel (108,3 nm) 

divided by the area of the same annulus and determined as a function of distance from 

transcription center. The random site was selected automatically at random within a circle of 

15 pixels positioned manually in the three-plane stack avoiding as much as possible nucleoli 

and cytoplasm.  
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FIGURE LEGENDS 

 

Figure 1 : U1 snRNA is selectively associated to RNAPII in mitotic cells. (A) HeLa cells 

lysed in a low salt buffer (0.15 M NaCl) were fractionated by 10,000 g centrifugation 

providing supernatants (S) (lanes 1 and 3) and nuclear pellets (P) (lanes 2 and 4). Lanes 1 and 
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2 correspond to asynchronous cells whereas lanes 3 and 4 correspond to mitotic cells. (B) 

RNAs were immunoprecipitated from a low salt supernatant with mock or N20 anti-RNAPII 

antibody and 3’-end labeled with radioactive pCp and T4 RNA ligase. (C) RNAs were 

immunoprecipitated from a low salt supernatant of mitotic cells (In) with mock (lanes 2, 5), 

N20 (lane 3) or 8WG16 (lane 6) anti-Rpb1 antibody and probed fro U1, U2 or 7SK snRNA 

by Northern blot. Immunoprecipitates were probed for Rpb1 by Western blot with Pol3/3 

antibody. (D) RNAs immunoprecipitated from a cross-linked mitotic cell extract (lanes 1-3) 

with mock or 8WG16 anti-RNAPII antibodies were probed by Northern blot.  

 

Figure 2 : Splicing-dependent gene arrays. (A) pTet-on CFP-MS2 plasmid schemes. For 

pTet-on CFP-MS2 wt, a tetracyclin-inducible promoter (Tet-on PR) drives the synthesis of a 

mRNA carrying an AUG initiation codon, the -globin exon 1, intron 1 and the beginning of 

exon 2 fused to the CFP protein coding sequence terminated with the peroxisome targeting 

peptide Ser-Lys-Leu (SKL) at its COOH terminus. The translation stop codon (*) is followed 

by 24 repeats of the MS2 RNA hairpin and a polyadenylation signal (pA). A single nucleotide 

was deleted ( ) in the -globin intron 1 sequence to maintain the CFP translation frame in 

case of splicing deficiency. pTet-on CFP-MS2 mut plasmid was made splicing-deficient by 

GT>AC replacement of the 5' splice site and G>C replacement of the 3' splice site. Positions 

of labeled oligonucleotide probes used for FISH in the -globin first exon (E1) and first intron 

(I1) and for MS2 sequences are indicated. (B) Characterization of splicing-dependent gene 

arrays. WTA9B41 cells have integrated pTet-on CFP-MS2(wt) plasmid. MUT2.5A cells have 

integrated the intron-mutated pTet-on CFP-MS2(mut) plasmid. Both cells expressed CFP 

localized in peroxisomes, stained with DAPI, were hybridized with fluorescent DNA probes 

of different colors for exon 1 (E1), intron 1 (I1) and MS2 sequences. Transcription sites are 

indicated by arrows. (C) Western blot analysis of CFP proteins made by WTA9B41 and 

MUT2.5A cells induced with doxycycline.  

 

Figure 3. snRNA distribution around a transcription site. (A) A WTA9B41 cell was 

hybridized with fluorescent DNA probes of different colors for U1, U2 snRNA or MS2 

sequences. The transcription site (TS) and a site selected at random (RS) in the nuclei were 

framed by squares. (B) Enlarged pictures (3.25 m x 3.25 m squares) of the transcription 

(TS) and random (RS) sites in the nuclei of 5 different cells. The bottom line shows images 

resulting from the summation ( ) of images taken in 50 different cells.  
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Figure 4. Radial analysis of snRNA distribution around a transcription site. (A) Cells 

were hybridized with probes labeled with different colors. Rings separated by 1 pixel (108,3 

nm) were drawn, centered on the transcription sites (TS) determined with a MS2 probe image 

or centered on random sites (RS); (B) Averaged intensities in annuli between rings were 

determined for individual cells and plotted as a function of distance to the center for 4 

different cells (triangles, diamonds, circles and squares); (C) Densities were determined 

setting a density of 1 at 1.6 m; (D) Densities were averaged for 92 WTA9B41 (circles) or 95 

WTP2 (triangles) cells that both contain a gene array of the same pTet-on CFP-MS2(wt) 

plasmid but have originated from distinct transfections and cloning; (E) Averaged MS2 

intensities for the same cell sets. Closed symbols correspond to densities around transcription 

sites (TS), whereas open symbols correspond to densities around random sites (RS). Error 

bars represent standard errors.  

 

Figure 5. Splicing-independent recruitment of U1 snRNA on transcription sites. Cells 

were hybridized with MS2 probes to determine transcription sites (TS).  FISH images were 

processed by radial analysis of light density using WTA9B41 cells (circles) and MUT2.5A 

cells (triangles) hybridized with probes for (A) U1 (146 and 118 cells), (B) U2 (138 and 126 

cells), (C) U4 (136 and 157 cells), (D) U6, and (E) for altogether U4, U5 and U6 snRNAs (tri-

snRNP) (167 and 127 cells). Closed symbols correspond to densities around transcription 

sites (TS), whereas open symbols correspond to densities around random sites (RS).  

 

Figure 6. Splicing-independent recruitment of U1 snRNP on transcription sites. Cells 

were hybridized with MS2 probes to determine transcription sites. Light densities of 

immunofluorescence images obtained with antibodies against RNAPII largest subunit (Rpb1) 

or U1 snRNPs were processed by radial analysis. (A) U1-70K using 51 WTA9B41 cells and 

121 MUT2.5A cells; (B) U1A using 374 WTA9B41 cells and 274 MUT2.5A cells ; (C) Rpb1 

(CTD4H8 antibody) using 95 WTA9B41 cells (circles) and 116 MUT2.5A cells (triangles). 

Closed symbols correspond to densities around transcription sites (TS), whereas open 

symbols correspond to densities around random sites (RS). 

 

Figure 7. Splicing-dependent recruitment of SR proteins on transcription sites. Cells 

were hybridized with MS2 probes to determine transcription sites. Light densities of 

immunofluorescence images obtained with antibodies against SR proteins were processed by 
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radial analysis. (A) SC35 using 111 WTA9B41 cells (circles) and 88 MUT2.5A cells 

(triangles); (B) U2AF65 using 195 WTA9B41 cells (circles) and 217 MUT2.5A cells 

(triangles); (C) ASF/SF2 using 109 WTA9B41 cells (circles) and 110 MUT2.5A cells 

(triangles). Closed symbols correspond to densities around transcription sites (TS), whereas 

open symbols correspond to densities around random sites (RS).  

 

 

 

human ASF/SF2 siRNA : ACGAUUGCCGCAUCUACGU : Goina E, Skoko N, Pagani F. Mol 

Cell Biol. 2008 Jun;28(11):3850-60. 

for SF2/ASF knockdown, siSF2/ASF, 5'-CCAAGGACAUUGAGGACGUdTdT-3' 

de La Mata and Kornblihtt NSMB (2006) 

 
These findings contradict previous reports that major U snRNAs (U1, U2, U4, U5 and U6) 

are co-immunoprecipitated with RNAPII from both mitotic and interphasic cell extracts {Kim, 

1997 #1264} and that a RNAPII complex associated with several U snRNAs including U1, U2 

and U4 has been affinity-purified from a whole cell extract with the binding of RNAPII on a 

transcription elongation factor SII (TFIIS) column {Robert, 2002 #2276}. The use of different 

buffers and procedures might explain discrepancies with other studies.  

In contrast, chromatin immunoprecipitation did not detect U1-70K on the intron-less human 

heat-shock genes activated with sodium arsenite {Listerman, 2006 #2284}. Satellite III 

transcripts also immunoprecipitate together with small nuclear ribonucleoproteins (snRNPs) 

in vivo whereas the intronless hsp70 transcripts do not {Metz, 2004 #2285}. The discrepancy 

between studies might be due to the different methodologies. Splicing is impaired in heat-

shocked cells {Yost, 1986 #285}. SRp38 is dephosphorylated in response to heat shock in 

mammalian cells and interaction of dephosphorylated SRp38 with U1 snRNP is associated 

with repression of the splicing machinery {Shin, 2004 #2303}. Furthermore, heat-shock leads 

to dramatic alterations of snRNPs in human cells {Bond, 1988 #2302}. 

Recruitment of SR-proteins 

Consistent with this result, several previous studies had reported that a subset of the SR 

proteins show preferential binding to the CTD [38–41] {Mortillaro, 1996 #1219 ; Kim, 1997 

#1264}.  It is therefore conceivable that the Ul snRNP and SR proteins pre-loaded onto the 

CTD {Das, 2007 #2191} bind to the nascent transcript as the 5’ss and ESE sequences emerge 

from the polymerase (Fig. 4). Assuming that SR proteins bridge their exonic binding sites to 

the CTD, SR proteins may provide the molecular ties that tether adjoining exons to RNA pol 
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II as recently reported by the Proudfoot laboratory [34]. Consistent with this view, binding of 

SR proteins to ESEs was previously shown to play a critical role in ensuring the correct 50 to 

30 linear order of exon joining during splicing [43], and the CTD was found required to 

mediate the effect of an SR protein on alternative exon inclusion [44].{de Almeida, 2008 

#2275} 

purified U1 snRNP and ASF/SF2 form a ternary complex with pre-mRNA, which is 

dependent on a functional 5' splice site {Jamison, 1995 #2293}.  

U1 snRNP interacts specifically with both the 5' and 3' splice sites in the presence of ATP and 

that SC35 is required for these ATP-dependent interactions. Significantly, the SC35-

dependent interaction between U1 snRNP and the 3' splice site requires U2 snRNP but not the 

5' splice site {Fu, 1992 #2294}.  

Prp40 associates with the U1 snRNA {Kao, 1995 #2282; Neubauer, 1997 #2283}. Prp40 

binds to in phospho-CTD in vitro {Morris, 2000 #2281}.  

 

 

 

 

 

 

 

U1 snRNP inhibits pre-mRNA polyadenylation through a direct interaction between U1 70K 

and poly(A) polymerase. Gunderson SI, Polycarpou-Schwarz M, Mattaj IW. Mol Cell. 1998 

Jan;1(2):255-64.  

 

A 5’ splice site enhances the recruitment of basal transcription initiation factors in vivo 

{Damgaard, 2008 #2280}.  

SRPK1 is predominantly associated with U1 small nuclear ribonucleoprotein (snRNP) 

Mathew et al. 2008  
PSF and p54nrb/NonO copurified with a holoenzyme form of pol II containing 

hypophosphorylated CTD and could be coimmunoprecipitated with antibodies specific for 

this and the hyperphosphorylated form of pol II {Emili, 2002 #2299}. 

p54nrb, a transcription/splicing factor, associates in vitro with the 5’ splice site (SS) within 

large complexes present in HeLa cell nuclear extracts, in which the hyperphosphorylated form 

of RNA polymerase II (RNAPIIO) is associated with U1 or U1 and U2 snRNPs.{Kameoka, 
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2004 #1972} 

 

 

The SMN complex is coimmunoprecipitated with RNAPII and GST-CTD interacts with in 

vitro translated SMN {Pellizzoni, 2001 #2076}.   
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Non-coding RNAs regulating the
transcriptional machinery
Charlotte Barrandon, Béatrice Spiluttini and Olivier Bensaude1
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During the past decade, numerous ncRNAs (non-coding RNAs) have been identified as regulators of transcription.
This review focuses on a few examples of ncRNAs that directly interact with and regulate components of the
transcription machinery. Artificial RNA aptamers have been selected against components of the transcriptional
machinery. The bacterial 6S RNA and the eukaryotic B2 RNA directly target RNA polymerases. The 7SK RNA,
U1 snRNA (small nuclear RNA) and SRA (steroid receptor RNA activator) RNA bind to and regulate the activity of
transcription factors. Xist (X-inactive-specific transcript) and roX (RNA on the X) RNAs are involved in epigenetic
regulation of transcription through the recruitment of histone-modifying enzymes.

Introduction
During the past decade, numerous ncRNAs (non-
coding RNAs) have been identified as regulators of
transcription (Prasanth and Spector, 2007). Short
(21–23 nt) double-stranded RNA molecules, such
as siRNAs (silencing RNAs) and shRNAs (small
hairpin RNAs), are today among the most well-
characterized ncRNAs (Rana, 2007). siRNAs and
shRNAs have become very useful tools for study-
ing gene inactivation, and have revolutionized genet-
ics. Endogenous short (19–25 nt), natural ncRNAs,
which are known as miRNAs (microRNAs), appear
to play an important role in gene regulation dur-
ing development (Bushati and Cohen, 2007; Zhao
and Srivastava, 2007). Short, as well as long, non-
coding transcripts are involved in epigenetic regu-

1To whom correspondence should be addressed (email
bensaude@biologie.ens.fr).
Key words: non-coding RNA, 7SK RNA, 6S RNA, steroid receptor RNA
activator (SRA), transcription.
Abbreviations used: AR, acidic region; ARM, arginine-rich motif; BR, basic
region; CDK, cyclin-dependent kinase; CTD, C-terminal domain; DHFR,
dihydrofolate reductase; FC* RNA, central fragment of FC RNA; HEXIM,
hexamethylene bis-acetamide-inducible mRNA; hnRNP, heterogeneous
nuclear ribonucleoprotein; IGS, intergenic spacer; LARP, La-related protein;
LTR, long terminal repeat; miRNA, microRNA; MSL, male-specific lethal;
ncRNA, non-coding RNA; NoRC, nucleolar chromatin-remodelling complex;
PcG, Polycomb group; PIC, pre-initiation complex; PIP7S, protein interacting
with P-TEFb for 7SK stability; PRC, Polycomb repressive complex; pRNA, RNA
product; pspF, phage-shock protein F; P-TEFb, positive transcription
elongation factor b; RNAi, RNA interference; roX, RNA on the X; SHARP,
SMRT1/HDAC1-associated repressor protein; shRNA, small hairpin RNA;
siRNA, silencing RNA; SLIRP, SRA stem–loop interacting protein; snRNA, small
nuclear RNA; SRA, steroid receptor RNA activator; SRAP, SRA protein; SRC,
steroid receptor co-activator complex protein; TAR, trans-activating region;
TBP, TATA-box-binding protein; TF, transcription factor; TRM, Tat/TAR
recognition motif; Xist, X-inactive-specific transcript; Tsix, Xist antisense.

lation (Yang and Kuroda, 2007; Zaratiegui et al.,
2007). In this review, we will focus on a few examples
of ncRNAs that directly interact with and regulate
components of the transcription machinery. Artifi-
cial RNA aptamers that have been selected against
components of the transcriptional machinery serve as
useful models. The bacterial 6S RNA is one of the first
ncRNAs to be described. Similar to the eukaryotic
B2 RNA, it directly targets RNA polymerase. The
7SK RNA, U1 snRNA (small nuclear RNA) or SRA
(steroid receptor RNA activator) RNA bind to and
regulate the activity of transcription factors. IGS (in-
tergenic spacer), Xist (X-inactive-specific transcript)
and roX (RNA on the X) RNAs are involved in epi-
genetic regulation of transcription (Figure 1).

RNAs that bind and inhibit RNA
polymerases
In a pioneering study, RNA aptamers were isolated
using yeast RNA polymerase II as target molecule
(Thomas et al., 1997). It was expected that aptamers
directed against protein surfaces involved in tran-
scription complex formation would become useful
tools in functional studies. One of these aptamers,
FC RNA, strongly binds to and inhibited the yeast
Saccharomyces cerevisiae RNA polymerase II. This
effect is highly specific, as neither S. cerevisiae RNA
polymerase I and III nor Schizosaccharomyces pombe and
wheat-germ RNA polymerase II are sensitive. FC
RNA inhibits assembly of RNA polymerase into
a PIC (pre-initiation complex) for transcription on
promoter DNA. However, it does not bind RNA
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Figure 1 ncRNAs regulate the transcription machinery at
various steps
ncRNAs regulate transcription positively (green arrows) or

negatively (red lines). ncRNAs regulate activity of histone–

modification enzymes. Ac, acetylation; Act, specific transcrip-

tion activators; Me, methylation; RNA pol, RNA polymerase;

Ub, ubiquitination.

polymerase molecules engaged in transcription. This
characteristic was understood recently when the
structure of a complex formed by yeast RNA
polymerase II and FC* RNA (a central fragment
of FC RNA) was determined at 3.8 Å resolution
(Kettenberger et al., 2006). The FC* RNA forms
a double stem–loop, which is inserted within the
polymerase cleft that accommodates the DNA tem-
plate. Its positioning overlaps the positioning of the
DNA template and the nascent transcript in an elong-
ation complex for transcription. Thus FC* RNA pre-
vents the DNA template from entering the cleft and
inhibits the initiation of transcription. In contrast,
elongation is not inhibited by FC* RNA, as it can-
not displace the DNA template from the cleft. These
structural data might be useful in the understanding
of the mechanism of RNA polymerase inhibition by
natural ncRNAs, as discussed below for the bacterial
6S RNA and the murine B2 RNA.

6S RNA: a template for bacterial
DNA-dependent RNA polymerase
The Escherichia coli 6S RNA was among the first
ncRNAs to be described (Hindley, 1967). It accumu-
lates, upon entry into stationary phase, from 1000 to
10 000 copies per cell. The ssrS (6S) and ygfA genes
form an operon (Hsu et al., 1985; Kim and Lee,
2004). Two distinct transcripts, initiated from two
distinct promoters, generate a unique 6S RNA after

processing by endonucleases RNase E and RNase G
(Kim and Lee, 2004). Transcription from the prox-
imal promoter is σ70-dependent, whereas the more
distal promoter is both σ70- and σS-dependent. The
E. coli 6S RNA associates and represses bacterial RNA
polymerase activity (Wassarman and Storz, 2000). It
co-purifies with the major RNA polymerase holoen-
zyme that comprises the σ70 subunit. It is not asso-
ciated with holoenzymes comprising another σ sub-
unit. 6S RNA accumulates upon entry into stationary
phase and is associated with most RNA polymerase–
σ70 holoenzymes purified from stationary-phase cells.
In vitro, 6S RNA association with RNA polymerase is
recapitulated with a holoenzyme comprising σ70. 6S-
RNA-binding stabilizes the RNA polymerase–σ70

holoenzyme, as less σ70 is co-immunoprecipitated
with RNA polymerase from extracts of bacterial cells
lacking the ssrS gene. 6S RNA does not associate
with the core polymerase, isolated σ70 subunit or
the stationary-phase holoenzyme that contains the
σS subunit (Wassarman and Storz, 2000; Gildehaus
et al., 2007). Association of 6S RNA inhibits tran-
scription from several, but not all, σ70-dependent
promoters. It has been suggested that its interaction
with RNA polymerase contributes to alter the gene-
expression profile when bacteria enter the stationary
phase.

High constitutive 6S RNA overexpression causes
reduced cell viability (Wassarman and Storz, 2000).
Disruption of the ssrS gene in E. coli genome results in
a decreased ability to persist during long-term nutri-
ent deprivation in a time frame of weeks (Trotochaud
and Wassarman, 2004), as well as a increased sur-
vival at a high pH value (pH 9.3) (Trotochaud and
Wassarman, 2006). The pspF (phage-shock protein F;
an AAA+ transcriptional activator) gene is one of the
few indisputably repressed in vivo by high levels of 6S
RNA. The increased resistance at high pH of bacterial
cells lacking the ssrS gene is linked to the restored
expression of the pspF gene. The pspF protein catalyses
open promoter complex formation and facilitates ini-
tiation of transcription by the RNA polymerase–σ54

holoenzyme (Rappas et al., 2007). RNA polymerase–
σ54 is required to transcribe a subclass of genes that
may prevent depletion of energy resources in certain
environments or partially neutralize adverse condi-
tions (Reitzer and Schneider, 2001).

The 6S RNA is widely spread in eubacteria
(Barrick et al., 2005; Trotochaud and Wassarman,
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2005; Willkomm et al., 2005). The linkage between
ssrS and ygfA genes has been conserved in evolution.
Some species, such as Bacillus subtilis, contain two
distinct 6S RNA genes (initially described as bsrB
and bsrA). According to a recently proposed nomen-
clature, these genes would now be designated as ssrSA
and ssrSB, which code for 6Sa and 6Sb RNA respect-
ively. The B. subtilis 6S RNAs show distinct regu-
lations. The 6Sa RNA peaks in mid-log phase. In
contrast, the 6Sb RNA behaves like the genuine
E. coli 6S RNA, with its concentration increasing
markedly (∼18-fold) between early log phase and
stationary phase.

6S RNA: an RNA template mimicking an
open promoter structure
The 6S RNAs probably fold into closely related
structures that have been conserved across various
bacterial species (Barrick et al., 2005; Trotochaud
and Wassarman, 2005). Two hairpin/stalk structures
are separated by a large bulge or ‘bubble’ of two
single strands, which extends over 10–15 nt. Chem-
ical cleavage analysis support this folding hypothesis.
The 6S RNA sequence surrounding the bubble makes
contacts directly with both the σ70 and β/β′ poly-
merase subunits within the holoenzyme (Gildehaus
et al., 2007). The separated single-stranded bubble
between the stalk and the hairpin evokes the melted
DNA bubble that forms in transcribing polymerases
(Barrick et al., 2005; Trotochaud and Wassarman,
2005). The 6S RNAs may bind within the RNA
polymerase cleft that contains the active site, as re-
ported above for the FC* RNA aptamer. Binding of
the 6S RNA probably competes for promoter DNA
binding. In a striking support for this analogy, the
bacterial RNA polymerase uses the 6S RNA as a
template to synthesize short (14- to 20-nt) pRNAs
(RNA products) that initiate within the bubble
(Gildehaus et al., 2007; Wassarman and Saecker,
2006). The pRNAs can form a triple-helix hy-
brid with the 6S RNA hairpin. This hybrid might
destabilize the RNA polymerase–6S RNA complex,
thereby allowing restoration of polymerase activity.
In vitro pRNA synthesis from 6S RNA requires higher
concentrations of NTPs than that for transcription
from DNA promoters. Hence, it is suggested that
low NTP concentrations at stationary phase stabilize
the inactive RNA polymerase–6S RNA complex. Al-
though cells lacking the 6S RNA display relatively

subtle phenotypes, the 6S RNA has been conserved
in many bacterial species, and 6S-dependent tran-
scription inhibition has been demonstrated in vitro.
Inhibition of bacterial RNA polymerase by 6S RNA
therefore constitutes a useful model system.

Murine B2 RNA: regulating RNA
polymerase II during stress
The murine B2 RNA is likely to be a eukaryotic
counterpart of the bacterial 6S RNA. B2 RNA is an
RNA polymerase III transcript of 178 nt that accu-
mulates in rodent cells following various stress, in-
cluding heat shock (Fornace et al., 1989). It has
been reported to inhibit transcription in vitro and to
be co-immunoprecipitated with RNA polymerase II
in nuclear extracts prepared from heat-shocked cells
(Allen et al., 2004; Espinoza et al., 2004).

Similar to the FC RNA, B2 RNA associates dir-
ectly with core RNA polymerase II. As the binding of
B2 is competitive with that of the FC* RNA aptamer,
it has been proposed that B2 binds within the poly-
merase cleft surrounding the active site, similar to the
FC RNA (Kettenberger et al., 2006). Like 6S RNA,
B2 RNA does not bind RNA polymerase once the
latter has assembled into a PIC on a DNA template
(Espinoza et al., 2004). Unlike the FC aptamer and
6S RNA, the region of the B2 RNA that is important
for transcriptional repression is single-stranded and
not structured (Espinoza et al., 2007). Deletion of a
33-nt region did not alter B2 RNA binding to RNA
polymerase, but nullified the transcription inhibition
effect. Hence, B2 RNA binding can be distinguished
from transcription inhibition.

B2 RNA has been suggested to contribute to the re-
pression of the transcription of house-keeping genes,
such as actin and hexokinase II, following a heat-
shock stress. In contrast, heat-shock genes might
escape this inhibition. This is reminiscent of the bac-
terial 6S RNA that accumulates during stress and
represses a subclass of genes.

ncRNAs targeting transcription initiation
factors
In a recent study, aptamers were generated against a
general transcription factor, the TATA-box-binding
protein (TBP) (Shi et al., 2007). Two classes
of aptamers were isolated. Both classes inhibit
transcription initiation in vitro through distinct
mechanisms. A first round of selection generated
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exclusively aptamers that recognize the DNA-
binding site and hence interfere with formation of
TBP–DNA complexes. However, the DNA-binding
domain is positively charged, and this feature intro-
duces a bias in the aptamer selection, as RNAs are
anions and tend to bind positively charged domains.
It is notable that the aptamers mentioned previously
that are directed against RNA polymerase were also
directed against a DNA-binding domain. To bypass
this bias, aptamers selected through the first round of
selection were used to ‘mask’ the DNA-binding site,
and a second round of selection using TBP–aptamer
complexes then provided a new class of aptamers that
were directed against other parts of the protein. This
second class of aptamers competes with TBP binding
to the general transcription factor TFIIA (transcrip-
tion factor IIA) that is required to assemble PICs on
promoters.

A natural non-coding transcript that prevents the
assembly of the PIC of transcription has been de-
scribed recently in human cells. Repression of the
DHFR (dihydrofolate reductase) gene in quiescent
cells relies upon a short transcript that accumulates
upon serum starvation (Martianov et al., 2007). This
short transcript initiates from a minor promoter up-
stream of the major promoter that directs the DHFR
pre-mRNA. It terminates within the second intron
of the DHFR pre-mRNA. It forms a triple-helix
complex with its double-stranded DNA template
sequence. Furthermore, this short transcript binds
the general transcription factor TFIIB. As a result, the
PIC that forms on the DHFR promoter can become
dissociated and its transcription would be inhibited.
Such mechanism of transcription inhibition might
be very general, as 5′ and 3′ ends of almost half of
human protein coding genes generate short non-
coding transcripts (Kapranov et al., 2007).

TAR (trans-activating region) RNA
recruits P-TEFb (positive transcription
elongation factor b) on the HIV LTR (long
terminal repeat) promoter
P-TEFb can be considered as a paradigm for tran-
scription factors regulated by ncRNAs. It comprises
a kinase subunit, CDK9 (cyclin-dependent kinase
9), and its associated cyclin T1 or T2 (Peterlin and
Price, 2006). Studies of HIV genome transcription
provided the first clues that an RNA regulated the
function of this general transcription factor. Activ-

ation of the HIV 5′ LTR (long terminal repeat)
promoter transcription relies upon the recruitment
of P-TEFb to the transcription complex by Tat, a
small protein coded by the viral genome and the
TAR RNA, an RNA loop that folds within the first
50 nt of the viral transcript (Bannwarth and Gatignol,
2005) (Figure 2). When one of these elements is de-
ficient or absent, transcription initiates efficiently,
but aborts after 60–80 nt and RNA polymerase II
is dissociated from the complex. Phosphorylation of
the RNA polymerase II CTD (C-terminal domain)
of negative elongation factors Spt5 (suppressor of
Ty 5) and NELF (negative elongation factor) by the
Tat/TAR-recruited P-TEFb is required for a product-
ive elongation of transcription (Mancebo et al., 1997;
Zhu et al., 1997; Ping and Rana, 2001; Fujinaga
et al., 2004; Phatnani and Greenleaf, 2006). Fur-
thermore, Tat/TAR-enhanced phosphorylation of the
CTD stimulates co-transcriptional capping of HIV
pre-mRNA (Zhou et al., 2003). As Tat is coded by
the viral genome, the recruitment of Tat/TAR con-
stitutes the first step in a positive feed-back loop
controlling HIV genome transcription (Weinberger
and Shenk, 2007).

Recruitment of P-TEFb on the HIV promoter re-
lies on the binding of Tat to both TAR RNA and
human cyclin T1. A short sequence (amino acids
251–265) placed after the cyclin box in cyclin T1,
the TRM (Tat/TAR recognition motif), is critical for
transactivation (Garber et al., 1998). A single amino-
acid substitution in the TRM, C261Y in rodent cyc-
lin T1, suppresses the affinity of P-TEFb for Tat. This
cysteine residue interacts with Cys22 in the Tat se-
quence. Other residues in the TRM are involved in
TAR binding.

The TAR RNA interacts with a stretch of basic
amino acids, the ARM (arginine-rich motif) in the Tat
sequence. Acetylation of Lys50 in the ARM, possibly
by p300 histone acetyl transferase, adds an additional
level of regulation, as it interferes with TAR bind-
ing to Tat (Bres et al., 2002; Kaehlcke et al., 2003).
It is suggested that this acetylation contributes to
the release of the viral transcript from P-TEFb once
elongation proceeds. A characteristic loop structure
in HIV-1 TAR RNA is required for the formation
of the cyclin T1–Tat–TAR ternary complex. Cyc-
lin T1 remodels the structure of Tat to enhance its
affinity for TAR RNA. Conversely, TAR RNA fur-
ther enhances the interaction between Tat and CycT1
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Figure 2 HIV LTR positive feedback loop
Transcription from the HIV promoter is abortive when the viral protein Tat is missing (A). Tat binds the TAR RNA structure that

folds within the abortive transcript and binds the cyclin T1 subunit of P-TEFb. As a result, P-TEFb is recruited on the transcription

machinery, phosphorylates RNA polymerase and negative elongation factors, thereby allowing full-length HIV transcripts to be

made (B). Translation of the viral transcripts provides the viral proteins including Tat.

(Zhang et al., 2000). It has been proposed that the
TAR RNA nucleates the formation of the Tat–P-
TEFb complex through an induced fit mechanism.
CDK9 usually phosphorylates Ser2 in the repeats of
the RNA polymerase II CTD. Remarkably, in the
presence of TAR and Tat, the substrate specificity
of CDK9 is altered, so that the kinase now phos-
phorylates both Ser2 and Ser5 in the repeat regions
(Zhou et al., 2000). Although the TRM is relatively
far apart from the putative CDK9-binding interface
on cyclin T1 (Anand et al., 2007), the conformational
changes promoted by Tat/TAR RNA binding influ-
ences CDK9 kinase activity. Nevertheless, targeting
an essential transcription factor on RNA polymerase
is the major function of the TAR RNA.

7SK RNA: a negative cellular regulator
of P-TEFb
Two major complexes of P-TEFb are found in mam-
malian cells and have been separated by ultracentri-
fugation on glycerol gradients (Nguyen et al., 2001).
The smaller complex corresponds to the active form
of P-TEFb. It comprises a kinase CDK9 and cyc-
lin T1 or T2 subunits. The larger complex is inact-
ive and comprises a small nuclear RNA, the 7SK
RNA (Nguyen et al., 2001; Yang et al., 2001),
as well as HEXIM1 (hexamethylene bis-acetamide-
inducible mRNA1) or HEXIM2 proteins in addition
to CDK9 and cyclin T1 or T2 (Michels et al., 2003;
Yik et al., 2003; Byers et al., 2005; Dulac et al.,
2005; Yik et al., 2005).
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The 7SK RNA is an abundant non-coding 331 nt
RNA polymerase III transcript, which is conserved
in vertebrate genomes (Wassarman and Steitz, 1991;
Gürsoy et al., 2000). Similar to U6 snRNA, but
unlike RNA polymerase transcripts, 7SK RNA is
mono-methylated on the γ phosphate of its 5′end
guanosine (Gupta et al., 1990). The methylase,
BCDIN3 (bicoid-interacting 3), has been identified
recently in a proteomic screen and shown to remain
stably bound to the methylated 7SK RNA associated
with P-TEFb (Jeronimo et al., 2007). The 7SK RNA
is predicted to fold into a long stem–loop at the 5′ end
and a smaller stem–loop at the 3′ end (Wassarman
and Steitz, 1991). Numerous snRNAs possess a 3′
stem–loop and terminate with a stretch of uridines
that associate the La protein. The La protein provides
protection against degradation and displays RNA
chaperone-like activity (Maraia and Bayfield, 2006).
The 3′ end of 7SK RNA shows weak binding for the
La protein and strong binding towards LARP7/PIP7S
(La-related protein 7/protein interacting with P-
TEFb for 7SK stability) (Q. Zhou, personal com-
munication). Indeed, knock-down of LARP7/PIP7S
results in degradation of 7SK RNA.

The long 5′ stem–loop that extends from nt 1 to
108 in 7SK RNA, more specifically between nt 24
and 87, binds to the HEXIM1 protein (Michels et al.,
2004; Egloff et al., 2006). Alternatively, data in vitro
suggested that nt 10 to 48 in 7SK RNA might fold
into a distinct hairpin that also binds to HEXIM1
(Li et al., 2007). The 3′ stem–loop from nt 296 to
331 binds to HEXIM1 in vitro (Sedore et al., 2007).
It evokes the TAR RNA stem–loop and might dir-
ectly bind in vivo P-TEFb without HEXIM1 bridging
(Egloff et al., 2006). On the other hand, TAR RNA
may also bind HEXIM1 (Sedore et al., 2007). In-
deed, human HEXIM1 has been reported to be a
promiscuous double-stranded RNA-binding protein
and to co-immunoprecipitate with miRNAs, such as
miR-16-1 (Li et al., 2007). However, 7SK RNA is
probably the major HEXIM1 ligand.

Binding of the 7SK snRNA changes the
HEXIM1 protein into a P-TEFb inhibitor
Addition of synthetic 7SK RNA and purified recom-
binant HEXIM1 to purified recombinant P-TEFb
recapitulated its inhibition in vitro (Michels et al.,
2004). 7SK RNA binds HEXIM1 and its cognate

HEXIM2 protein through the BR (basic region), a
stretch of basic amino acids, mostly arginine residues,
which evokes the ARM motif in Tat (Michels et al.,
2004; Yik et al., 2004). The C-terminal domain of
HEXIM proteins contacts the cyclin box in the N-
terminal domain of cyclin T1 or T2 (Michels et al.,
2003; Schulte et al., 2005). Binding of 7SK RNA
to HEXIM proteins unveils its cyclin T-binding
capacity. It has been proposed that the BR inter-
acts with the AR (acidic region) (Barboric et al.,
2005). Binding of 7SK RNA would neutralize the
positive charges of the BR, the resulting disruption
of the AR–BR interaction would unmask the cyc-
lin T-binding domain in HEXIM. Purified HEXIM
proteins form highly anisotropic oligomers (probably
dimers) (Dulac et al., 2005; Li et al., 2005; Schulte
et al., 2005; Yik et al., 2005). The structure of the
HEXIM1 dimerization domain has been solved by
NMR (Dames et al., 2007). It forms an extended
coiled-coil structure that may account for the an-
isotropy of the HEXIM protein. HEXIM oligomer-
ization is required for P-TEFb binding, but is not
affected by it, although it involves a region in its C-
terminal domain that overlaps the cyclin T-binding
domain. The ‘large’ P-TEFb complex comprises
several (probably two) CDK9/cyclin T modules, in
addition to a single 7SK RNA molecule.

HEXIM1 overexpression inhibited the basal level
of HIV LTR expression (Yik et al., 2003; Barboric
et al., 2007). As HEXIM1 also binds TAR RNA, it
might be recruited to the 5′ end of the viral transcript
and maintain P-TEFb inhibited in the absence of Tat
(Sedore et al., 2007). Both HIV Tat and HEXIM
proteins interact with the N-terminal domain of cyc-
lin T1 (Michels et al., 2003; Schulte et al., 2005).
This association is competitive. In vitro, Tat caused
the release of P-TEFb from a preformed P-TEFb–
HEXIM1–7SK RNA complex (Barboric et al., 2007;
Sedore et al., 2007). Conversely, HEXIM1 overex-
pression inhibited Tat-induced HIV LTR transcrip-
tion (Fraldi et al., 2005; Shimizu et al., 2007).

Dynamic exchange of 7SK RNA between
P-TEFb and hnRNPs (heterogeneous
nuclear ribonucleoproteins)
The small and large P-TEFb complexes are in
dynamic exchange in exponentially growing cells
(Nguyen et al., 2001). Within minutes following
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inhibition of transcription with drugs or UV irradi-
ation, the P-TEFb–HEXIM–7SK complexes are dis-
rupted and core P-TEFb accumulates (Nguyen et al.,
2001; Yang et al., 2001; Michels et al., 2003; He
et al., 2006; Biglione et al., 2007). However, core
P-TEFb does not accumulate in cells arrested during
mitosis, although transcription is arrested (Barrandon
et al., 2007). As a result of P-TEFb–HEXIM–7SK
complex disruption, an increase in CDK9 activity
is detected (Nguyen et al., 2001). This increase
might contribute to hyperphosphorylating the CTD
of RNA polymerase II and activating the transcrip-
tion of HIV genome in response to stress (in the
absence of Tat) (Valerie et al., 1988; Dubois et al.,
1994; Cassé et al., 1999; Imamichi et al., 2005)

7SK RNA released from P-TEFb–HEXIM is not
degraded, it is captured by a subclass of hnRNPs
(hnRNPs A1, A2, K and Q/R), as well as the
RHA (RNA helicase A) RNA helicase (Barrandon
et al., 2007; Hogg and Collins, 2007; Van
Herreweghe et al., 2007). However, inhibition of
transcription leads to an increase in the amount
of 7SK RNA bound to these hnRNPs, sug-
gesting that 7SK RNA shuttles from P-TEFb–
HEXIM to the hnRNP complexes. hnRNPs asso-
ciate with nascent transcripts (Dreyfuss et al., 2002;
Bomsztyk et al., 2004). In response to an arrest in
transcription, nascent transcripts are suppressed, and
hnRNPs are released from pre-mRNA. Two experi-
ments suggest that binding of the released hnRNP
to 7SK RNA might contribute to P-TEFb–HEXIM–
7SK complex dissociation. First, RNAi (RNA inter-
ference) knockdown of hnRNP K increases the
amount of P-TEFb–HEXIM–7SK complexes (Hogg
and Collins, 2007). RNAi knockdown of hnRNP
A1 and A2 attenuates the dissociation of P-TEFb–
HEXIM–7SK complexes (Barrandon et al., 2007).
Furthermore, hnRNPs bind 7SK RNA through a
hairpin located in the middle of the sequence (Van
Herreweghe et al., 2007). When this sequence is
deleted, binding of the resulting ‘truncated 7SK’ to
P-TEFb is insensitive to transcriptional arrest.

Our current knowledge is summarized with a
simple model. Shortly after initiation, when P-
TEFb is loaded on to the transcription machinery,
7SK dissociates from P-TEFb and is trapped on
hnRNPs which have just been released from a
mature transcript (Figure 3A). Conversely, P-TEFb–
HEXIM–7SK would reassemble during the elonga-

tion/termination step, as 7SK RNA is competed out
by nascent transcripts (Figure 3B). Thus in exponen-
tially growing cells, 7SK RNA trapping by hnRNPs
might act as a sensor for transcription, thereby con-
trolling P-TEFb activity and fine-tuning the overall
class II gene transcription efficiency.

U1 snRNA: linking transcription and
post-transcriptional RNA processing
snRNAs form the functional core of the spliceosome.
Splicing is a co-transcriptional process, and spliceo-
somes associate with RNA polymerase II (Bentley,
2005; Listerman et al., 2006). Studies suggest a direct
and specific involvement of the U1 snRNA in tran-
scription regulation, although it is primarily known
as a major spliceosome component. U1-dependent
recognition of the 5′ splice site in pre-mRNA con-
stitutes the first step in assembly of the spliceo-
some (Lacadie and Rosbash, 2005; Nilsen, 2005).
U1 snRNP also forms a complex with CPSF (cleav-
age and polyadenylation specific factor) (Awasthi and
Alwine, 2003). U1 snRNA co-purified with a frac-
tion of TFIIH and was cross-linked to its cyclin H
subunit (Kwek et al., 2002). TFIIH is a multisub-
unit factor that plays a critical role in transcription
initiation of both class I and class II genes (Zurita and
Merino, 2003). An MS analysis of proteolytic frag-
ments generated after cross-linking indicated that
two stem–loops of synthetic U1 RNA made contact
with peptides both in the N- and C-termini of puri-
fied recombinant cyclin H (O’Gorman et al., 2005).
These peptides appear in close vicinity in the three-
dimensional structure of cyclin H (Andersen et al.,
1997). U1 snRNA stimulated the rate of formation
of the first phosphodiester bond by RNA polymerase
II (Kwek et al., 2002). Furthermore, addition of syn-
thetic U1 RNA stimulated the CDK7 kinase activity
in vitro. However, although CTD phosphorylation by
the CDK7 subunit of TFIIH is an early step (Phatnani
and Greenleaf, 2006), its function in transcription
remains unclear (Kanin et al., 2007). In an in vitro re-
constitution assay using purified factors, addition of
synthetic U1 RNA stimulated abortive initiation, as
well as re-initiation of transcription from a promoter
preceding a 5′ splice site recognized by U1 snRNA
(Kwek et al., 2002).

In contrast with the bacterial 6S and the murine
B2 RNAs, U1 snRNA stimulates transcription. U1
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Figure 3 Coupled hnRNP–7SK and P-TEFb–HEXIM1–7SK RNA complex formation: a model
(A) As P-TEFb is recruited on to the transcription initiation complex, 7SK may be released from P-TEFb–HEXIM1–7SK RNA

complex and transfered on to hnRNP. (B) hnRNP bind nascent RNA extruded from elongating RNA polymerases and 7SK RNA

is displaced. 7SK RNA then binds to HEXIM proteins and associates with P-TEFb released from elongation complex. Repro-

duced with permission from Barrandon, C., Bonnet, F., Nguyen, V.T., Labas, V. and Bensaude, O. The transcription-dependent

dissociation of P-TEFb–HEXIM1–7SK RNA relies upon formation of hnRNP–7SK RNA complexes. Mol. Cell. Biol. 27, 6996–7006
c© American Society for Microbiology.

snRNP might be specifically recruited by RNA poly-
merase on to the transcribing unit as the whole U1
snRNP (comprising U1 snRNA, U1-70K, U1A and
U1C proteins) (Das et al., 2007). It is tempting to
speculate that U1 snRNA brought about by RNA
polymerase facilitates the initiation of transcription
assisted by TFIIH. U1 snRNA ‘piggy-backed’ on
RNA polymerase might scan the nascent transcript
and account for the enhanced transcription direc-

ted by promoter proximal splice sites (Furger et al.,
2002).

SRA: a transcriptional co-regulator
ncRNA
The transcriptional activity of the steroid receptor
is modulated by co-activators and co-repressors
(McKenna and O’Malley, 2002). One of the
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identified co-activators, the SRA is a ncRNA of
883 nt (Lanz et al., 1999). The SRA was unexpec-
tedly discovered in a yeast two-hybrid screen for pro-
teins that interact with the N-terminal domain of the
human progesterone receptor. It was discovered that
the short open reading frames in the SRA sequence
are not required for its activity. The SRA RNA folds
under multiple secondary structure motifs, which all
contribute to its activity (Lanz et al., 2002). Overex-
pression of SRA enhances transcription transactiva-
tion by steroid receptors. Conversely, knockdown of
SRA by siRNA suppressed androgen receptor activ-
ity in prostate cancer cells (Kurisu et al., 2006). The
SRA precursor is subjected to an alternative splicing
which generates an mRNA that codes for SRAP (SRA
protein) (Hube et al., 2006). In contrast with SRA
RNA, SRAP overexpression represses oestrogen re-
ceptor activity. The proportions of SRA and SRAP
RNAs vary within breast cancer cell lines and might
contribute to their phenotypes.

Little is known about the mechanism of co-activ-
ation by SRA. MAPK (mitogen-activated protein
kinase) activation and phosphorylation of a specific
serine in the oestrogen receptor (ERα) is required
for SRA co-activation (Deblois and Giguère, 2003).
SRA RNA co-purifies with SRC-1 (steroid receptor
co-activator complex protein 1) (Lanz et al., 1999).
SRC-1 is not an RNA-binding protein, but SRA
RNA associates the DEAD box p68/p72 RNA hel-
icase that binds SRC-1 (Watanabe et al., 2001; Car-
etti et al., 2007). The p68/p72 RNA helicase acts as
an oestrogen receptor co-activator.

Several SRA-binding proteins have been identified
and are involved in steroid receptor co-regulation.
Two steroid receptor co-repressors have also been
shown to associate with SRA, SHARP (SMRT1/
HDAC1-associated repressor protein) (Shi et al.,
2001) and SLIRP (SRA stem–loop interacting pro-
tein) (Hatchell et al., 2006). SHARP and SLIRP ap-
pear to compete with the co-activator complex for
SRA binding. This competition might contribute to
the co-repressing effect of SHARP and SLIRP. As
SHARP expression is hormone inducible, it appears
to be part of a negative feedback loop to attenuate the
hormone response.

Pseudouridylation (isomerization of specific urid-
ine residues) of SRA adds an additional level of com-
plexity in the regulation of steroid receptor activity.
The Pus1p and Pus3p pseudo-uridine synthases bind

nuclear receptors and act as co-activators (Zhao et al.,
2004, 2007). Pus1p and Pus3p pseudo-uridylate both
common and specific nucleotide residues on SRA. Al-
though SRA tolerates large deletions, replacement of
U206 (a common Pus1p and Pus3p target) by aden-
osine switches SRA from a co-activator to a dominant-
negative co-repressor, thus suggesting an important
function for pseudo-uridylation.

Several other less-characterized examples of
ncRNAs regulating specific transcription factors have
been reported (Kuwabara et al., 2004; Willingham
et al., 2005; Feng et al., 2006; Shamovsky et al.,
2006). It is likely that a large number of ncRNAs
behave as transcription co-regulators and contribute
to the fine tuning of gene expression.

Recruiting or interfering with recruitment
of chromatin-modifying machinery
X chromosome inactivation is a fascinating paradigm
for long non-coding transcripts involved in epigen-
etic regulation. In mammalian female cells, one X
chromosome is inactivated to keep a single copy act-
ive, as found in male cells. The inactivated chromo-
some is coated with the Xist ncRNA, deposited in
the vicinity of its transcription site. The Xist RNA
signals epigenetic histone modifications associated
with gene silencing (Heard and Disteche, 2006). Tsix
(Xist antisense), a non-coding antisense transcript of
Xist, and Xist expression are mutually exclusive on a
given chromosome. Tsix expression protects the act-
ive X chromosome from inactivation. As an initial
step in X chromosome inactivation, the transient re-
cruitment of the PcG (Polycomb group) complexes
PRC2 (Polycomb repressive complex 2) and PRC1 on
the inactivated chromosome follows and requires the
appearance of the Xist RNA (Heard and Disteche,
2006). The PcG proteins assemble into three differ-
ent classes of complexes involved in epigenetic gene
silencing. PRC methylates histone H3 on Lys27. This
marks recognition for PRC1, which is presumed to
mono-ubiquitinate histone H2A on Lys119. A third
complex, PhoRC, binds to mono- and di-methylated
Lys9 and Lys20 on histones H3 and H4 respectively.

Silencing of homeotic genes in the human HOX loci
also involves the PcG complex, as well as ncRNAs
(Rinn et al., 2007). Indeed HOTAIR (Hox trans-
cript antisense intergenic RNA) is a 2.2 kb non-
coding transcript that interacts with PRC2 and is
required for PRC2 recruitment to the HOXD locus
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and subsequent trimethylation of histone H3 on
Lys27. The chromatin reorganization generated by
the PcG proteins might also involve the RNAi ma-
chinery (Schuettengruber et al., 2007). In both cases
mentioned above, ncRNAs might serve as recruiting
agents for the enzymatic machinery installing chro-
matin repression.

However, epigenetic marking by ncRNAs does not
necessarily lead to gene silencing. For example, Dro-
sophila X chromosome dosage compensation involves
stimulation of gene activity in male cells. This pro-
cess is mediated by the roX ncRNAs, the NuRF (nu-
cleosome remodelling factor) chromatin-remodelling
complex and the MSL (male-specific lethal) complex
(Deng and Meller, 2006; Bai et al., 2007). The roXs
target the MSL complex specifically to genes along
the male X chromosome, resulting in acetylation of
histone H4 on Lys16, leading to an approx. 2-fold in-
crease in the transcription of X-linked genes in males
(X) relative to females (XX), thereby compensating
for the difference in X chromosome number between
the sexes.

RNA polymerase I is also subjected to ncRNA reg-
ulation (Mayer et al., 2006). Eukaryotic cells contain
multiple tandem copies of rRNA genes, a significant
fraction of them is repressed in heterochromatin. The
key factor is a non-coding transcript originating from
the IGS that separates rRNA genes and contains the
promoters. This transcript (150–300 nt) is comple-
mentary to the DNA promoter sequence and binds
TIP5 (transcription termination factor-I-interacting
peptide 5), the largest subunit of NoRC (nucleolar
chromatin-remodelling complex). RNA binding sta-
bilizes NoRC association with rDNA promoters, and
serves as a platform to recruit repressive histone modi-
fication and DNA methylation machineries.

In these three examples, the ncRNA marks the tar-
get DNA sequence and recruits protein complexes
involved in silencing. Several other ncRNAs associ-
ated with dosage compensation have been reported
and involve similar mechanisms (Yang and Kuroda,
2007; Zaratiegui et al., 2007).

Concluding remarks
A growing number of nuclear ncRNAs are associated
with human disease (Cao et al., 2006; Mehler and
Mattick, 2006; Mehler and Mattick, 2007). The in-
creasing variety of ncRNAs being identified suggests
a strong connection between complexity of organ-

isms, biogenesis, dynamics of action and the combin-
atorial regulatory potential of ncRNAs.
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Résumé 
 
Interaction du snARN U1 de l’épissage avec l’ARN polymérase II. 
 
Les ARNs non codants  sont des  régulateurs de  l’expression génétique à plusieurs niveaux. 
Chez la bactérie et chez la souris, des ARNs non codants (6S et B2) ont la propriété de se lier 
à  l’ARN  polymérase  et  d’inhiber  son  activité.  Afin  de  déterminer  si  l’ARN  polymérase  II 
(RNAPII)  humaine  était  associée  à  des  ARNs  non  codants,  une  immunoprécipitation  anti‐
RNAPII a été  réalisée  sur des cellules HeLa mitotiques. Les ARNs co‐immunoprécipités ont 
été  purifiés  et marqués  et  l’ARN U1  s’est  trouvé  particulièrement  enrichi  par  rapport  au 
contrôle. Cette co‐immunoprécipitation reflète  l’association de  la snRNP U1 avec  la RNAPII. 
Pour vérifier cette association sur un site de transcription actif, des  lignées ont été établies 
avec l’insertion en multiples copies d’un gène à un site unique, créant ainsi un unique super 
site de transcription visualisable par FISH (Fluorescence  In Situ Hybridization). Deux  lignées 
distinctes ont été créées,  l’une avec un gène comportant un  intron,  l’autre avec  le même 
gène où  l’intron  comporte  trois mutations ponctuelles  abolissant  l’épissage. Alors que  les 
snARNs U2, U4, U5 et U6 sont absents du site non épissé,  l’ARN U1 est enrichi de la même 
façon indépendamment de l’épissage. La présence des protéines spécifiques de la snRNP U1 
indique que la snRNP U1 est recrutée au complet au site de transcription.  
Ces résultats laissent supposer un rôle pour l’association RNAPII – U1snRNP dans l’épissage 
cotranscriptionnel. 
 
Mot‐clefs : ARN polymérase II, snRNP U1, épissage, FISH, mitose. 
 
 
 

Summary 
 
U1 snRNA spliceosomal component interaction with RNA polymerase II. 
 
Non‐coding RNAs are multi‐step genetic expression regulators. Bacterial 6S RNA and murine 
B2 RNA are non‐coding RNAs able to bind and inhibit RNA polymerase II (RNAPII). Seeking for 
non‐coding  RNAs  bound  to  human  RNAPII,  immunoprecipitations  against  RNAPII  were 
carried on mitotic HeLa cells. Co‐immunoprecipitated RNAs were purified and  labelled and 
U1  RNA  was  found  to  be  peculiarly  enriched  versus  the  control  IP.  This  co‐
immunoprecipitation reflects the association of the U1 snRNP with RNAPII. In order to verify 
this  associtation  on  an  active  transcription  site,  stable  cell  lines  were  established  with 
multiple  copies  insertion  of  a  gene  at  one  single  site,  allowing  its  visualisation  by  FISH 
(Fluorescent  In  Situ  Hybridization).  Two  distincts  cell  lines were made with  two  similars 
contructs only differing by  three point mutations  abolishing  the  splicing  in one  construct. 
Whereas 4 snRNAs were absent on a non splicing transcription site, U1 snRNA  is recruited 
both  on  spliced  and  non‐spliced  transcription  sites.  The  whole  U1snRNP  seems  to  be 
recruited  independently of splicing because of  the presence of U1 specific proteins. These 
results may  suggests  a  role  for  the  RNAPII  –  U1  snRNP  interaction  in  cotranscriptionnal 
splicing. 
 
Key words: RNA polymerase II, U1 snRNP, splicing, FISH, mitosis. 


	these
	supp
	article
	fig-1
	fig-2
	fig-3
	fig-4
	fig-5
	fig-6
	fig-7
	Barrandon_2008



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /None
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Error
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /CMYK
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments true
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<

    /BGR <>
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000410064006f006200650020005000440046002065876863900275284e8e9ad88d2891cf76845370524d53705237300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef69069752865bc9ad854c18cea76845370524d5370523786557406300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /CZE <>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /ETI <>
    /FRA <>
    /GRE <>

    /HRV (Za stvaranje Adobe PDF dokumenata najpogodnijih za visokokvalitetni ispis prije tiskanja koristite ove postavke.  Stvoreni PDF dokumenti mogu se otvoriti Acrobat i Adobe Reader 5.0 i kasnijim verzijama.)
    /HUN <>
    /ITA <>
    /JPN <FEFF9ad854c18cea306a30d730ea30d730ec30b951fa529b7528002000410064006f0062006500200050004400460020658766f8306e4f5c6210306b4f7f75283057307e305930023053306e8a2d5b9a30674f5c62103055308c305f0020005000440046002030d530a130a430eb306f3001004100630072006f0062006100740020304a30883073002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee5964d3067958b304f30533068304c3067304d307e305930023053306e8a2d5b9a306b306f30d530a930f330c8306e57cb30818fbc307f304c5fc59808306730593002>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020ace0d488c9c80020c2dcd5d80020c778c1c4c5d00020ac00c7a50020c801d569d55c002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /LTH <>
    /LVI <>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken die zijn geoptimaliseerd voor prepress-afdrukken van hoge kwaliteit. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /POL <>
    /PTB <>
    /RUM <>
    /RUS <>
    /SKY <>
    /SLV <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /TUR <>
    /UKR <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents best suited for high-quality prepress printing.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /ConvertToCMYK
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /DocumentCMYK
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /DocumentCMYK
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /UseDocumentProfile
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice




