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Avant Propos

L’ADN est une macromolécule de taille conséquente, d’environ 2 métres de long,
pour 2,5 nanometres de large, et tout le prodige d’une cellule réside dans sa capacité a
maintenir une si grande quantit¢ d’ADN au sein de I’espace si restreint d’un noyau cellulaire,
dont le diametre est de I'ordre du micrometre. Ainsi, le génome des cellules eucaryotes est
organis¢ sous forme de chromatine, structure se composant de protéines histones liées a
I’ADN. Initialement décrite comme ayant un réle uniquement structural, la chromatine est en
fait trés dynamique jouant un rdle dans des processus comme la réplication, la régulation
génique, la réparation et la ségrégation des chromosomes.

La chromatine comporte deux états fonctionnels, 1'euchromatine, représentant un état
relaché de la chromatine accessible a la machinerie de transcription, et I'hétérochromatine,
ayant les caractéristiques d'une chromatine dense et compacte, plutdt réfractaire a la
transcription de son contenu. Ces deux structures régulent ainsi le génome des cellules
eucaryotes. Moins de 4% du génome humain est composé d'ADN contenant des génes codant
pour des protéines, alors que les 96% restants sont souvent qualifiés de "déchets génomiques"
a cause de l'absence apparente d'utilit¢ de cet ADN non codant et du caractére souvent
répétitif de sa séquence en nucléotides. Cependant, I'amélioration de la compréhension des
processus de régulation fournit une image plus complexe du rdle de ces séquences transcrites
par la machinerie de transcription de I'ARN Polymérase III. En effet, ces nombreux ARN
interviennent dans des voies métaboliques fondamentales de la cellule, notamment la
traduction des ARN messagers et la maturation des ARN.

Les modifications ¢épigénétiques incluant la méthylation de 1I’ADN, I’ajout ou
I’enlévement de groupements chimiques sur les histones, le remodelage ATP-dépendant de la
chromatine et 1’incorporation de variantes d’histones par des enzymes spécifiques sont des
moyens dont disposent la cellule pour modifier I’accessibilit¢ de I’ADN a des facteurs
régulateurs et sont corrélées avec le statut transcriptionnel d'un géne.

L'acétylation joue un rdle clé dans la transcription. En effet, la marque principale
caractérisant |'état inactif de la chromatine est déterminé par une déacétylation de la lysine 14
de 1'histone H3. De nombreux activateurs transcriptionnels possédent une activité¢ histone
acétyltransférase et un grand nombre de répresseurs une fonction histone déacétylase. Une des
familles d'histones déacétylases les plus connues, est la famille des sirtuines. SIRTI est
d'ailleurs largement étudié¢ dans cette famille. Elle est impliquée, par son action sur plusieurs
facteurs de transcription, dans de nombreux phénomenes biologiques, inflammation, survie
cellulaire, prolifération cellulaire ou métabolisme cellulaire.

Lors de ma thése, je me suis focalisé sur l'identification d'une nouvelle voie de
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controle, impliquant SIRT1, dans la régulation de la machinerie de transcription de I'ARN
Polymérase III. Nous avons utilis€¢ une approche protéomique pour identifier les partenaires
associés a SIRT1 dans le noyau de la cellule, et notre attention s'est portée sur le marqueur de
prolifération cellulaire, Ki67, et sur la sous-unité TFIIIC, nécessaire pour l'assemblage du
complexe de pré-initiation de I'ARN Polymérase III, deux protéines n'ayant jamais été
décrites comme étant des partenaires de SIRT1 dans la littérature. Nous avons tout d'abord
défini que ces trois partenaires se trouvent au sein d'un méme complexe multi-protéique, puis
nous avons déterminé, in vitro et ex vivo, que la prolifération cellulaire et la machinerie de
transcription de I'ARN Polymérase III sont sous le controle de SIRT1, mais aussi de Ki67.

Afin d'introduire les résultats obtenus lors de ma thése, la premiére partie de ce
mémoire consistera en une synthese bibliographique de (1) la structure et de la fonction de la
chromatine, (2) de la machinerie de transcription de I'ARN Polymérase III, (3) de l'influence
du "code histone" sur le phénomene de transcription et (4) enfin de la présentation de 1'histone
déacétylase SIRT1. La deuxieme partie comportera les résultats issus de mes travaux sur
SIRTI.

Nous discuterons des résultats dans une dernieére partie en soulignant ce qui a ¢été
accompli et ce qu'il reste a faire. Enfin, nous essaierons de dégager les perspectives a venir
dans la continuité de nos résultats intégrés aux connaissances actuelles accessibles puis d'en
discuter l'intérét dans l'apport et I'¢largissement d'information concernant les modifications

épigénétiques tant dans le modele normal que dans le modele pathologique.
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PTP1B: Protein Tyrosine Phosphatase 1B

PTF: Proximal sequence element-binding Transcription Factor

Rb: Rétinoblastome

RbAp: Rb associated protein

RDP3: Reduced Potassium Dependency 3

RMRP: RNA component of Mitochondrial RNA Processing endoribonuclease
ROS: Reactive Oxygen Species

Sas: Something About Silencing

SAM: S-adenosyl methionine

SENP1: Sentrin-specific Protease 1

SINE: Short Interspersed Repeated DNA Element

Sir: Silent Information Regulator

SIRT: (Silent mating type information regulation 2 homolog)
SMC: Structural Maintenance of Chromosomes

SMRT: Silencing mediator of retinoid and tyroid hormone receptor
SNAPc: snRNA Activating Protein complex

SP1: Specificity Protein 1

SPH: Sphl Postoctamer Homology
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SRBEP-1c¢: Sterol Regulatory Element-Binding Protein-1c

SRC: Steroid Receptor Coactivator

SRP: Signal Recognition Particle

STAF1: Selenocysteine tRNA gene Transcription Activating Factor 1
SUMO: Small Ubiquitin-related Modifier

Su(z)12: Suppressor of Zeste 12

T: Thymine

TAFI68: TATA-box binding protein-Associated Factor I of 68kDa
TFIIIA: Transcription Factor III A

TFIIIB: Transcription Factor I1I B

TFIHIC: Transcription Factor I1I C

TBP: TATA Binding Protein

TIP60: Tat Interacting Protein, 60 kDa

TNFa: Tumor Necrosis Factor a

TRF: TBP-Related Factor

TSA: Trichostatine

TTF-I: Transcription Termination Factor I

UCP2: Uncoupling Protein 2

UMP: Uridine Monophosphate

VA: Viral Associated
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2.1. Architecture nucléaire

2.1.1. Structure de l1a chromatine

2.1.1.1. Historique

La chromatine est le terme utilis€ pour désigner I’association entre une séquence
d’acide désoxyribonucléique (ADN), des protéines et acides ribonucléiques (ARNs) qui
I’entourent et la structurent.

La chromatine, appelée ainsi par Walther Flemming en 1882, suite a la visualisation
par microscopie d’une structure dense au sein du noyau, fait référence au terme grec
« khroma » signifiant « coloré ». Il décrivit pour la premicre fois les étapes d’une mitose en
observant la forme la plus compacte de la chromatine, les chromosomes (Kornberg and
Thomas, 1974; Paweletz, 2001).

Cependant, la découverte de la chromatine peut étre attribuée a Friedrich Miescher en
1869, lorsqu’il identifia la « nucléine » a partir de pus de patients, substance riche en
phosphate et présente dans toutes les cellules. En 1889, Richard Altmann détermina que la
nucléine posseéde les propriétés d’un acide et proposa donc le terme d’ « acide nucléique ».
Toutefois, c'est la composante protéique basique, €galement détectée au sein de la nucléine,
ultérieurement nommée « histones », qui intéressa préferentiellement les scientifiques de
I’époque. Au début du 20°™ siécle, on admettait le dogme d’une information héréditaire
portée par les protéines. Cette théorie étayait I’idée d’une information portée par les protéines,
composées d’une séquence établie parmi 20 unités de base (20 acides aminés), bien plus
complexe en apparence que I’ADN avec ses 4 unités de base, a savoir les nucléotides
Adénine (A), Thymine (T), Cytosine (C) et Guanine (G) (Figure 1).

La fonction de I’ADN resta inconnue ou tout du moins aprement débattue jusqu’au
milieu du 20°™ siécle. Les travaux d’Alfred Hershey et Martha Chase sur le phage T2 puis
I’établissement de la structure de I’ADN par Watson et Crick (Figure 1) a imposé
définitivement I’ADN comme support de 1’hérédité (Hershey and Chase, 1952; Watson and
Crick, 1953; Paweletz, 2001). De nos jours, il est clairement admis que I’information
génétique codée par I’ADN est a la fois responsable de la diversité du monde vivant mais
¢galement des similitudes entre especes. La théorie de 1’évolution établie par Darwin, basée

sur les comparaisons des caractéres phénotypiques plus ou moins similaires entre especes,
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peut étre associée a 1’évolution de I’information génétique codée par I’ADN. La phylogénie
moléculaire permet ainsi de classifier les organismes entre eux en fonction de la similarité de
séquences particulieres de leur ADN, nucléaire ou mitochondriale.

La génétique est, cependant, trop restreinte pour déterminer les diversités au sein
d’une méme espece, voire d’un méme organisme, a un temps donné, comme au cours de sa
vie. Toutes les cellules présentes au sein d’un méme individu sont a priori strictement
composées d’une séquence identique d’ADN. Il faut donc ajouter a cela un second parametre
qui peut €tre assimilé a 1’« épigénétique ». Ce terme de Conrad Waddington servait, jusqu’a
récemment, a tous les phénomenes héréditaires inexpliqués par la seule génétique (Kornberg
and Thomas, 1974). Selon Waddington, I’épigénétique était « la branche de la Biologie qui
étudiait les interactions entre les génes et leurs produits qui transforment le phénotype en un
étre ». Ainsi, 1l avait comme but de comprendre, comment les phénomenes
environnementaux, comme la température ou les drogues, peuvent influer sur Ie
développement d’un organisme (Waddington, 1942). Actuellement, on définit 1’épigénétique
comme I’étude des changements héritables dans la régulation de 1’information codée par les
genes, transmis d’une génération de cellules ou d’un organisme a la suivante, et qui ne

proviennent pas de modifications au sein méme de la séquence d’ADN nucléaire.

o
N. H
=
N
= H
N N N
H

I
H

Adenine
H .

H N

Bases azotées ADN ARN Bases azotées

Acide Acide
désoxyribonuciéique ribonucléique

Figure 1. Représentation schématique de la double hélice d'ADN et d'un brin d'ARN,
et les différents nucléotides les composant.
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2.1.1.2. Condensation de ’ADN

L’ADN contenu dans un noyau d’une cellule humaine est composé d’environ 30000
genes, répartis au sein de 23 paires de chromosomes pour un total de 6,4 milliards de bases.
L’ADN est une macromolécule de taille conséquente, environ 2 metres de long, pour 2
nanometres (nm) de large (Figure 2). Tout le prodige d’une cellule réside dans sa capacité a
maintenir une si grande quantité d’ADN au sein de I’espace si restreint d’un noyau cellulaire.
La cellule doit structurer son ADN sans s’emméler, tout en restant capable d’accéder a
n’importe quel moment a 1’information codée par un gene précis. Ceci permet 1’acces en
temps voulu a la machinerie cellulaire pour diverses activités telles que la réplication, la
transcription, la réparation, etc... Ce phénomeéne de compaction est accompli par des
protéines qui lient et replient ’ADN pour produire une série d’enroulements et de boucles
conduisant a des niveaux d’organisations de plus en plus élevés. On appelle ce complexe
nucléoprotéique contenu dans le noyau de nos cellules, la « chromatine » (Figure 2). Il existe

différents niveaux de compactions que nous allons aborder maintenant:

2.1.1.2.1. Le collier de perle

Le premier niveau de compaction de la chromatine est la fibre de 11nm également
appelée «collier de perles» (Figure 2). Cette fibre correspond a I’enroulement de I’ADN
autour de protéines particuliéres appelées « histones cceurs ». Les histones cceur sont des
protéines hautement conservées au cours de 1’évolution, et donc essentielles pour les
organismes eucaryotes. Elles sont principalement synthétisées au cours de la phase S, dite de
réplication, afin de permettre leur incorporation dans I’ADN néosynthétisé. Elles possedent
un domaine «histone fold», en commun, qui permet I’interaction dite «en poignée de main»
entre histones, et 1’interaction avec I’ADN. Les histones canoniques sont au nombre de
quatre, I’histone H3, I’histone H4, I’histone H2A, et I’histone H2B. Elles s’assemblent en une
particule trés structurée autour de laquelle s’enroule I’ADN pour former I'unité de base de
cette structure : le nucléosome. En 1997, les travaux de cristallographie aux rayons X du Pr.
T. Richmond (Luger et al., 1997) (Figure 3) ont permis de déterminer la structure du
nucléosome, a savoir un octamere d’histones autour duquel s’enroulent 146 paires de bases
(pb) d’ADN. Les deux dimeres H3/H4 s’associent pour former un tétramere central sur lequel

viennent ensuite se fixer les deux dimeres H2A/H2B (Luger et al., 1997). L’ADN
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nucléosomal vient alors entourer I’octamére en liant les domaines « histones fold » (HFD)
permettant une compaction de I’ADN d’un facteur supérieur a 5. On distingue ainsi ’ADN
nucléosomal qui s’enroule autour des histones (146 pb) et I’ADN internucléosomal (ADN
linker) qui relie deux nucléosomes (40 a 70 pb). Enfin, chaque nucléosome a la particularité
d’exposer a I’extérieur de la particule des queues N-terminales non structurées. Ces derniers,
faciles d'acces, constituent des cibles pour de nombreuses modifications par des enzymes
spécifiques. Ce processus est largement utilisé par la cellule a des fins de régulation de la
transcription. Malgré cette organisation, la fibre de 11nm n’est pas suffisante pour compacter

I’ADN dans le noyau des cellules.

2.1.1.2.2. La super hélice

Le deuxiéme niveau de compaction de la chromatine est la fibre de 30nm également
appelée «super hélice» ou «solénoide». Il existe a I’heure actuelle deux différents modeles de
repliement. La fibre de 11nm s’enroule sur elle méme pour former une structure de 30nm de
diametre dont chaque tour comprend entre 6 et 8 nucléosomes (Coffin et al.,, 1997,
Tremethick, 2007). Cette liaison entre nucléosomes est assurée par une cinquieme histone,
HI. L’histone H1, également appelée histone de liaison présente une caractéristique
structurale supplémentaire par rapport aux histones cceurs. Bien que possédant un domaine
globulaire central et une queue N-terminale, elle posséde également une queue C-terminale
non structurée permettant la liaison entre I’ADN internucléosomal et le nucléosome. Cette
association constitue le chromatosome et facilite ainsi le repliement du collier de perle avec

une steechiométrie d’une histone H1 pour un nucléosome.

2.1.1.2.3. Niveau supérieur de compaction

Durant [D’interphase, la chromatine est hautement organisée. On distingue
I’euchromatine de 1’hétérochromatine. L’euchromatine correspond a 1’état peu condensé et
transcriptionellement actif de la chromatine alors que 1’hétérochromatine correspond a 1’état
condensée et inactif de cette méme chromatine.

Au moment de la mitose, la chromatine atteint son niveau maximal de compaction.
Durant la métaphase, la super hélice d’ADN va subir diverses contraintes physiques pour
former les chromosomes métaphasiques. Des protéines non histones comme la topoisomérase

IT ou les protéines SMC (Structural Maintenance of Chromosomes) vont alors participer a
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I’organisation de la structure en formant une « charpente protéique » sur laquelle vont venir se
fixer des boucles de fibres de 30nm (Marsden and Laemmli, 1979; Deininger and Batzer,

2002).
Double hélice d’ADN

Fibre de
10nm
7

Ceeurde
8 histones

ADN

Histone H1

Fibre de
30nm _

Boucle
| 1om

Figure 2. Représentation schématique des différents niveaux de compaction de la

chromatine (issu de Pearson Education)

2.1.2. Structure de la chromatine

2.1.2.1. Organisation structurelle de la chromatine

146 paires de bases d'ADN chromosomique s'enroulent autour d'un octamere

d'histones, formant le nucléosome: 1'unité de base de la chromatine (Kornberg and Thomas,
20

1974; Richmond and Davey, 2003) (Figure 3). Cette organisation est continuellement
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remodelée pour réguler des fonctions cellulaires fondamentales comme la transcription, la

réplication, et la réparation de 'ADN.

Figure 3. Structure cristallographique d'un nucléosome (image issue Luger et al., 1997).

2.1.2.1.1. Structure du nucléosome, unité de base de la chromatine

Les histones sont de petites protéines globulaires trés basiques, riches en lysine et en
arginine, pauvres en acides aminés aromatiques et dépourvues de tryptophane. Ces protéines
sont parmi les protéines les plus conservées de I’évolution, elles sont présentes en trés grande
quantité¢ (environ 60 millions de molécules de chaque type par cellule), et leur masse totale
dans la chromatine est égale a environ celle de 'ADN lui méme. Il en existe 5 types
principaux: H2A, H2B, H3, H4 (histones dites de «cceur») et H1 (histones de liaison). Les
histones dites de « coeur » constituent le coeur du nucléosome, autour duquel est enroulé
I'ADN (Figure 4). Les histones de liaisons, beaucoup plus variables, interagissent avec
I’ADN de deux nucléosomes contigus. Ces protéines présentent une grande similitude en
terme de séquence et de structure ce qui suggere une origine commune (Rowold and Herrera,
2000; Cleveland et al., 2003), et traduit le role structural vital des histones dans la formation
de la chromatine, la mieux conservée étant 1’histone H4. L’ordre de stabilité évolutive des

histones (H3-H4 ; H2A-H2B ; H1) est corrélé avec leur localisation dans le nucléosome. Les
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histones H3 et H4 forment le cceur interne du nucléosome tandis que la paire H2A-H2B est
ajoutée latéralement, et que 1’histone H1 est plus externe (Figure 4).

Les histones « coeur » sont organisées en deux domaines bien distincts : une queue N-
terminale peu structurée fortement chargée positivement soumises aux modifications post-
traductionnelles, et un domaine C-terminal globulaire qui adopte une structure particuliére
dite « histone fold » (HFD). Ce dernier permet aux histones d’interagir entre elles par des
interactions de nature hydrophobe.

La structure du motif HFD, commun aux histones H2A, H2B, H3 et H4 (Arents et al.,
1991; Batzer and Deininger, 2002) est constituée d’une longue hélice alpha flanquée de deux
hélices plus courtes reliées par des boucles formées de feuillet beta. Ce repliement intervient
dans les interactions entre histones au sein du nucléosome (Arents et al., 1991). Des études
cristallographiques ont montré que le nucléosome est organisé en octameére, constitué¢ d’un
tétramére central (H3/H4), flanqué par deux dimeres H2A/H2B (Arents et al., 1991) (Figure
4). A force ionique physiologique, ces interactions sont plus fortes et spécifiques entre H3 et
H4 pour former des tétrameres en forme de « fer a cheval tordu », et entre H2A et H2B pour
former des diméres en forme de « poignée de main ». A trés forte force ionique, I’octamere
d’histone peut se former comme une unité enticre en absence d’ADN (Eickbush and
Moudrianakis, 1978). Les cceurs nucléosomaux sont impliqués dans de nombreuses
interactions avec le squelette de I’ADN. L’orientation des grands et petits sillons par rapport a
la surface des nucléosomes est un point critique de 1’accessibilité de I’ADN. En effet, le site
de fixation d’une protéine peut étre inaccessible s’il est tourné vers I’intérieur du nucléosome.
Par exemple, la TATA Binding Protein (TBP) se fixe sur la boite TATA dans le petit sillon de
I’ADN. Si le petit sillon de la boite TATA est orienté vers la surface du nucléosome, la
capacité de TBP a se fixer sur la boite TATA est diminuée (Imbalzano et al., 1994). Les
nucléosomes et leurs positionnements sur la séquence régulent donc 1’accessibilité¢ de I’ADN
aux protéines qui s’y fixent.

Les queues N-terminales des histones sont peu structurées et sortent du nucléosome.
Elles sont soumises a un grand nombre de modifications post-traductionnelles covalentes :
méthylation, acétylation, phosphorylation, ADP-ribosylation, ubiquitinylation... Ces
modifications sont reconnues par de nombreuses protéines de régulation telles que celles
interagissant avec les promoteurs des geénes pour «allumer ou éteindre» leur expression, et
permettre ainsi des interactions avec les composants qui organisent la structure de la
chromatine (Hecht et al., 1995; Xue et al., 2000). Les queues des histones H3 et H2B

s’intercalent entre les boucles d’ADN et s’enroulent autour du nucléosome. Une partie de la
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queue amino-terminale de I’histone H2A interagit avec ’ADN a I’extérieur de I’hélice au
niveau du petit sillon. Par ailleurs, plusieurs résidus basiques des queues d’histones H4
interagissent avec une région tres acide de I’hétérodimere H2A/H2B (Figure 4). Ils pourraient
donc étre impliqués dans les interactions entre nucléosomes adjacents et ainsi favoriser

I’assemblage de structures d’ordre supérieur ou le repliement de la fibre de la chromatine.
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Figure 4. La structure du nucléosome (d’aprés Luger et al., 2011).

2.1.2.1.2. Assemblage de la chromatine

Les nucléosomes peuvent étre assemblés, déplacés, et désassemblés par des complexes
protéiques composés de chaperones d'histones et de facteurs de remodelage de la chromatine.
Les histones non-nucléosomales sont essentiellement présentes en interaction avec les
chaperons d'histones afin d'éviter la formation d'agrégats qui seraient toxiques pour la cellule.
Ces chaperones d'histones jouent des rdles clés a tous les stades d'existence des histones.
Aprés leur synthese, les chaperones les lient, les escortent dans le noyau et les aident a
s'associer et se dissocier spécifiquement de 'ADN selon le processus cellulaire (Haushalter
and Kadonaga, 2003; Loyola and Almouzni, 2004).

Il existe deux types d'assemblage de la chromatine. Le premier mécanisme, que nous
allons détailler ci-dessous, est dépendant de la réplication de I'ADN impliquant les histones
canoniques H2A, H2B, H3, et H4. Le deuxieme type d'assemblage de la chromatine est

indépendant de la réplication, il se produit donc dans des conditions particuliéres, notamment
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pendant la réparation, la recombinaison, la transcription de 'ADN (Schwartz and Ahmad,
2005; Linger and Tyler, 2007). Cependant, ce mécanisme suit des voies bien différente
(Tagami et al., 2004), l'octamere d'histones "coeur" étant notamment échangé avec des
variantes d'histones (Schwartz and Ahmad, 2005).

L’assemblage de la chromatine assure la survie et le maintien du statut épigénétique
des cellules eucaryotes. En effet, suite a la réplication de I’ADN, lors de la phase S, I’ADN nu
est une cible a la merci de chaque protéine liant ’ADN dans la cellule. Par conséquent,
I’assemblage de la chromatine dépendante de la réplication est un processus vital au sein de la
cellule. En effet, celui-ci permet d’établir une conformation silencieuse de la chromatine
prévenant I’expression de genes aberrants (Loyola and Almouzni, 2004).

La duplication du génome nécessite que les protéines de la machinerie de réplication
se lient a I'ADN. Tout d'abord, le double brin d'ADN est sépar¢ par le complexe hélicase
MCM (MiniChromosome Maintenance) suivi par le passage de diverses ADN polymérases
sur 'ADN simple brin. La protéine PCNA (Proliferating Cell Nuclear Antigen), par sa
structure en anneau, encercle 'ADN, et maintient ' ADN polymérase fixé a 'ADN (Ransom et
al., 2010). Pour permettre le passage de I'hélicase, de PCNA et des polymérases, I'ADN doit
étre exempt de nucléosomes (Figure 5). Ainsi, les dimeres H2A-H2B et H3-H4 sont dissociés
de la chromatine par des chaperones d'histones au niveau de la fourche de réplication.
Cependant, comme 1'assemblage et le désassemblage de la chromatine sont des processus
intrinsequement liés, il est difficile de distinguer le role des chaperones d'histones dans 1'un ou
'autre de ces processus in vivo. Certaines données montrent toutefois un réle du complexe
FACT (Facilitates Chromatin Transcription) dans la dissociation des dimeres H2A-H2B et
des dimeres H3-H4 durant la réplication (Winkler and Luger, 2011) en raison de ses fonctions
dans la dissociation des nucléosomes lors de [I'¢longation de la transcription
(Belotserkovskaya et al., 2003) (Figure 5). Cependant, les chaperones d'histones sont
généralement spécifiques de l'un ou l'autre des dimeres. En effet, une autre chaperone
d'histones pourrait étre impliquée dans le retrait dH2A-H2B, NAP1 (Nucleosome Assembly
Protein 1) (Ito et al., 1996). Une fois H2A-H2B retirés de la chromatine, les dimeres H3-H4
pourraient étre enlevés de la chromatine par ASF1 (Antisilencing Function 1) (Adkins and
Tyler, 2004) (Figure 5).

Lors de sa synthese, I'ADN serait rapidement réassemblé en chromatine dés que sa
longueur est suffisante pour s'enrouler autour d'un octamere d'histones (Sogo et al., 1986). La
déposition des histones recyclées et néosynthétisées implique des complexes différents se

faisant dans tous les cas de maniére séquentielle. Deux diméres H3-H4 sont déposés, puis
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deux dimeéres H2A-H2B, suivis par l'incorporation de 1'histone de liaison H1 si nécessaire.
Comme les histones recyclées et néosynthétisées s'incorporent apparemment de fagon
aléatoire aux deux brins d'ADN, I'é¢tape de réplication est réalis€ de maniere semi-
conservative (Annunziato, 2005). Ainsi, l'information épigénétique est transmise a la cellule
fille. L'incorporation des diméres H3-H4 nouvellement synthétisés est spécifiquement réalisé
par les chaperones d'histones CAF-1 (Chromatin Assembly Factor 1) et Rtt106 grace a des
motifs particuliers de modifications portés par ces histones. Par exemple, l'acétylation de H3-
K56 améliore I'affinité du dimeére pour ces chaperones d'histones et facilite sa déposition apres
réplication de I'ADN (Li et al., 2008). Il est intéressant de noter que ASF1 est requise pour
acétyler ce résidu en en présentant un dimére H3-H4 a l'acétyltransférase Rtt109 (Tsubota et
al., 2007). De plus H3-K56Ac pourrait faciliter le bon positionnement du nucléosome lors de
la maturation de la chromatine car cette marque participe a la déstabilisation des nucléosomes.
H3K56Ac est ensuite désacétylé quand les nucléosomes ont trouvé leur position idéale
(Masumoto et al., 2005; 2005). En plus de 'acétylation de H3-K56, les histones nouvellement
synthétisées sont acétylées sur leurs queues N-terminales aux positions K5 et K12 pour H4
ainsi que K9 et K14 pour H3 (Loyola et al., 2006; Jasencakova et al., 2010). L'implication
fonctionnelle de ces modifications dans l'incorporation des histones a la chromatine n'est pas
bien comprise. Pour résumer, les histones néosynthétisées sont déposées grace au concours de
différents complexes macromoléculaires contenant entre autre les chaperons d’histones CAF-
1, ASFI1, et Rtt106 (Figure S). Cependant, la compréhension des réseaux de coopération de
ces protéines reste limitée. L'autre moiti¢ des histones assemblées a I'ADN provient de la
chromatine parentale. Les chaperones d'histones impliquées dans ce processus ne sont pas
encore connus. Une fois le tétramere (H3-H4), incorporé a la chromatine, deux dimeéres de
H2A-H2B sont déposés de part et d'autre. Les chaperones d'histones FACT et NAPI
permettent le retrait de ce dimére mais on ne sait pas si elles sont aussi impliquées dans sa
déposition. Enfin, I'histone de liaison H1 est incorporée a la chromatine. Cette étape semble
requise pour la fin de la phase S et serait probablement réalisée par la chaperone d'histone

NASP (Nuclear Autoantigenic Sperm Protein) (Finn et al., 2008).
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Figure 5. Modéle d’assemblage et de désassemblage de la chromatine (D'apreés Ransom
et al., 2010).

2.1.2.2. Chromatine et transcription

Le moment de la réplication de ’ADN différe selon la chromatine considérée. On
considére deux états fonctionnels de la chromatine, 1’euchromatine, représentant un état de
chromatine lache, et I’hétérochromatine, ayant les caractéristiques d'une chromatine dense et
compacte (Figure 6). En effet, au cours de la phase S, ’euchromatine se réplique avant
I’hétérochromatine (Schiibeler et al., 2002; Woodfine et al., 2004). Cette différence peut
s’expliquer par le fort degré de compaction de I’hétérochromatine qui serait un frein a 1’accés
de la machinerie de réplication. Elle n'est, cependant, pas la seule a avoir quelques difficultés
a se frayer un chemin vers 1’hétérochromatine. En effet, un des aspects les plus importants
concernant 1I’hétérochromatine réside dans le fait qu’elle ait été longtemps considérée comme
une région transcriptionnellement inerte.

L’euchromatine correspond a 1'état de chromatine décondensée formée de fibres de 10
nm de diametre et a été décrite comme associée a une transcription active des genes (Figure
6). Elle est largement composée de séquences codantes qui correspondent & moins de 4% du

génome des mammiféres. Elle est trés déspiralisée, hyperacétylée, hypométhylée et donc
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facilement accessible a la machinerie de transcription. L’hétérochromatine est surnommeée des
1970 de « garbage DNA » ou « junk DNA », délestée de fonction éventuelle, qualifiant ainsi
cet ADN de déchet génomique (Dover, 1980; Orgel and Crick, 1980). En effet, le haut degré
de condensation de I’hétérochromatine suggere qu’elle demeure relativement inaccessible aux
facteurs de transcription. On distingue deux sous-catégories d’hétérochromatine, en fonction
de leur stabilité : I’hétérochromatine constitutive ou I’hétérochromatine facultative (Figure
6). L’hétérochromatine constitutive correspond a une chromatine silencieuse stable trés dense
en ¢léments répétés de I'ADN comme des séquences satellites et des ¢léments transposables
(Birchler and Bhadra, 2000). La zone la plus fortement concernée est la constriction primaire
des chromosomes, le centroméere. Les régions entourant le centromére, appelées
péricentromeéres, sont ¢galement enrichies en hétérochromatine constitutive. Enfin les régions
télomériques (extrémités des chromosomes), et les bras courts des chromosomes
acrocentriques sont également composés d’hétérochromatine constitutive (Taddei et al.,
2004). Ce type d’hétérochromatine est localisée en périphérie du noyau et dans le nucléole et
est maintenue condensée tout au long du cycle cellulaire. L’exemple le plus connu de cet effet
de position est celui du géne white chez la drosophile qui, suite & une inversion sur le
chromosome X, se retrouve a proximit¢ de I’hétérochromatine péricentrique et devient
réprimé, entrainant un mosaicisme blanc-rouge de la couleur des yeux (Schultz, 1936;
Henikoff, 1994). Chez les mammiféres, les centroméres et régions péricentromériques
s’associent généralement entre eux, pour former des foyers appelés chromocentres (Taddei et
al., 2004). L’hétérochromatine facultative représente des régions qui adoptent une
conformation "ouverte" ou "fermée" en fonctions de contextes spatio-temporels (Trojer and
Reinberg, 2007). Ainsi, elle est retrouvée aux loci régulés pendant le développement, ou 1'état
de condensation de la chromatine est modifi€ en réponse a des signaux cellulaires et a
l'activité de certains geénes. Ces types d'hétérochromatines assurent des fonctions essentielles
dans le maintien de la stabilité¢ génomique. Un des exemples les plus caractéristiques illustrant
ce type d’hétérochromatine est le corpuscule de Barr. En effet, I’inactivation du chromosome
X est réversible dans les cellules germinales (Lyon, 1962; Brown and Chandra, 1973). La
formation de I’hétérochromatine est un moyen de réprimer spécifiquement certaines régions
du génome, et participe ainsi a 1’élaboration d’un programme génétique propre a chaque
cellule. Les différents niveaux de condensation de I'ADN définissent des domaines
chromatiniens au sein des cellules eucaryotes.

L'organisation des domaines chromatiniens en boucles larges (300-700 nm) se produit

par l'attachement de la fibre chromatinienne aux périphéries du noyau et aux protéines
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d'échaffaudage. L'association de ces domaines chromatiniens a des régions nucléaires
particulicres peut aboutir a la formation de territoires chromosomiques (Figure 6). Certaines
données semblent indiquer des corrélations entre les territoires chromosomiques et la
transcription active ou réprimée des génes. En effet, Osborne et ses collégues ont montré une
colocalisation dynamique des genes transcrits avec les sites actifs de transcription (Osborne et
al., 2004). De plus, plusieurs travaux suggerent une corrélation entre la disposition spatiale de
régions riches en genes et leur transcription. Ces régions préférentiellement transcrites ont une
tendance a se retrouver en périphérie nucléaire, et le plus souvent exclues des « territoires
chromatiniens » localisés au centre du noyau (Mahy et al.,, 2002). Enfin, Finlan et ses
collegues ont montré que la relocalisation forcée d’une région chromatinienne en extréme
périphérie nucléaire semblait au contraire réprimer la transcription des geénes ciblés (Finlan et
al., 2008).

Le nucléole constitue un compartiment chromatinien particulier : la transcription des
geénes ribosomaux est regroupée en son centre, dit composant fibrillaire. La structuration des
ARN ribosomaux (ARNr) s’effectue a proximité, dans le compartiment fibrillaire dense et la
maturation finale des ribosomes a lieu dans la zone extérieure du nucléole, a savoir le
compartiment granulaire (Shaw and Jordan, 1995; Raska, 2003).

Les télomeres, situés aux extrémités des chromosomes, adoptent une structuration
particuliere qui protége I’ADN des cassures doubles-brins et donc de la machinerie de
réparation. Chez la levure, les télomeres se regroupent en quelques foyers présents a
proximité de I’enveloppe nucléaire (Funabiki et al., 1993; Gotta et al., 1996). Chez les
mammiferes, les télomeres seraient distribués de manicre aléatoire au sein du noyau (Ludérus
et al., 1996). Cependant, des études ont montré une association transitoire de deux ou trois
télomeres dans des fibroblastes humains (Molenaar et al., 2003). L’enveloppe nucléaire
interagit avec la chromatine et est impliquée dans la régulation de I’expression des genes.
L’invalidation du géne codant un de ses principaux constituants, la lamine A, conduit a une
désorganisation de 1’hétérochromatine centromérique. Le corpuscule de Barr, résultant de la
compaction du second chromosome X chez la femme, est quant a lui retrouver
systématiquement en périphérie du noyau. Les centromeres, situées au centre des
chromosomes, sont spécialisés dans la ségrégation fidele des chromosomes lors de la division
cellulaire et possedent des signatures moléculaires caractéristiques comme ['hypoacétylation
des histones et la présence du variant H3.3. CENP-A (Centromere Protein A) (Shuaib et al.,
2010).
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Le phénomeéne de la mitose est également un processus nécessitant une réorganisation
structurelle et spatiale de la chromatine. Apreés s’étre condensés en une structure
chromatinienne extrémement compacte, les chromosomes s’alignent au niveau de la plaque
équatoriale. Les chromatides sceurs qui composent le chromosome sont soudées au niveau de
leurs centromeéres grace a la cohésine et les kinétochores qui se forment au niveau des
centromeres vont pouvoir se connecter aux microtubules suite a la dissociation de I’enveloppe
nucléaire. Les chromatides sceurs vont alors pouvoir étre séparées et déplacées aux deux poles
de la cellule et se décondenser une fois la mitose terminée pour permettre 1’expression des
génes nécessaires aux deux cellules filles. Enfin, les récents travaux de I’équipe d’A.
Dernburg sur Caenorhabditis elegans démontrent que 1’appariement des chromosomes
méiotiques homologues permettant la formation des complexes synaptonémaux requérait une
connexion avec le réseau integre de microtubules (Dernburg et al., 1998). Ainsi, il semblerait
que Dorganisation spatiale de la chromatine puisse étre contrélée directement pas le
cytosquelette depuis I’extérieur du noyau.

Cette plasticit¢ de la chromatine, et la régulation de I’expression des geénes qui en
découle, est I’information épigénétique qui est véhiculée par différents types de marques de la
chromatine, capables d’étre modifiés, décryptés et d’engranger différents processus cellulaires

précis.

Figure 6. Les territoires euchromatiques et hétérochromatiques (d'apres Fedorova et al.,
2008). (A) Image du noyau d'une cellule pariétale (estomac de rat) obtenue par
microscopie électronique a transmission conventionnel. (B) L'hétérochromatine
apparait en noir (N: Nucléole). (D'aprés le Dr. Jastrow http://www.uni-
mainz.de/FB/Medizin/Anatomie/workshop/EM/EMAtlas.html.). Les arrangements
typiques de la chromatine et des autres composants nucléaires. L'hétérochromatine
périnucléaire est mise en évidence en noir-vert. L'hétérochromatine périnucléaire ne
couvre pas les pores nucléaires (orange). Les territoires chromosomiques affichent une
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organisation polaire. Les domaines riches en AT/pauvres en genes (noir-vert) sont
associés avec les périphéries nucléaires et nucléolaires et contribue a 1'hétérochromatine.
En contraste, les domaines riches en genes/riches en GC (rouge) sont orientés vers
I'intérieur nucléaire et contribue a I'euchromatine. L'organisation polaire est basé sur
un arrangement zig-zag des différents domaines chromosomaux et le chemin en zig-zag
de 1'épine dorsale des chromosomes entre les différents domaines est indiqué en noir
dans deux des territoires chromosomiques (au milieu). L'hétérochromatine
péricentrique (bleu clair) peut donner lieu a des chromocentres et des ilots
hétérochromatiques a l'intérieur nucléaire, mais contribue égélement a
I'hétérochromatine périnucléaire et périnucléolaire. La région organisatrice du nucléole
portant les chromosomes sont généralement associés aux nucléoles et 1I'ADN
ribosomique (bleu foncé). Les régions d'épissage (rose), les domaines de transcription
actif (jaune), et les loci actifs (jaune) ne se trouvent pas au sein de 1'hétérochromatine,
mais présents au sein des territoires chromosomiques.

2.2. La machinerie de transcription eucaryote

2.2.1. Généralités sur les ARN polymérases

On a découvert, il y a plus de 50 ans, dans les cellules de mammiferes, 1’existence
d’une activit¢ ARN polymérase ADN-dépendante (Weiss and Gladstone, 1959). Cette
nouvelle activité enzymatique fut prédite précédemment par les notions de transcription et
d’ARN, qui postulaient que, tous les ARNs sont comme la copie fidéle d’un brin
complémentaire de I’ADN.

L’ARN polymérase fut d’abord étudiée chez la bactérie Escherichia coli, dans lequel,
cette enzyme est de grande taille (500kD), et est faite d’une « core enzyme » catalytique de
structure oPP’w, se combinant a une famille de facteurs o assurant la reconnaissance des
promoteurs (Chamberlin, 1962; Zhang et al., 1999). Dix ans apres la découverte de Weiss et
Gladstone, on a pu se rendre compte de la situation plus complexe de I’ARN polymérase chez
les eucaryotes. R. Roeder et ses collegues ont, en effet, séparé 1’activité enzymatique humaine
en trois fractions protéiques distinctes (Roeder and Rutter, 1969; Novello and Stirpe, 1970).
Au méme moment, C. Kedinger et ses collaborateurs distinguaient également chez les
eucaryotes trois enzymes selon leur sensibilité a I’a-amanitine (Kedinger et al., 1970).

Depuis, trois formes d’ARN polymérases nucléaires ont été bien caractérisées chez la
levure, et identifiées dans les cellules animales et végétales (Sentenac, 1985). Il existe
¢galement une quatrieme ARN polymérase (PollV) découverte chez les plantes (Larminie et

al., 1997; Sutcliffe et al., 1999; Cheetham and Steitz, 2000; Desai et al., 2005; Haurie et al.,
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2010). Enfin, Il existe, un second type d’ARN polymérase monomérique, assurant la
transcription de I’ADN mitochondrial chez I’immense majorité des eucaryotes, contribuant a
la transcription chloroplastique et intervenant également dans certaines transcriptions
phagiques (Cheetham and Steitz, 2000).

Ainsi, chez tous les eucaryotes, la transcription de I’ADN nucléaire est effectuée par
trois ARN polymérases, appelées Poll, Polll, et Pollll, comprenant respectivement 14, 12 et
17 sous-unités et un poids moléculaire respectif de 589, 514 et 693 kD. 10 sous-unités
forment un coeur structurellement conservé, et les sous-unités additionnelles sont situées a la
périphérie du cceur. Des études structurelles détaillées ont pu montrer, que la région active et
les protéines associées sont similaires chez ces trois enzymes, et que les principales
différences se situent au niveau de la fonction des geénes transcrits par telle ou telle
polymérase (Willis, 1993).

Chaque ARN polymérase catalyse la transcription d’un ensemble spécifique de genes.
La Poll synthétise de facon active un transcrit unique, le précurseur de I’ARN ribosomique
(pré-ARNTr), qui évolue ensuite en ARN ribosomique (ARNr) 28S, 5,8S, et 18S. La variété de
transcrits synthétisée par la Polll est extrémement complexe, parce que ceci inclut tous les
ARN messager (ARNm) codant pour les protéines et beaucoup d’ARN non codant pour les
protéines (ARNnc), comme les petits ARN nucléaires (ARNsn), les petits ARN nucléolaires
(ARNsno) et les micros ARN (ARNmi) (Dieci et al., 2007).

La PollII est conceptuellement souvent associée avec la Poll puisqu’elle synthétise
activement un petit ensemble d’ARN infrastructuraux. En effet, les produits les plus
abondants de la transcription Pollll sont les différentes espéces d’ARNt (ARN de transfert) et
I’ARNrSS (ARN ribosomique 5S) qui, comme les ARNs synthétisés par la Poll, sont des
composants fondamentaux de la machinerie de synthése des protéines. Le role clé de la Pollll
dans la synthése protéique obscurcit le fait que la Pollll transcrit aussi un nombre significatif
d’autres ARN non codants avec des fonctions peu connues (Geiduschek, 1988; WILLIS,
1993). Cette faible connaissance du transcriptome Pollll nous suggere que les transcrits non-
ARNLt, et non-ARNTr sont des produits exotiques d’un systeme de transcription centré sur le
ribosome. Seulement, I’augmentation du nombre et de la diversité fonctionnelle des geénes
transcrits par la Pollll ainsi que l’intégration de nouvelles informations a d’anciennes
conceptions nous permet de penser a présent que la régulation génique de la Pollll peut étre

aussi complexe que la transcription dépendante de la Polll.
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2.2.2. Transcription initiée par ’ARN polymérase 111

2.2.2.1. Les geénes de classe 11

L’augmentation du niveau de compréhension des processus de régulation fournit une
image plus complexe du rdle des transcrits Pollll dans la cellule (Dieci et al., 2007).

Beaucoup de ces transcrits ont des fonctions essentielles dans la biosynthése
protéique, comme les ARNt et ’ARNrSS faisant partis de la machinerie de traduction du
ribosome, comme I’ARN RNase P impliqué dans la maturation des pré-ARNt, ou encore
I’ARN RMRP (RNA component of mitochondrial RNA processing endoribonuclease) et les
ARNSsno jouant un role dans la maturation des ARNr. D’autres transcrits Pollll sont capables
de réguler la transcription et la traduction. L’ARN 7SK chez les vertébrés réprime
I’¢longation de la Polll, et ’ARNsn U6 facilite 1’épissage post-transcriptionnel. L’ARN 7SL
prend part aux événements post-traductionnels de la synthése protéique en étant impliqué
dans le transport intracellulaire des protéines. De facon consécutive, les ARN BC1 et BC200
sont impliqués dans la traduction des ARNm dendritiques chez les rongeurs et les primates.
Les ARN VA (Viral Associated) (VA-I; VA-II) codés par les adénovirus sont également
synthétisés par la Pollll, et servent a diversifier la machinerie traductionnelle d’une cellule
infectée vers une production effective de protéines virales. Les transcrits Pollll se localisent
aussi dans la mitochondrie. L’ARN RNase MRP est, par exemple, associé¢ avec ’ARN jouant
un role dans la maturation de I’amorce durant la réplication de ’ADN mitochondrial. Les
autres genes de classe III codent pour des transcrits sans fonction connue. Cette catégorie
inclut les familles des genes 7SK, des SINEs (Short Interspersed Repeated DNA Elements),
constituant la majorité des séquences ADN pour la transcription Pollll (Dieci et al., 2007)

(Figure 7).
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Figure 7. Le transcriptome Pollll (d'apres Dieci et al., 2007). Les transcrits Pollll
agissant au niveau du noyau et du cytoplasme sont respectivement en bleu et en vert.
Une fléche indique le role cellulaire de différents ARN synthétisés par la Pollll dansle
processus cellulaire.

Les SINEs sont des séquences non codantes de 80 a 400pb (Coffin et al., 1997;
Deininger and Batzer, 2002; Weiner, 2002). Chez la souris, les SINEs sont représentés par B1
et B2 (Allen et al., 2004) et chez I’Homme, ce sont les ¢léments Alu qui constituent la plus
grande famille (Schmid, 1998; Rowold and Herrera, 2000; Batzer and Deininger, 2002).
Chaque copie est approximativement longue de 300 nucléotides et partage une similarité de
séquence avec le gene de 'ARN 7SL, qui génére le composant ARN de la particule de
reconnaissance du signal (SRP, un complexe ribonucléique permettant la translocation de
protéines naissantes contenant les peptides signaux). Les études phylogénétiques ont montré
que les ¢éléments Alu dérivent de ce gene, et ont évolué par des délétions internes, par
l'acquisition d'une voie 3' poly-A, et par une duplication consécutive en tandem (Quentin,
1992). L'acquisition de la structure dimérique, qui a eu lieu il y a environ 60 millions
d'années, a marqué le début de I'amplification a haute fréquence des séquences Alu dans le
génome des primates. Aujourd'’hui on consideére preés d'un million d'exemplaires de ces
¢léments dans le génome humain. Les éléments Alu ont conservé la structure secondaire,
qu'ils ont hérité, du gene de 'ARN 7SL, en dépit de leur longue et indépendante évolution
(Sinnett et al.,, 1991; Bovia and Strub, 1996). Ces ¢éléments sont aussi responsables
principalement des insertions de novo causant des maladies chez I'Homme, a la fois dans les

tissus somatiques et dans la lignée germinale (Deininger and Batzer, 1999). Les calculs
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effectués a partir des cas observés indiquent que l'insertion d'un nouvel élément Alu survient
généralement pour une naissance sur 100, les rendant avec les LINEs (Long Interspersed
Repeated DNA Elements) (Kazazian, 1999), les mutagenes endogénes humains les plus
puissants. Bien que les SINEs contiennent un promoteur interne, ils leur manquent une
séquence codante, de sorte qu'ils dépendent d'autres éléments pour leur transposition. Les
candidats les plus probables pour recruter la machinerie de transposition des séquences Alu
sont les éléments provenant de la famille humaine des LINEs (L1) (Figure 8). Cette famille
contient une région non-traduite 5' (5' UTR) avec un promoteur interne qui dirige 1'initiation
directe de la transcription de I'¢lément L1, et deux séquences distinctes codant pour les
protéines ORF1 et ORF2 nécessaire au processus de rétrotransposition (Swergold, 1990). La
structure du promoteur interne a du sens pour un rétroposon, qui doit amener son promoteur
avec lui pour générer une copie active quand il est inséré a un nouvel endroit (Figure 8). Dans
ce sens, le promoteur de L1 ressemble au promoteur des génes ARNt eucaryotiques, qui sont
transcrits par la Pollll (Paule and White, 2000), mais la prépondérance des résultats, incluant
la capacité de 'ARN a coder pour une protéine, la queue poly(A), et I'inhibition in vivo a 1'a-
amanitine, suggére que les transcrits LINEs, ORFI, et ORF2, sont codés par la Polll
(Woodcock et al., 1996). A l'intérieur de la séquence 5' UTR transcrite par la Pollll, des sites
de liaison a des facteurs de transcription ont été découvert, SRY (Sex-determining Region Y)
(Tchénio et al., 2000), RUNX3 (Runt-related transcription factor 3) (Yang et al., 2003; 2003),
YY1 (Yin Yang 1) (Athanikar et al., 2004), suggérant I'importance de ce site pour l'activation
et l'initiation transcriptionnelle des LINEs. Seulement ces facteurs de transcription sont
spécifiques de la lignée germinale, il se peut donc que d'autres facteurs de transcription soient
nécessaires pour la transcription de ce domaine. L'expression des SINEs est normalement
basse mais peut étre augmentée par le stress cellulaire, le choc thermique, et I’infection virale.
L’ARN murin B2 peut inhiber la transcription en se liant directement a la Polll, et les ARN
Alu peuvent moduler la traduction protéique et réguler de fagon négative 1’expression

protéique a travers un effet anti-sens (Allen et al., 2004).
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Figure 8. Structure primaire des séquences nucléiques des SINEs et des LINEs (D'apres
Han et al., 2005).

2.2.2.2. L’ARN polymérase 111

La Pollll est la plus grande des ARN polymérases nucléaires, avec un poids
moléculaire de 600-700 kD. Ceci peut étre surprenant puisque la Polll transcrit un ensemble
beaucoup plus vaste et plus diversifi¢ de modeles, alors qu'on aurait pu s’attendre a une plus

grande complexité.

2.2.2.2.1. Caractérisation biochimique

Historiquement, les trois ARN Polymérases eucaryotes I, II et III ¢étaient
respectivement appelées A, B et C. Toutes les trois ont des structures globales similaires plus
complexes que I’ARN Polymérase bactérienne de structure ao’pf’®. En effet, chaque ARN
Polymérase eucaryote est une multiprotéine composée de deux grands sous-unités,
homologues aux sous-unités bactériennes B et B’, et qui sont toujours associ¢es a des sous-
unités plus petites. La Pollll (693 kD) est composée de 17 sous-unités, conservées de la
levure & ’homme, cing sont communes aux trois Pols (ABC27, ABC23, ABC14,5, ABC10a
et ABC10p), deux autres, seulement, sont partagées avec la Pol I (AC19 et AC40), cinq sont
homologues a des sous-unités de la Poll et/ou II (C160, C128, C25, C17 et C11) et les cinq
derniéres sont vraisemblablement spécifiques a la Pollll (C82, C53, C37, C34 et C31)
(Geiduschek and Kassavetis, 2001; Huang and Maraia, 2001; Schramm and Hernandez, 2002;
Carter and Drouin, 2010). On peut toutefois noter que les sous-unités C53 et C37 présentent
une faible homologie de séquence avec le facteur d’initiation TFIIF de la Polll. De méme, les
sous-unités C82 et C34 pourraient étre apparentées aux sous-unités o et B du facteur
d’initiation TFIIE (Transcription Factor I E).

La structure cristallographique de la Pollll n’est pas totalement identifiée mais la

localisation des sous-unités de la Pollll (Flores et al., 1999) et I’obtention du cristal de la Pol
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I, qui partage des sous-unités homologues au complexe multiprotéique de la Pollll
(Geiduschek and Kassavetis, 2001; Cramer, 2006), ont permis de proposer un modele de
structure de la Pol III (Figure 9). Ce modéle a été affiné grace a ['utilisation de la
spectrométrie de masse et de la cryo-microscopie ¢lectronique (Ferndndez-Tornero et al.,
2007). La PolllI possederait un cceur de dix sous-unités similaires a celui retrouvé dans la Pol
II (Cramer and Bushnell, 2001; Armache et al., 2005), duquel dépasse le sous-complexe
C17/C25, qui est impliqué dans D’initiation de la transcription via la reconnaissance des
facteurs de transcription et dans la fixation du transcrit naissant (DEZELEE et al., 1976;
Jasiak et al., 2006). Les sous-unités C82, C34 et C31 forment un sous-complexe trimérique
stable (Werner et al., 1992; Wang and Roeder, 1997), localisé au-dessus du sillon central du
complexe entier ou se loge I’ADN (Fernandez-Tornero et al., 2007). C53 et C37 forment un
hétérodimére qui interagit avec le sous-complexe C82/C34/C31 pour ouvrir ’ADN au niveau
du promoteur (Kassavetis et al., 2010) et ont ¢galement un réle dans la reconnaissance des
séquences de terminaison (Landrieux et al., 2006). De plus, cet hétérodimere, lorsqu’il est
associé¢ a C11, intervient également dans le phénomene de réinitiation. Quant a la sous-unité
Cl11, elle est impliquée dans I’activité de clivage de I’ARN intrinseque a la Pol III (Chédin et
al., 1998) (Figure 9).

Chez I’homme, il existe deux isoformes de I’ARN Pol III, selon qu’elle contienne la
sous-unit¢ RPC32a (ARN Pol IIla) ou RPC32B (ARN Pol IIIB). La forme B est considérée
comme la forme générale de I’ARN Pol III, la forme o est exprimée dans des types cellulaires

spécifiques et de manicre intéressante dans les cellules indifférenciées (Haurie et al., 2010).

Les sous-unités C17 et C25

C25 est une sous-unité hautement conservée de la Pollll présentant une homologie
avec Rpa43 (Poll), Rpb7 (Polll) et RpoE (ARN polymérase des archées) (Sadhale and
Woychik, 1994; Shpakovski and Shematorova, 1999). C17 est une des dernic¢res sous-unités
identifiées comme faisant partie du complexe Pollll (Ferri et al., 2000). En contraste avec
C25, I’identification de C17 comme homologue de Rpb4 dans le systéme Polll est venu plus
tard (Siaut et al., 2003). Bien que C17 soit bien conservé entre les différentes especes, cette
sous-unit¢ montre une faible conservation de séquence avec ses homologues des autres
polymérases (Siaut et al., 2003). Dans la Poll et ’ARN polymérase des archées, C17 est
homologue a Rpal4 et RpoF, respectivement (Peyroche et al., 2002; Meka et al., 2003). Les
sous-unités Pollll C25 et C17 forment un sous-complexe hétérodimérique similaire aux

paralogues Polll Rpb7 et Rpb4.
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Comme toutes les sous-unités de la Pollll, C17 et C25 sont essenticlles a la viabilité
des levures (Sadhale and Woychik, 1994; Ferri et al., 2000). De fagon similaire & Rpb4/7, le
sous-complexe C17/25 est impliqué dans I’initiation de la transcription reconnaissant les
facteurs liés aux promoteurs, mais n’est pas requis pour 1’¢longation ou la terminaison de la
transcription (Zaros and Thuriaux, 2005). C17 interagit avec la partie N-terminale de Brfl,
une des sous-unités du facteur d’initiation de la transcription TFIIIB, et avec la sous-unité
C31 de la Pollll (Ferri et al., 2000), requise €galement pour I’initiation de la transcription

(Werner et al., 1992; Wang and Roeder, 1997).

Les sous-unités C31, C34 et C82

C31, C34 et C82 forment un sous-complexe stable chez la levure et les hommes
(Werner et al., 1992; Wang and Roeder, 1997). C31 fait un pont entre le dimere C82/34, le
coeur Pollll et le sous-complexe C17/25 (Lorenzen et al., 2007). C31/34/82 semble étre
impliqué dans la reconnaissance du promoteur spécifique et est donc requis pour 1’initiation
d’une transcription spécifique (Thuillier et al., 1995). La cartographie de C34 révele que sa
position est plus en amont sur le promoteur que toutes les sous-unités Pollll (Bartholomew et
al., 1993). Ceci suggere un double role dans le recrutement de la Pollll et dans la formation
d’un complexe ouvert (Brun et al., 1997). En cohérence avec cette observation, la sous-unité
C34 interagit directement avec la sous-unité Brfl de TFIIIB, le facteur de transcription clé qui
recrute la Pollll aux promoteurs spécifiques (Werner et al., 1993; Khoo et al., 1994; Andrau
et al., 1999). De facon similaire, I’homologue humain de C34, hRPC39(RPC6), interagit avec
la protéine humaine liant la boite TATA, et hBrfl, toutes deux des sous-unités de TFIIIB
(Transcription Factor III B) humain (Wang and Roeder, 1997). C31 interagit avec C17, une
autre sous-unité¢ de la Pollll qui lie aussi Brfl (Ferri et al., 2000). Ces interactions trés fortes
aident a la liaison de la PolllIl sur le complexe de pré-initiation (Rao et al., 1983; Geiduschek

and Kassavetis, 2001; Meka et al., 2003).

Les sous-unités C37 et C53

Les sous-unités C53 et C37 forment un hétérodimére associé de fagcon stable avec le
cceur PolllI (Sassone-Corsi, 2002; Lorenzen et al., 2007; 2007), et sont présentes en quantité
stoechiométrique. C37 et C53 sont homologues aux sous-unités de la Poll Rpa49 et Rpa34.5,
respectivement (Landrieux et al., 2006). En se bsant sur 1’observation que des mutations, soit

dans C37, ou C11, menent a la perte de C53, C37 et C11 apres la purification de la Pollll, il a
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été proposé que le sous-complexe C53/37 forme une structure autonome avec C11 (Landrieux
et al., 20006).

Des expériences avec un mutant de la Pollll, a qui il manque les sous-unités C53, C37
et C11, ont permis de mettre en évidence le role de ces sous-unités au cours de la transcription
(Chow et al., 2005; Landrieux et al., 2006). Les sous-unités C53 et C37 ne sont pas requises
pour le processus basal de la synthése d’ARN mais semble étre cruciales pour une
terminaison efficace de la transcription. De plus, 1’addition du complexe C53/37 réduit le taux
d’¢élongation de la Pollll mutante par rapport au taux observé avec la Pollll sauvage. Ceci
soutient qu'une pause naturelle au niveau du terminateur est importante pour la terminaison
(Gusarov and Nudler, 1999; Bar-Nahum et al., 2005). La méme étude montre que la
reconnaissance correcte du terminateur n’est pas suffisante pour la réinitiation de la PollIl.
Cette fonction importante est uniquement dirigée par la sous-unit¢ CI11 de la Pollll

(Landrieux et al., 2006).

downstream
DNA

~ [acig]
' ABC14.5

Pol Il

upstream
DNA

Figure 9. Composition de I'ARN polymérase III (D'aprés Geidushek et Kassavetis,
2001).
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2.2.2.2.2. Les facteurs de transcription utilisés par ’ARN polymérase 111

La transcription par la Pollll nécessite, en plus de la Pollll, des facteurs d’initiation de
la transcription : TFIIIA (Transcription Factor III A), TFIIIB, et TFIIIC (Transcription Factor
[II C). On a identifié¢ ces facteurs de transcription lors de fractionnements protéiques réalisés a
partir d’extraits de cellules humaines (Segall et al., 1980) et d’autres organismes dont la
levure (Klekamp and Weil, 1982). La transcription reconstituée in vitro nécessite, en plus de
la Pollll, les trois fractions protéiques contenant les activités de TFIIIA, TFIIB, et TFIIIC.
Ces facteurs sont nécessaires a I’étape de pré-initiation et suffisants pour initier correctement
la transcription par la Pollll mais il n’est pas exclu que les fractions protéiques contiennent
d’autres constituants non essentiels impliqués dans la transcription (Andrau and Werner,
2001; Kassavetis and Steiner, 2006).

Au cours d’une transcription in vitro, la Pollll purifiée est capable de terminer
correctement la synthése de I’ARN (Cozzarelli et al., 1983). Cependant, elle ne parvient pas a
réaliser seule la transcription spécifique d’un geéne : la Pollll ne posseéde pas de capacité
intrinseque de reconnaissance des promoteurs. Chez S.cerevisiae, ’initiation précise de la
transcription est en effet dépendante des facteurs de transcription TFIIIC, TFIIIB et dans le
cas de la transcription de I’ARNrS5S, de TFIIIA.

Le facteur TFIIIA

Le facteur TFIIA (50 kDa chez S. cerevisiae) est une protéine spécifique de la
transcription du gene de I’ARNr 5S (RDNS). Ce facteur joue un rdle d'adaptateur,
d’intermédiaire, entre le facteur TFIIIC et le promoteur spécifique du géne rdn5. TFIIIA est
peu conservé au cours de 1’évolution avec moins de 20% d’identité de séquence avec celle de
son homologue amphibien (Archambault et al., 1992). TFIIIA se lie a la boite promotrice C
du gene de I’ARNr 58, et est indispensable a sa transcription (Camier et al., 1995; Kantor et
al., 2003). Chez S. cerevisiae, le facteur TFIIIA contient neuf doigts de zinc qui lui permettent
de se lier a ’ADN. Les doigts de zinc 1 et 7 de TFIIIA interviennent spécifiquement dans le
recrutement de TFIIIC (Rothfels et al., 2007).

Le facteur TFIIIB
Le facteur TFIIIB (200 kDa) est le facteur nécessaire au recrutement de la Pol III quel
que soit le type de promoteur du gene. TFIIIB n’est pas une entit¢ moléculaire stable, puisque

son activité peut €tre séparée par chromatographie en deux fractions nommées B’ et B’” (Huet
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et al., 1994; Kassavetis et al., 2010). Deux des sous-unités de TFIIIB, Brfl (TFIIB related
factor 1) et TBP (TATA box binding protein), sont présentes dans la fraction B’ (Margottin et
al., 1991; Simmen et al., 1992; Lobo et al., 1992a) tandis que la troisiéme sous-unité, Bdpl
(TFIIB double prime 1), est présente dans la fraction B’ (Bartholomew et al., 1991).

Parmi les trois sous-unités de TFIIIB, la protéine TBP a la particularit¢ d’étre un
facteur commun aux polymérases I, II et III (Margottin et al., 1991; Bannister et al., 2002).
TBP se lie a ’ADN, au niveau de la boite TATA située en amont du site d’initiation des
genes, et contribue a la stabilité de la liaison du facteur entier TFIIIB sur les genes de classe
I (Huet and Sentenac, 1992; Cheung et al., 2000). On notera 1’existence chez les
mammiferes de trois paralogues de TBP: les TBP-related factors (TRF). Parmi eux, TRF1 et
TRF3 sont vraisemblablement les seules formes impliquées dans le transcriptome Pollll
(Teichmann et al., 2010).

Brfl est une sous-unité importante dans la stabilit¢ du complexe TFIIIB/ADN et dans
le recrutement de la Pollll au promoteur. La région N-terminale de Brfl interagit non
seulement avec TBP (Schroder et al., 2003) mais aussi avec TFIIIC (Chaussivert et al., 1995;
Wang and Roeder, 1995). D’ailleurs, cette partie N-terminale de Brfl est homologue au
facteur TFIIB, qui interagit de maniére trés comparable avec le facteur TFIID contenant TBP
pour recruter la Polll sur ’ADN (Orphanides et al., 1996; Schramm and Hernandez, 2002).
La partie C-terminale de la protéine Brfl ne présente aucune similitude avec d’autres facteurs
de transcription mais possede trois régions conservées, dont une impliquée dans des
interactions avec les autres sous-unités TBP et Bdpl (Kassavetis et al., 2006). Finalement,
Brfl participe aux dernieres étapes de 1’initiation, notamment lors de 1’ouverture de la double
hélice d’ADN et au démarrage de la fourche de transcription (Kassavetis et al., 2003).

Chez les mammiféres, deux formes du facteur TFIIIB coexistent en fonction de la
présence de Brfl (TFIIIB-B) ou de son isoforme Brf2 (TFIIIB-a); le facteur humain TFIIIB-3
est requis pour les promoteurs de types 1 et 2 alors que le facteur TFIIIB-a est celui
nécessaire au recrutement de I’ARN Pol III sur le géne humain de I’ARNsn U6 (promoteur de
type 3) (Teichmann and Seifart, 1995; Teichmann et al., 1997; McCulloch et al., 2000). Bdp1
est nécessaire a I’assemblage de TFIIIB. Il interagit en effet in vitro avec le complexe
TFIIC/Brfl/TBP/ADN et le stabilise, rendant ainsi possible le recrutement de I’ARN Pol III
(Riith et al., 1996). L’analyse de la séquence polypeptidique de Bdpl réveéle un domaine
caractéristique de liaison a I’ADN, le domaine SANT, qui interagit avec Brfl (Aasland et al.,
1996). Bdpl, conjointement avec Brfl, est particulierement impliqué dans I’ouverture du

promoteur et dans l'initiation de la transcription par la Pollll (Kassavetis et al., 2003). Bdpl
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joue également un tout autre role, dans la maturation des ARNt, via une interaction avec la

RNase P (Ishiguro et al., 2002).

La sous-unité TFIIIC

Chez S. cerevisiae, le facteur TFIIIC (600 kDa) se compose de six sous-unités. Ce
complexe protéique est essentiel a la viabilité de la levure. TFIIIC reconnait a la fois le
complexe TFIITA-RDNS (lorsque TFIIIA est li¢ au promoteur du géne RDNS) et les boites A
et B des promoteurs de type 2.

Chez la levure, on a montré 1’existence de deux domaines nommés tA et tB dans
TFIIIC (Marzouki et al., 1986). Le domaine tA est composé des sous-unités t131, 195 et 155
tandis que le domaine tB est composé des sous-unités 1138, 191 et 160.

L’association spécifique et stable de TFIIIC au promoteur intragénique de type 2 exige
d’abord I’établissement d’une liaison forte entre B et la boite promotrice B, puis une liaison
faible de TA a la boite promotrice A (Marzouki et al., 1986; Deprez et al., 1999b; Ducrot et
al., 2006). L’association des domaines de TFIIIC et le recrutement du facteur de transcription
TFIIB par TFIIC sur le géne implique particulierement la sous-unité 160 de 1B (Mylona et
al., 2006).

Le facteur de transcription TFIIIC humain est séparé par chromatographie en deux
fractions, TFIIIC1 et TFIIIC2, toutes les deux requises pour la transcription du géne Ad2 VA-
[ (YOSHINAGA et al., 1987). Bdp humain est le composant majeur de TFIIIC1 (Weser et al.,
2004), par conséquent, TFIIIC2 est le complexe protéique correspondant a TFIIIC de la
levure. TFIIIC2 est constitué de 5 sous-unités, TFIIIC220, TFIIIC102, TFIIIC110, TFIIIC63,
et TFIIIC90 (Figure 10).

La sous-unit¢ TFIIIC220, I’homologue de t138 (Matsutani, 2004), ne se lie pas a
I'ADN lui-méme mais reconnait la boite B bien que I’ADN soit présent dans les sous-
complexes TFIIIC (Clark et al., 1991). Beaucoup de ces sous-complexes contiennent
seulement la partie N-terminale de TFIIIC220 et la sous-unit¢ TFIIIC110 ou un fragment de
celle-ci. Ceci indique, que le domaine de liaison a I’ADN est localis¢ dans la région N-
terminale de TFIIIC220, et que TFIIIC110 et TFIIIC220 sont suffisants pour la liaison a
I’ADN (Shen et al., 1996).

La sous-unité TFIIIC110 correspond a la protéine de levure 191, bien que la similarité
entre ces deux protéines soit seulement évidente quand ils sont comparés avec 1’orthologue de

S. pombe (Huang et al., 2000). TFIIIC110 a une activit¢t HAT (Histone Acetyl-Transférase),
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et acétyle les histones libres H3 et H4, mais également les histones nucléosomales H3 et H4
aussi bien que I’histone nucléosomale H2B (Kundu et al., 1999).

La sous-unité TFIIIC90 est I’homologue fonctionnel de 160 puisqu’elle interagit avec
TFIIC220, TFIIIC110, et TFIIIC63, aussi bien qu’avec la sous-unité de TFIIIB, Brfl (Hsieh
et al., 1999). Par conséquent, T60/TFIIIC90 fait le lien avec les sous-complexes TA et 1B,
aussi bien qu’avec TFIIIB. De plus, TFIIIC90 a une propriété intrinseque, puisqu’elle a une
activit¢. HAT intrinséque pour 1’histone H3 nucléosomale, et acétyle préférentiellement la
lysine 14 de I’histone H3 (Hsieh et al., 1999).

TFIIIC102 et TFIIIC63 sont les homologues respectifs de 1131 et t95. TFIIIC102
interagit avec TFIIIC63, et les deux interagissent a la fois avec TBP et brfl (Hsieh et al.,
1999).

TFIIC

Partenaires ADN
Boite A

H.sapiens
TFIIC63

Partenaires protéiques
TFIIC102

Brf1

TBP

RPC62

en amont du site d'initiationBrf1

TBP

TFIIC63

TFIIC102

TFIIC220

Boite B

TF1IC110

TFIIC110

Boite B

TF11IC220

TFIIC90

TF1IC220

TFIIC110
TFIIC63
Brf1
RPC62
RPC39

Figure 10. Les sous-unités du facteur de transcription TFIIIC. TFIIIC est composé des
5 sous-unités TFIIC220, TFIIIC110, TFIIIC102, TFIIC90 et TFIIIC63

2.2.2.3. Formation des complexes de transcription

2.2.2.3.1. Structure des promoteurs des genes de classe I11
Pour les différents types d’ARN transcrits, il existe trois principaux types de
promoteurs spécifiques de la Pollll (Geiduschek and Kassavetis, 2001; Schramm and

Hernandez, 2002; Dieci et al., 2007). Les promoteurs de la plupart des genes transcrits par la

PollII incluent des régions de contrdle internes (ICRs) qui sont des structures intragéniques
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discontinues composées de blocs de séquences essentielles séparés par des nucléotides non-
essentiels. Les séquences ICRs sont hautement conservées entre les différents geénes et les
différentes especes.

Un des premiers promoteurs caractérisés de la Pollll est celui des génes codant pour
I’ARNrSS de X laevis (Bogenhagen et al., 1980; Sakonju et al., 1980; Schramm and
Hernandez, 2002; Dieci et al., 2007). Il est class¢ comme étant le promoteur de type 1 et ses
ICRs comprennent trois €¢léments distincts : une boite A, un élément intermédiaire (IE) et une
boite C. Dans les promoteurs de type 1, I'lCR est reconnue par TFIIIA (Engelke et al., 1980;
Sakonju et al., 1981). La formation du complexe TFIIIA-ADN permet la liaison de TFIIIC
(Lassar et al., 1983), et le recrutement consécutif de TFIIIB, composé de TBP, Brfl et Bdpl
(Bartholomew et al., 1991; Kassavetis et al., 1991). La liaison de TFIIIB au promoteur permet
ensuite le recrutement de I’ARN polymérase III (Figure 11).

La plupart des génes de classe III, dans lesquels sont inclus les ARNt, les ARN VAs,
Alu, EBER, 7SL, Bl et B2, ont des promoteurs de type 2 composé d’une boite A et B
intragéniques. La boite A est localisée plus loin du site d’initiation dans les promoteurs de
type 1 que dans ceux de type 2, et I’espace entre les boites A et les boites B varie en fonction
de la localisation de I’intron. La force des promoteurs de type 1 et de type 2 est également
affectée par des séquences extragéniques qui, en contraste avec les éléments promoteurs
internes, montrent fréquemment peu ou pas de conservation. Dans le cas des promoteurs de
type 2, les boites A et boites B sont reconnues directement par TFIIIC (Lassar et al., 1983).
Apres la liaison de TFIIIC, la voie de recrutement de la polymérase est similaire a celle des
promoteurs de type 1, avec le recrutement consécutif de TFIIIB et de ’ARN polymérase II1
(Figure 11).

Dans les promoteurs de type 3, comme ceux des genes de mammiferes U6 et 7SK, la
transcription est indépendante d’¢léments intragéniques et est dictée seulement par des
¢léments promoteurs externes (Murphy et al., 1986; DAS et al.,, 1988; KUNKEL and
PEDERSON, 1988). Ils sont localisés dans la région 5’ jouxtante du géne et consiste en un
¢lément de séquence proximal (PSE) et une boite TATA en aval. L’expression des génes
dépendants du promoteur de type 3 est augmentée par un ¢élément de séquence distal (DSE),
qui contient des sites de liaison aux protéines. L’¢lément de séquence proximal (PSE) est
reconnu par un complexe composé de multiples sous-unités appelées SNAPc (snRNA
Activating Protein complex). La boite TATA est reconnue par le composant TBP ayant une
activité spécialisée TFIIIB-like (Schramm et al., 2000; Teichmann et al., 2000). La liaison de
SNAPc et I’activité TFIIIB-like méne ensuite au recrutement de I’ARN polymérase III. De
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fagon intéressante, la voie de recrutement dans laquelle TFIIIB est directement recruté sur une
boite TATA peut étre observée in vitro avec TFIIIB de S. cerevisiae. Ceci révele un aspect
profond de la transcription Pollll, a savoir que, TFIIIB est suffisant pour recruter I’ARN
polymérase et dirige quelques cycles de transcription. Par conséquent, TFIIIA, TFIIIC et
SNAPc peuvent étre vus comme facteurs de recrutement dont la principale fonction est de
guider TFIIIB aux différents promoteurs, qui sont capables ensuite de recruter I’ARN
polymérase I1I. Ces trois promoteurs sont requis pour une transcription efficace in vivo (Brow
and Guthrie, 1990; ESCHENLAUER et al., 1993) (Figure 11).

En plus de ces trois types décrits, il existe des promoteurs avec des ¢éléments externes
et internes (Dieci et al., 2000; Ouyang et al., 2000; Yukawa et al., 2000; Giuliodori et al.,
2003). Un exemple d’un tel promoteur hybride est celui du promoteur du géne ARNsn U6 de
S. cerevisiae. Ce promoteur contient une boite A et une boite B localisées sur une position
inhabituelle de 120 pb en aval de la région codante, et une boite TATA localisée en amont du

site de départ de la transcription (Figure 11).

Les éléments promoteurs internes

Le transcriptome PolllI utilise un large éventail d’éléments promoteurs dans la région
de transcription. Pour la plupart des génes de classe III, ce sont les boites A et boites B. La
boite B se trouve a une distance variable (de 30 a 60 pb) en aval de la boite A, ce qui refléte le
role de ces deux boites dans l'orientation du positionnement du facteur de transcription
TFIIIC. TFHIC dirige ensuite l'association du facteur de transcription TFIIIB sur une
séquence d'environ 50 pb en amont du site d'initiation de la transcription.

En plus de la boite A, la transcription du géne de I’ARNr5S ne requiert non pas la
boite B, mais une boite C et un ¢lément intermédiaire, reconnue par le facteur de transcription
gene-spécifique TFIIIA. Beaucoup de geénes (comme les génes codant pour ’ARN7SL et les
ARN vault) ne sont pas strictement liés aux genes codant pour les ARNt, ils possédent des
¢léments promoteurs internes, des combinaisons boite A-boite B ARNt-like qui sont
essentielles pour la transcription. Dans d’autres cas, comme RPR1 par exemple, les boites A
et les boites B sont situées a I’intérieur d’une séquence transcrite qui a évolué a partir d’un
transcrit mature. Quelquefois, une double boite B est présente en combinaison avec la boite
A. Récemment, on a constaté que des boites B interagissent avec TFIIIC et servent comme
point de repere du génome qui empéche la diffusion de marques épigénétiques

hétérochromatiques dans les génomes (Noma et al., 2006) (Figure 11).
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Les éléments promoteurs en amont

Une fois associé de fagon stable avec la région 5° juxtaposante, TFIIIB recrute la
PolllI et promeut I’initiation et la réinitiation de la transcription. Un composant clé de TFIIIB,
TBP, ou un facteur reli¢ a TBP (TRF1 chez D. melanogaster) interagit avec I’ADN en amont,
autour de la position -30. En conséquence, on trouve en amont, de beaucoup de geénes de
classe III, une boite TATA ou un élément de séquence TATA-like. L’élément TATA n’est
pas seulement essentiel en amont de tous les génes a qui il manque des éléments promoteurs
internes (comme les genes de ’ARN7SK), mais un élément TATA fonctionnel peut étre
¢galement nécessaire en amont des geénes contenant la combinaison boite A-boite B. De
manicre cohérente, des motifs de séquence en amont centrés autour de la région interagissante
avec TBP ont été retrouvés en amont des geénes ARNt chez beaucoup d’eucaryotes
(Giuliodori et al., 2003). Un ¢élément promoteur en amont bien caractérisé des génes de classe
[T est PSE (Proximal Sequence Element) qui interagit avec un facteur composé de plusieurs
sous-unités, appelé de facon variable, SNAPc (snRNA activating protein complex), PBP (the
peroxisome proliferator-activated receptor (PPAR)-binding protein) ou PTF (Proximal
sequence element-binding transcription factor) (Schramm and Hernandez, 2002). PSE est
généralement localis¢ a environ 20 pb en amont de la boite TATA. Dans les cellules
humaines, SNAPc li¢ a PSE, facilite I’association d'un variant spécifique de TFIIIB a I’ADN
par I’intermédiaire de la boite TATA.

Le niveau d’expression des geénes de classe III avec un promoteur complétement
externe basé sur TATA/PSE est augment¢ par la présence de DSE (Distal Sequence Element).
DSE contient quelques sites de liaisons aux protéines, plus fréquemment un ¢lément SPH et
une séquence octamérique recrutant les facteurs de transcription STAF1 (Selenocysteine
tRNA gene transcription activating factor 1) et Octl (Octamer 1), respectivement. Des sites
de liaison en amont pour d'autres facteurs de transcription, comme SP1 (Specificity Protein 1)
et ATF (Activating Transcription Factor) ont été trouvé sporadiquement pour stimuler la

transcription de certains genes de classe III (Figure 11).

L’élément terminateur
La PollII est unique, car elle termine sa transcription par des résidus T (T>4 chez les
vertébrés et T>5 chez la levure) en absence de facteurs accessoires (Braglia et al., 2005)

(Figure 11).
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Figure 11. Les différents promoteurs de I'ARN polymérase III et ses composants
(d'apreés Teichmann et al., 2010). (A) Les types de promoteurs de ' ARN polymérase I1I
chez les Hommes (Hs), Drosophila melanogaster (Dm), et Saccharomyces cerevisiae (Sc).
Les promoteurs de type 1 et 2 sont similaires, mais les promoteurs U6 sont différents

dans les trois especes. (B) Les promoteurs et les facteurs de transcription de la
machinerie de transcription PollIl humaine.
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2.2.2.3.2. Assemblage des complexes de transcription

La formation du complexe d’initiation de la Pollll a d’abord été décrite comme un
mécanisme séquentiel, grace a des expériences in vitro. Le modele d’assemblage séquentiel
propose que les facteurs généraux de transcription se fixent sur le promoteur dans un ordre
précis et assurent le recrutement ultérieur de I’ARN Polymérase.

Toutefois, a ce modele séquentiel s’oppose le modele de type holoenzyme dans lequel
la machinerie de transcription est pré-assemblée et fonctionnelle. En effet, on a observé
I’existence de sous-complexes pré-assemblés de la machinerie de transcription Pollll (Wang
et al., 1997; Lane et al., 2011). Chez S. cerevisiae, une holoenzyme fonctionnelle a pu étre
caractérisée mais dans une proportion tres faible (moins de 1% des ARN Pol III) (Chédin et
al., 1998). Cette holoenzyme pourrait, par conséquent, provenir d’un complexe de pré-
initiation assemblé séquentiellement, et co-purifiée dans des conditions ménagées. Une autre
hypothése, expliquant la présence de sous-complexes pré-assemblés, suppose que les sous-
unités se séquestrent en s’associant. Cette séquestration empécherait ainsi des interactions
avec d’autres protéines compétitrices, et favoriserait par ailleurs I’interaction des sous-unités

de la machinerie de transcription entre elles (Geiduschek and Kassavetis, 2001).

2.2.2.4. La machinerie de transcription de I' ARN Polymérase 111

2.2.2.4.1. Initiation

En comparaison avec les autres polymérases eucaryotiques qui requiert de nombreux
facteurs de transcription pour former un complexe de pré-initiation stable, le systeme de la
PolllI est assez simple. La voie d’assemblage pour la formation du complexe d’initiation
dépend du type de promoteur (Schramm and Hernandez, 2002). L’étape de formation du
complexe de pré-initiation est une étape cruciale de la transcription Pollll, puisqu’elle conduit
a I’assemblage de I’ensemble des facteurs essentiels a I’initiation de la transcription, et permet
donc de positionner correctement la Pollll sur ce site d’initiation.

Dans le cas du geéne rdn5 (spécifiant I’ARNr 5S), la formation du complexe de
préinitiation débute par la liaison de TFIIIA sur les séquences promotrices. Les doigts de zinc
de la région N-terminale de TFIIIA se lient a la boite promotrice C au niveau du grand sillon

de la double hélice d’ADN. Cette liaison constitue le principal point d’ancrage de TFIIIA au
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promoteur du geéne. Une liaison de plus faible affinité s’établit ensuite entre d’autres doigts de
zinc et la boite promotrice A (Nolte et al.,, 1998). La liaison de TFIIIA aux séquences
promotrices du géne de ARNr 5S est hautement spécifique mais relativement instable
(Hanas et al., 1984). Elle va étre stabilisée par I’association de TFIIIC (Keller et al., 1992).

Pour I’ensemble des autres genes de classe 111, chez S. cerevisiae par exemple, TFIIIC
est le premier facteur recruté sur les séquences promotrices. Les sous-unités 1138 et 191 du
sous- domaine tB cooperent pour la liaison de TFIIIC a I’ADN (Arrebola et al., 1998). Les
protéines 195 et t55 du sous-domaine TA se positionnent ensuite respectivement pres de, et a
I’extrémité 3’ de la boite A. La sous-unité 155 est en contact direct avec 195 par son extrémité
C-terminale (Manaud et al., 1998), tandis que 160 semble faire le pont entre les domaines TA
et TB (Deprez et al., 1999b). Ensuite, 160 et t131 conduisent le recrutement de TFIIIB en
interagissant notamment avec les sous-unités Bdpl et TBP de TFIIIB (Riith et al., 1996;
Dumay-Odelot et al., 2002; Mylona et al., 2006). t131 est une protéine tres structurée, formée
d’une succession d’hélices a, dont les changements de conformation induits par mutation
peuvent altérer le recrutement de Brfl (Moir and WILLIS, 2004). Le réseau d’interactions
entre les deux facteurs généraux de transcription TFIIIC et TFIIIB conduit ainsi au
positionnement de TFIIIB sur les régions en amont du site d’initiation de la transcription. Une
fois le facteur TFIIIB recruté par TFIIIC, le complexe TFIIIB/ADN est stable. Cette stabilité
ne dépend plus de la présence de TFIIIC sur I’ADN. In vitro, TFIIIC peut étre dissocié¢ de
I’ADN par compétition avec de I’héparine, tandis que TFIIIB reste li¢ a I’ADN (Kassavetis et
al., 1990).

La mise en place de la machinerie transcriptionnelle est terminée par le recrutement et
le positionnement correct de la Pollll, impliquant essentiellement TFIIIB. Le positionnement
de la Pol III sur le site initiateur de la transcription est assuré par un certain nombre
d’interactions protéiques entre les sous-unités de TFIIIB, de TFIIIC et celles de la Pollll. Les
sous-unités C82, C34 et C31 de la Pollll sont requises dans la reconnaissance du complexe
TFIIIB/ADN (Werner et al., 1992; Thuillier et al., 1995; White et al., 1995). Ensuite, du c6té
de TFIIIB, sa sous-unité Brfl interagit avec les sous-unit¢ C34 et C17 de la Pollll (Werner et
al., 1993; Khoo et al., 1994; Andrau et al., 1999; Ferri et al., 2000). Du c6té de TFIIIC, la
sous-unité t131 interagit avec les sous-unités C53 et ABC10a de la Pollll tandis que la sous-
unité t138 est en relation avec ABC10a (Lefebvre et al., 1994; Dumay et al., 1999; Flores et
al., 1999).

Une fois le complexe de pré-initiation correctement assemblée et la Pollll positionnée,

I’initiation de la transcription peut débuter. L’ADN autour du site de démarrage de la
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transcription est dénaturé. L’ouverture de la double hélice d’ADN permet de former la bulle
de transcription qui s’étend de part et d’autre du site d’initiation sur environ 22 pb (Kassavetis
et al., 1990; 1992a). L’ARN Polymeérase est alors capable de synthétiser les premicres liaisons
phosphodiesters. Bdpl serait impliqué dans la formation initiale de la bulle tandis que Brfl
aiderait a sa propagation (Kassavetis et al., 2003). Lorsque la taille du transcrit naissant atteint
une dizaine de nucléotides (6 au minimum), la Pollll change de conformation. Elle rompt
alors les interactions précédemment établies avec le complexe de préinitiation et quitte le
promoteur. Au cours de cette derniére étape de I’initiation de la transcription, appelée le
départ ou 1I’échappement du promoteur, deux ou trois transcrits abortifs sont produits avant
que la synthése du transcrit entier ne démarre (Hecht et al., 1995; Edmondson et al., 1996;

Bhargava and Kassavetis, 1999; Xue et al., 2000).

2.2.2.4.2. Elongation

Au cours de 1’élongation, la bulle de transcription progresse sur le géne et la Pollll
synthétise au fur et a mesure I’ARN. La taille de la bulle diminue de 22 (a I’initiation) a 17
voire 13 pb (pendant I’élongation). Au sein de la bulle, le duplex formé par I’ADN et par la
chaine naissante d’ARN mesure environ 7 pb (Kassavetis et al., 1992a). A 20°C, la vitesse
moyenne de synthese de I’enzyme est de 20 nucléotides par seconde. La vitesse d’élongation
est variable selon la région du gene, 1’¢longation n’étant pas un processus homogene.
Certaines séquences du gene sont des sites de pause au niveau desquels la Pollll s’arréte, se
rétracte en hydrolysant la derniére liaison phosphodiester formée, puis polymérise a nouveau,
une ou plusieurs fois de suite. Le taux d’¢longation de la chaine est donc treés variable en
fonction de la composition de la séquence (Matsuzaki et al., 1994; Bobkova and Hall, 1997).

De maniere intéressante, il semble que I’ARN Pol III soit capable de détacher TFIIIC
au fur et a mesure de son avancée sur le géne (Bardeleben et al., 1994; Matsuzaki et al.,
1994). Toutefois, des expériences de compétition entre différentes matrices ont montré que
TFIHIC reste généralement associ¢ & ’ADN (Ruet et al., 1984). Le facteur TFIIIC resterait
alors li¢ a I’ADN en étant maintenu alternativement par TA puis B au cours du passage de la
Pol III. Une autre observation in vivo suggerent 1’exclusion de TFIIIC sur I’ADN par la
Pollll: I’occupation de TFIIIC sur un géne de classe III augmente en absence d’activité
transcriptionnelle (Roberts et al., 2003). Cependant, une autre hypothése serait que TFIIIC
soit retenu par son interaction avec TFIIIB. En effet, lorsque la transcription est initiée de

maniére TFIIIB-independante en présence de TFIIIC, ce dernier se dissocie de I’ADN et est
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libéré dans le milieu (Bardeleben et al., 1994). En conclusion, 1’analyse de 1’occupation de
TFIIIB, de TFIIC et de la Pollll sur les génes de classe III indique que TFIIIB et la Pollll
sont bien présents sur les genes, mais que TFIIIC ne semble pas y étre spécifiquement
représenté, ce qui soutient le caractere transitoire du complexe TFIIIC/ADN in vivo (Soragni
and Kassavetis, 2008).

Durant la phase initiale d’élongation de la chaine d’ARN, la Pollll produit sans succes
des petits transcrits (Bhargava and Kassavetis, 1999). Aprés 1’incorporation avec succes de
quelques ribonucléotides, la Pollll s’enléve du promoteur et coupe sa connection avec TFIIIB
(Kassavetis et al., 1992a). La petite longueur des genes transcrits par la Pollll conduit a une
proximité des sites d’initiation et de terminaisons. La remarquable stabilité des complexes
TFIIIB-ADN, méme en absence de TFIIIC sert a une réinitiation facilitée de la transcription
(Dieci and Sentenac, 1996; 2003; Ferrari et al., 2004).

La chaine d’¢élongation d’ARN se passe inégalement, et la PolIIl semble avoir besoin
de beaucoup de temps particulierement quand trois résidus UMP (Uridine Monophosphate)
doivent étre ajoutés (Matsuzaki et al., 1994). Une telle pause parait étre cruciale pour la
terminaison, elle-méme accompagnée de la génése de petits oligonucléotides par un clivage
hydrolytique a I’extrémité 3’ de ’ARN (Bobkova and Hall, 1997). En contraste avec les
autres ARN polymérases, la Pollll est capable de reconnaitre un signal de terminaison,
pourvu par un simple ajout de résidus T, d’une maniére indépendante des facteurs de
terminaison (Geiduschek and Kassavetis, 2001; Dieci et al., 2007). Des études récentes
montrent le rdle critique des sous-unités C53, C37 et C11 de la Pollll pour la terminaison et la

réinitiation de la transcription (Landrieux et al., 2006).

2.2.2.4.3. Terminaison

La PolllIl est capable d’effectuer seule la terminaison de la transcription. La Pollll
reconnait le signal de terminaison de la transcription, composé d’une séquence de
polythymines, sans I’aide d’aucun facteur annexe (Cozzarelli et al., 1983). Cependant, on note
que la reconnaissance du signal de terminaison par la Pollll est influencée par la région qui
entoure (Braglia et al., 2005). La reconnaissance du signal de terminaison et le clivage de
I’ARN sont deux activités distinctes pouvant €tre découplées (Campbell and Setzer, 1992).
Au cours de I’étape de terminaison, la PollIl assure ¢galement I’activité de clivage de I’ARN
naissant. Ainsi, le signal de terminaison oblige I’ARN Pol III a faire une pause, ce qui aboutit

a sa dissociation de la matrice ADN (Bobkova and Hall, 1997), puis la Pol clive le transcrit.
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La sous-unité¢ C11 de la Pollll semble étre impliquée dans ce clivage (Chédin et al., 1998;
Landrieux et al., 2006).

2.2.2.4.4. Réinitiation

La réinitiation facilitée de la transcription est un autre phénoméne qui accompagne la
terminaison de la transcription par la Pollll. Effectivement, passé le premier cycle de
transcription, la Pollll n’est pas libérée de la matrice: elle réinitie préférentiellement sur le
méme gene des cycles de transcription 5 a 10 fois plus rapidement que le premier cycle (Dieci
and Sentenac, 1996).

La sous-unit¢ Cl1 est également impliquée dans cette ¢tape de réinitiation,
indépendamment de sa fonction dans le clivage de ’ARN naissant (Landrieux et al., 2006).
Par ailleurs, il a été observé que sur des petites unités transcrites, la Pollll reste toujours a
proximité du promoteur, grace notamment a la courbure de la molécule d’ADN (Ferrari et al.,
2004). Cette propriété aiderait au recyclage efficace du complexe multiprotéique de la Pollll,
apres la libération du transcrit néosynthétisé. D'autre part, les deux facteurs TFIIIB et TFIIIC
sont impliqués dans cette réinitiation facilitée. A la fin d’un cycle de transcription, TFIIIB
reste associé au promoteur et facilite la recapture de la Pollll aux séquences promotrices des
petits génes de classe I1I, permettant ainsi le démarrage rapide d’un autre cycle. La présence
de TFIIIC stimule fortement le taux de réinitiation sur des geénes longs comme srcl,
probablement par compaction de 1’unité de transcription via des courbures de 1I’ADN.
Cependant, lorsque ces expériences sont réalisées en présence de TFIIIB recombinant et non
plus a partir de la fraction B’’, la réinitiation n’est plus détectée, suggérant 1’existence d’un
¢lément nécessaire a la réinitiation facilitée dans la fraction B’ (Ferrari et al., 2004; Ferrari

and Dieci, 2008).

2.2.3. Régulation de l'activité de la machinerie de transcription

de I'ARN Polymérase 111

La machinerie de transcription de la Pollll est hautement régulée avec la prolifération
et la croissance cellulaire. En effet, dans des cellules en division et en croissance actives,
I’activité PollIl est importante contrairement a des cellules au repos ou 1’activité Pollll est

grandement limitée par la diminution du remplacement des produits PollIl au cours du temps.
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La transcription Pollll est également rapidement inhibée aprés certains stress cellulaires
comme les cassures au sein de I’ADN, et la privation en sérum. L’intérét pour la
compréhension de la régulation de la transcription par la Pollll est grandissant, son role dans
la division cellulaire, et sa coordination avec la transcription par les Poll et Polll de certains
genes impliqués, par exemple, dans la biogenese du ribosome. La transcription PollIl est
régulée par au moins deux mécanismes généraux, le premier agissant a travers les séquences
promotrices, et le second a travers la machinerie de transcription basale (Howe and Shu,

1989).

La régulation de la transcription a travers la machinerie de transcription basale
Pollll

On a constaté qu’un bon nombre de facteurs régule la transcription Pollll, incluant les
protéines du Rétinoblastome (Rb), c-Myc, PNRC (Prolin-rich Receptor), p53, Mafl, CK2
(Casein Kinase 2), et la liste ne cesse de s’allonger. Ces facteurs régulent aussi la transcription
d’un ensemble de genes Polll et également les génes ARNr de la Poll (Figure 12).

Il existe quelques activateurs de la transcription de la Pollll. En effet, c-Myc se lie a
Brfl1-TFIIIB et active les promoteurs de classe 1 et 2 (Gomez-Roman et al., 2003). De fagon
similaire, PNRC, un récepteur nucléaire co-activateur, qui régule un bon nombre de genes
transcrits par la Polll, s’associe avec la sous-unit¢ RPC30 de la Pollll, et active la
transcription de la Pollll dans les cellules MCF7, lignée cellulaire issue du cancer du sein
(Zhou et al., 2007).

Nous avons de plus amples informations sur les répresseurs de la Pollll. Les
promoteurs Pollll de type 2 sont réprimés par Rb, aussi bien par p107 que p130, qui se lient a
la sous-unit¢ Brfl-TFIIIB et empéchent ’association Brfl-TFIIIB avec les promoteurs
(Larminie et al., 1997; Sutcliffe et al., 1999). La transcription du promoteur du type 3 U6 est
aussi inhibée par Rb, qui dans ce cas, s’associe avec SNAPc (Hirsch et al., 2000; 2004). Les
promoteurs de type 2 de la Pollll sont également régulés avec le cycle cellulaire, a travers la
voie impliquant la protéine kinase ERK (Extracellular Regulated MAP Kinase), qui lie et
phosphoryle Brfl (Felton-Edkins et al., 2003). La transcription Pollll est basse dans la phase
GI1 et haute dans les phases S et G2 (White et al., 1995; Scott et al., 2001). Durant la mitose,
la transcription Pollll est réprimée par la kinase cdc2/cycline B soit par I’intermédiaire d’une
phosphorylation directe de Brfl-TFIIIB ou par D’activation de kinases secondaires, qui
phosphorylent a leur tour Brfl-TFIIIB (Gottesfeld et al., 1994; Leresche et al., 1996). Par

exemple, cette kinase secondaire peut étre CK2, elle inactive Bdpl par phosphorylation
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directe (Hu et al., 2004). Cependant, CK2 peut aussi activer la transcription a travers la
phosphorylation de la Pollll elle-méme, ou un facteur associ¢ a la PollIl (Hu et al., 2003). Par
conséquent, CK2 possede, a la fois des roles positifs et négatifs dans la transcription de la
PollII.

La protéine p53 réprime la transcription de la Pollll. Sur les promoteurs de type 1 et 2,
p53 inhibe ’occupation du promoteur Pollll en ciblant la sous-unit¢ TBP ou Brfl-TFIIIB
(Cairns and White, 1998; Crighton et al., 2003). Par exemple, apres le traitement de cellules
avec un agent de lésions de I’ADN, le méthane méthylsulfonate, la transcription des ARNt est
inhibée, au moins en partie en conséquence des effets dirigés par p53; 1’association de TFIIIB
avec TFIIIC2 et la Pollll en solution est réduite, comme 1’association de TFIIIB avec les
promoteurs ARNt in vivo (Crighton et al., 2003). Sur les promoteurs de type 3, p53 inhibe la
transcription Pollll par association avec le promoteur lui-méme (Gridasova and Henry, 2005).

Mafl est ¢galement un répresseur de la transcription de la Pollll (Pluta et al., 2001).
En effet, Mafl chez la levure est un composant commun essentiel a trois voies de
signalisation réprimant la transcription de la Pollll, c'est a dire la voie de signalisation ayant
un défaut sécrétoire, la voie de signalisation de la rapamycine (TOR), la voie de signalisation
de Iésion a ’ADN (Upadhya and Lee, 2002; WILLIS and Desai, 2004). Dans les cellules ou
Mafl est délété, il n’y a plus de répression de la transcription en réponse a ces voies de
signalisation. Un travail récent (Oficjalska-Pham et al., 2006) nous a significativement fait
avancer dans notre compréhension de la répression par Mafl de la transcription de la Pollll
chez la levure (Geiduschek and Kassavetis, 2006). Dans les cellules en croissance, Mafl est
présent a la fois dans le noyau et dans le cytoplasme. Une grande fraction de Mafl est
phosphorylée, au moins en partie par la PKA (cAMP-dependent Protein Kinase), pour lutter
contre la répression par Mafl (Moir et al., 2006). En exposant des cellules a une variété de
stress, Mafl est déphosphorylée de manieére dépendante a PP2A, se déplace au niveau du
noyau, et occupe les promoteurs Pollll (Oficjalska-Pham et al., 2006). La forme
déphosphorylée de Mafl peut s’associer avec la Pollll et in vitro, Mafl est capable
d’empécher 1’assemblage du complexe de transcription avec Brfl, ce qui suggere qu’en plus
de I’inhibition de la transcription a travers la liaison a la Pollll, Mafl peut aussi empécher
I’assemblage de nouveaux complexes de transcription (Desai et al., 2005). Mafl est conservé
dans les autres especes (Pluta et al., 2001), augmentant la possibilité que Mafl pourrait étre
impliqué dans la répression de la Pollll dans les cellules de mammiferes. En effet, des
résultats montrent que Maf 1 est un répresseur de la transcription de la Pollll a la fois in vitro

et in vivo (Reina et al., 2006), régulant de fagon négative la transcription des promoteurs de la

53



Introduction

Pollll de type 1, 2, et 3. Mafl humaine est nécessaire pour une régulation négative de la
transcription de la Pollll, et s’associe avec Brfl aussi bien qu’avec les sous-unités Pollll
RPC1 et RPAC2. Comme chez la levure, la protéine humaine Mafl est phosphorylée et
devient largement déphosphorylée apres stress. C’est cette forme déphosphorylée de Maf1 qui
s’associe avec la Pollll (Reina et al., 2006). Par conséquent, Mafl est potentiellement le

centre régulateur de la transcription de la PollIl chez les cellules de mammiferes (Figure 12).

L'activation de la transcription a travers les séquences promotrices régulatrices

Le meilleur exemple de la régulation par les séquences régulatrices promotrices est
celle du promoteur de type 3 humain de I’ARNsnU6. Les promoteurs de type 3 contiennent
un ¢lément de séquence distal qui peut étre compos¢ de protéines variées, une d’entre elles est
presque toujours une séquence octamere qui recrute le domaine POU du facteur de
transcription Oct-1, et I’autre un ¢lément SPH (Sph1 Postoctamer Homology) qui recrute la
protéine STAF en doigt de zinc (ZNF143).

Dans le cas d’Oct-1, nous savons que les domaines d’activation de la protéine et le
domaine de liaison a ’ADN contribuent a I’activation de la transcription. Le mécanisme par
lequel le domaine d’activation d’Octl se déroule n’est pas encore connu. Néanmoins, le
domaine de liaison a I’ADN d’Oct-1, le domaine POU, aide au recrutement du complexe de
transcription basal SNAPc en se liant de manicre coordonnée avec SNAPc sur le promoteur
U6. Le domaine POU est un domaine de liaison a ’ADN bipartite: un domaine amino-
terminal POU-spécifique (POUS) et un domaine carboxy-terminal POU-homéo (POUH),
joint par un espace flexible (Herr and Cleary, 1995). La liaison coordonnée entre le domaine
POUS d'Oct-1 et la plus grande sous-unité¢ de SNAPc est, en effet, mené par un nucléosome
positionné entre PSE et DSE dans le promoteur U6 (Ford et al., 1998; Zhao et al., 2001). Oct-
1 n’est pas capable de lier la chromatine pré-assemblée in vitro, suggérant que 1’activation de
la transcription du gene ARNsnU6 in vivo requiert la liaison d’un autre facteur qui peut,
ensuite, soit recruter Oct-1 directement, soit modifier la chromatine pour se rendre accessible
a Oct-1.

L'élément de séquence distal peut étre également Staf (ZNF143). En effet, STAF
n'active pas seulement la transcription U6 a partir d’un modele in vitro comme Oct-1, il est en
plus capable de se lier a la chromatine pré-assemblée (Yuan et al., 2007). De plus, Staf
s’associe avec beaucoup de facteurs qui, sont impliqués ou probablement impliqués dans la

modification de la chromatine. Un de ceux-ci, CHD8 (Chromodomain-Helicase-DNA binding
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protein 8), réside sur les promoteurs humains U6, ainsi que sur beaucoup de promoteurs de la
Polll in vivo, contribuant a une transcription U6 efficace.
Ces exemples suggerent que la transcription de la PolllI utilise certainement beaucoup

de facteurs utilisés pour le remodelage de la chromatine sur les promoteurs Polll.

= Inhibition = lnhnbntof of Pol Il
transcription

Y = Activation =Activat¢?r of Pol Il
transcription

v s = Inhibitor of Pol Il
T—Inhlbmon . transcription

= Activator of Pol IlI
transcription

.- Activation

Figure 12. (A) Représentation schématique de quelques voies de signalisation
régulatrices de la transcription initiée par I’ARN polymérase III: les voies de
signalisation dépendantes de Ras. (B) Représentation de quelques voies de signalisation
régulatrices de la transcription initiée par ’ARN polymérase III: La régulation de la
transcription Pollll par les protéines suppresseurs de tumeurs et les protéines
oncogenes.
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2.3. Nucléosome et transcription

2.3.1. Modification des nucléosomes

L'extréme diversité des modifications post-traductionnelles ainsi que leur implication
dans des processus biologiques spécifiques ont pouss€ les scientifiques a imaginer un "code
histone" (Jenuwein and Allis, 2001). Ces modifications sont déposées par un large panel
d'enzymes de modification des histones et sont reconnues par diverses protéines non histones.
Ces dernicres peuvent alors traduire l'information épigénétique portée par les histones en
processus biologiques. Ainsi, le code histone a la capacit¢ de compléter l'information
contenue dans le code génétique et de I'é¢tendre considérablement. Selon 1'hypothése du "code
histone", des marques, uniques ou combinées sur les histones, apportent une information pour
le statut de l'expression génique a travers la mitose et les générations cellulaires descendantes
(Jenuwein and Allis, 2001). Ainsi, les histones font 1'objet de nombreuses modifications post-
traductionnelles se localisant au niveau de ’extrémité N-terminale des histones “Cceur”, qui
est riche en acides aminés basiques. Ces modifications épigénétiques ont pour conséquence de
moduler l'accessibilit¢ de 'ADN a des facteurs régulateurs et sont corrélées avec le statut
transcriptionnel d'un géne (Agalioti et al., 2000; Syntichaki et al., 2000; Nakayama et al.,
2001). Par exemple, l'acétylation est associée avec la transcription, et la phosphorylation est
associée a la condensation des chromosomes ou a la réparation de I' ADN (Peterson and Coté,
2004; Thiriet and Hayes, 2005). De fagon intéressante, les modeles différentiels des
modifications sur la lysine 9 (K9), la sérine 10 (S10) et la lysine 14 (K14) de I'histone H3
apparaissent étre liés avec une activité¢ génique locale (Figure 13). Un état inactif de la
chromatine est souvent caractéris¢ par une déacétylation de la lysine 14 (K14), qui ensuite
permet la méthylation de la lysine 9 (K9) (Noma et al., 2001) (Figure 13). Cependant, une
acétylation de K14 est précédée par, et dépend de, la phoshorylation de la Sérine 10. Ces
modifications post-traductionnelles des histones peuvent servir de cibles pour la fixation des
complexes de remodelage (Figure 13). Les variants d’histones sont capables de réguler la
fixation de ces mémes complexes. Par conséquent, ces trois voies sont inter-dépendantes,
mais aussi réversibles. La réversibilité de ces modifications met en évidence la plasticité de

I’information épigénétique, a I’inverse du code génétique, qui est relativement stable.
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Figure 13. Modifications post-traductionnelles d'histones et régulation
transcriptionnelle. A. Dans les promoteurs, les modifications post-traductionnelles et les
variants d'histones contribuent a la régulation transcriptionnelle allant de transcription
active a transcription réprimée en passant par un état intermédiaire appelé chromatine
bivalente. B. Dans les corps de génes, certaines modifications post-traductionnelles
favorisent ou répriment la transcription. La densité en nucléosomes est aussi
importante. C. Dans les enhancers (régions plus éloignées du gene), les modifications
post-traductionnelles et les variants d'histones peuvent aussi impacter la transcription.
D. A plus grande échelle, les modifications post-traductionnelles d'histones, la
méthylation de I'ADN et des complexes d'interaction a la chromatine peuvent moduler
la formation d'hétérochromatine pour réprimer la transcription de facon transitoire ou
stable. ADNMe: méthylation de I'ADN; LADs (Lamina-Associated Domains) (D'apres
Zhou et al., 2011).

2.3.2. Remodelage de la chromatine

2.3.2.1. La méthylation de ' ADN

La méthylation de I'ADN est la modification chimique la mieux caractérisée de la
chromatine, chez les eucaryotes. Le processus de méthylation de I'ADN implique le transfert
d'un groupement méthyl provenant de la S-adenosyl methionine (SAM) sur la position C-5
d'une cytosine modifiant celle-ci en 5-methyl cytosine (5meC), par l'action d'une ADN
méthyltransférase (DNMTs). Cette modification est a la fois mitotiquement et méiotiquement
non-héritable, et est impliqué a long terme dans la condensation de la chromatine. Chez les
mammiferes, la quasi-totalit¢ de la méthylation de I'ADN se produit dans le cadre de
dinucléotides CpG, tandis que dans les plantes, la cytosine peut étre méthylée sur les sites

CpG, CpNpG, et CpNpN, ou N désigne tout autre nucléotide que la Guanine. La méthylation
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joue un rdle crucial dans la régulation des génes et dans I'organisation de la chromatine lors
de l'embryogenése et de la gamétogenese (Goll and Bestor, 2005). La méthylation de ' ADN
sur les cytosines joue un réle important dans beaucoup de processus cellulaires incluant le
"silencing" des transposons et des séquences centromériques des champignons jusqu'aux
mammifeéres; l'inactivation du chromosome X chez les mammiféres de sexe féminin, et

I'empreinte génomique des mammiferes, qui peuvent tous étre maintenus de manicre stable.

2.3.2.2. Les ARNs non-codants

Récemment il est devenu évident que les ARNSs, particulicrement les ARNs non-
codants, jouent un rdle important dans une variét¢ de phénomenes épigénétiques (Bernstein,
2005). Les ARNs non-codants comme les ARNr, les ARNt, les ARNsn, les ARNsno et les
petits ARNs interférents (siRNA) peuvent servir de fonctions catalytiques et d'échaffaudage
dans la transcription, la maturation des ARNm, la traduction, et la dégradation des ARNs. Les
ARNSs non-codants agissent souvent de concert avec diverses composantes de la chromatine

de la cellule et la machinerie de méthylation de ' ADN pour obtenir un "silencing" stable.

2.3.2.3. Les variantes d'histones

Chaque histone, a l'exception de I'histone H4, existe sous plusieurs formes protéiques
dans la cellule. Ces différentes protéines, appelées "variantes d'histones" sont codées par des
genes différents. L'incorporation de variantes d'histones au sein du nucléosome introduit un
degré supplémentaire de complexité a la structure de la chromatine puisqu'on constate une
modification des interactions entre I'ADN et les protéines. Ainsi, ce processus a pour
conséquence de moduler l'accessibilité de I'ADN pour des facteurs de transcription. Il s'agit
donc de modifications épigénétiques. De plus, ces variantes d'histones sont ¢galement la cible
de modifications post-traductionnelles ajoutant encore un niveau de complexité au "code
histone". Contrairement aux histones "classiques", 1'incorporation des variantes d'histones au
sein du nucléosome peut avoir lieu en dehors de la phase de réplication de I'ADN. De plus, la
localisation et l'expression des variantes d'histones sont finalement régulées selon le stade de
développement ou le tissu considéré, suggérant qu'ils puissent avoir des fonctions précises,

particulicrement importantes. A l'appui de cette hypothése, de nombreuses pathologies
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humaines, telles que l'infertilité ou le cancer, sont associées a la perte de fonction de certains
variants d'histones (Boulard et al., 2007).

Il existe quatre variantes d'histones pour H2A (H2AZ, H2AX, MacroH2A, Bbd)
auxquels on peut ajouter les variantes qui sont exprimées uniquement dans le testicule

(TH2A, H2AL1 et H2AL2) (Figure 14).

H2AZ est une variante particulierement conservée au cours de l'évolution, méme au
regard d'H2A. Il exerce a la fois une activité positive et négative sur l'expression des geénes.
Pour exemple, chez la levure, H2AZ est associée aux sites d'initiation de la transcription des
geénes inactifs. L'éviction de cette variante d'histone serait un processus rapide permettant

l'activation des geénes (Guillemette et al., 2005).

H2AX est une variante d'histone qui est phosphorylée sur la Sérine 139 en réponse a
des cassures double-brin de ' ADN (Rogakou et al., 1998). Cette phosphorylation est présente
au niveau de ces cassures et participe a la réparation de I'ADN, en collaborant avec la

machinerie de réparation (Celeste et al., 2003).

MacroH2A a la particularité¢ d'avoir une taille trois fois plus grande que celle de
'histone canonique H2A (Pehrson and Fried, 1992). Cette variante est localisée en particulier
sur le chromosome X inactif (Costanzi and Pehrson, 1998), également appelé corpuscule de

Barr, ou elle est associée a la répression transcriptionnelle (Perche et al., 2000).

H2ABbd (H2A Barr Body Deficient) est, quant a elle, exclue du corpuscule de Barr.
On la retrouve plutdt associée aux régions acétylées, suggérant qu'elle pourrait étre associée a
l'activation des geénes (Chadwick and Willard, 2001; Angelov et al., 2004). Enfin, certaines
variantes de I’histone H2A présentent une expression restreinte au testicule TH2A (Testis

specific H2A), H2AL1 et H2AL2 (H2A Like 1 et 2) (Rao et al., 1983; Govin et al., 2007).

Les variantes d'H2B, sont au nombre de 3, TH2B (Testis Specific H2B), TSH2B
(Testis/Sperm specific H2B) et H2ZBFWT (H2B Family member W, Testis specific). Elles
présentent une expression restreinte aux cellules de la lignée germinale male. Il est important
de souligner, qu'au cours de la spermatogenese, la chromatine est profondément réorganisée.
En effet, les histones somatiques sont en partie remplacées par des protéines de transition puis

par d'autres protéines appelées protamines. Au final, la chromatine des spermatozoides est
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hautement compactée (Sassone-Corsi, 2002). Il n'est donc pas surprenant de découvrir des
variantes d'histones dont l'expression est limitée au testicule. TH2B et TSH2B sont exprimées
trés précocement au cours de la spermatogenese, dés les divisions mitotiques, et cette
expression est maintenue jusque dans les spermatozoides matures. La régulation de
I'expression de TSH2B doit étre finalement controlée car une corrélation inverse entre la
quantit¢ de cette protéine dans le sperme et la morphologie des spermatozoides a été
observée, suggérant que TSH2B pourrait étre impliquée dans des mécanismes conduisant a
l'infertilit¢ masculine (van Roijen et al., 1998). Enfin, la variante d’histone H2BFWT,
caractérisée en 2004, n’a pas encore de fonction connue (Churikov et al., 2004; Boulard et al.,

2007).

Il y a des variantes d’histones pour H3, CENH3 (Centromeric H3), H3.3 et H3t (H3
testis specific) (Figure 14). CENH3 est localisée au niveau de régions chromosomiques
particulieres, les centromeres, ou il est indispensable a la fonction de celui-ci. H3.3 est
localisée dans des régions transcriptionnellement actives (Chow et al., 2005). Enfin, une

région restreinte aux cellules de la lignée germinale male a été décrite pour la variante H3t

(Witt et al., 1996).
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Figure 14. La diversité des variants d'histones et leurs implications fonctionnelles (HFD
= Histone Fold Domain).

2.3.2.4. Les complexes ATP-dependants remodelant la chromatine

Les complexes de remodelage de la chromatine sont également capables d’agir sur la
structure de la chromatine pour influencer les processus de transcription. En effet, les
complexes de remodelage de la chromatine, constitués de plusieurs protéines, permettent le
mouvement des nucléosomes le long de I'ADN. Ils peuvent se déplacer en cis par glissement,
en trans par transfert ou méme réaliser 1'éviction compléte du nucléosome. Ces complexes
multiprotéiques comportent une sous-unité ATPasique. C'est en utilisant I'énergie fournie par

I'hydrolyse de 'ATP (Adénosine Triphosphate), que les complexes de remodelage altérent les
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liaisons entre les histones et ' ADN, permettant le mouvement des nucléosomes (Becker and
Horz, 2002). Ainsi, les complexes de remodelage sont capables de faciliter ou de restreindre
l'acces de I'ADN a des facteurs de transcription et constituent le dernier mécanisme
épigénétique agissant sur le nucléosome.

Les facteurs de remodelage sont classés en quatre familles principales en fonction de
certains domaines additionnels présents au sein de l'unité contenant l'activité catalytique

ATPase (Figure 15).

La famille SWI/SNF
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