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ABREVIATIONS

3C : Capture de conformation de chromosome

ABD : « Activator binding domain »

AD : Domaine d’activation de la transcription (« Activation domain »)
ADN : Acide désoxyribonucléique

ARC : « Activator-recruited cofactor »

ARN : Acide ribonucléique

ARNi : ARN interférence

ARNm : ARN messager

ARNnNCc : ARN non-codant

ARNr : ARN ribosomal

ARNSsn : Petit ARN nucléaire (« Small nuclear RNA »)

ARNsno: Petit ARN nucléolaire (« Small nucleolar RNA »)

ARNt : ARN de transfert

BER : Réparation par excision de base («Base excision repair »)

BRE : Elément de reconnaissance de TFIIB (« TFIIB recognition element »)
Cdk = « Cyclin-dependent kinase »

ChIP : Immunoprécipitation de chromatine

ChlIP-seq : ChIP suivi d’un séquencage a haut débit (« ChIP-sequencing »)
CPD : Dimeres cyclobutaniques de pyrimidine

CRSP : « Cofactor required for Sp1 activation »

CS : Syndrome de Cockayne

CSN : Signalosome Cop9

CTD : Domaine carboxy-terminal (« Carboxy-terminal domain »)

CUT : « Cryptic unstable transcripts »
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DDB : « Damage DNA binding protein »
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AVANT-PROPOS

Plus de 20 ans se sont écoulés depuis la découverte du Médiateur de la transcription chez la
levure S. cerevisiae. Ce complexe, conservé chez tous les eucaryotes, joue un role clé dans la
régulation de I'expression génique en facilitant I'étape d’initiation de la transcription. Bien que
son rble dans ce processus soit de mieux en mieux décrit, de nombreuses questions subsistent
guant a son mode de fonctionnement a I'échelle moléculaire. De plus, de nouveaux roles au-dela
de l'initiation de la transcription ne cessent de lui étre attribués, faisant de ce complexe un acteur
majeur des processus biologiques ayant ’ADN comme substrat et donc, potentiellement, une
cible thérapeutique pour le traitement de nombreuses pathologies cancéreuses ou du

développement.

Lors de mon arrivée au laboratoire, un crible double hybride avait déja permis d’identifier un
grand nombre d’interactions physiques entre des sous-unités du Médiateur et divers complexes
nucléaires. Une de ces interactions avait d’ailleurs été analysée avec succes grace a l'utilisation de
mutants thermosensibles d’une sous-unité essentielle du Médiateur. Forts de ce succes, nous
avons décidé d’appliquer la méme méthodologie a I'étude des autres protéines essentielles du

complexe.

Nous avons obtenu une collection de 30 mutants thermosensibles (ts) de Med17, une sous-
unité essentielle du module de téte du Médiateur. De plus, notre laboratoire a établi une
interaction directe entre cette sous-unité et I'ARN Polymérase Il (Pol 1l), essentielle au
recrutement de cette enzyme sur I'ensemble des génes de classe Il. Mes deux premiéres années
de thése ont été dévouées a la caractérisation de cette collection de mutants afin de sélectionner
les plus intéressants pour la suite du projet. Ces analyses ont consisté en des études d’interactions
entre les sous-unités du Médiateur par co-immunoprécipitation (co-IP), de quantification des
ARNm par PCR apres transcription inverse (RT-PCR) et de localisation des facteurs de transcription
sur ’ADN par immunoprécipitation de chromatine (ChIP). Par la suite nous avons souhaité
étendre notre étude a I'’ensemble du génome de S. cerevisiae par ChlP suivi d’'un séquencage a
haut débit (ChIP-seq), une méthode d’analyse qui n’avait encore jamais été appliquée au modele

levure dans notre laboratoire.

Mes deux années de thése suivantes ont donc été majoritairement consacrées a I'acquisition

et a I'analyse bioinformatique des données de ChIP-seq obtenues a partir des mutants de Med17
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sélectionnés. Cette étude a abouti a une meilleure caractérisation de la fonction du Médiateur

dans la mise en place du complexe de pré-initiation (PIC).

En parallele de cette étude, nous avons analysé un lien fonctionnel entre Medl7 et
I’endonucléase Rad2 qui nous a permis de définir un nouveau role pour le Médiateur dans la

réparation de I’ADN.

La premiere partie de ce manuscrit présentera I'état des connaissances concernant : (1) la
transcription par la Pol Il, (2) le Médiateur et (3) la réparation de I’ADN par excision de nucléotide.
Je décrirai et discuterai ensuite les résultats acquis au cours de ma these sous forme de deux
publications scientifiques présentant deux fonctions différentes du Médiateur in vivo. Puis ces
résultats seront mis en perspectives de maniere a présenter les futures analyses possibles pour
améliorer notre compréhension des mécanismes moléculaires mis en jeu par le Médiateur. Enfin,
une derniére partie sera consacrée aux méthodes mises a profit pour parvenir aux résultats
présentés dans ce manuscrit, et notamment a la description détaillée du flux de travail suivi pour

I'analyse des données issues du séquencage a haut débit.
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CHAPITRE I: LA TRANSCRIPTION DES GENES CHEZ LES
EUCARYOTES

La réponse d'une cellule eucaryote aux signaux physiologiques et environnementaux exige
une régulation stricte de I'expression de ses genes. La transcription est la premiére étape de
I'expression génique. Ce processus fait intervenir de nombreux complexes protéiques et
notamment les ARN polymérases, au nombre de cing chez les eucaryotes, chacune étant
spécifique d’une classe de genes. Les ARN polymérases | et Il sont responsables de la synthese
des ARNs impliqués dans |'épissage des messagers et dans la traduction, comme les ARNs de
transferts (ARNt) et les ARNs ribosomaux (ARNr) (Werner et al., 2009). Les ARN polymérase IV et
V ont été découvertes plus récemment chez les plantes et ne semblent pas posséder d’équivalent
chez les autres eucaryotes. Elles permettent la transcription des petits ARNs impliqués dans les
phénoménes de « silencing » et ne sont pas essentielles a la viabilité des cellules (Haag and
Pikaard, 2011). Enfin, 'ARN polymérase Il (Pol Il) est responsable de la transcription de petits
ARNs non codants (ARNnc) et des ARNs messagers (ARNm) nécessaires a la synthése des

protéines.

Un cycle de transcription se réalise en trois étapes (Figure 1) : (1) l'initiation, durant laquelle,
suite a la liaison d’un activateur sur une séquence régulatrice du génome, I’ARN polymérase et les
facteurs généraux de la transcription (GTF) sont recrutés sur un fragment de I’ADN appelé
promoteur pour former le complexe de pré-initiation (PIC) ; (2) I’élongation, pendant laquelle se
fait la synthése de la molécule d’ARN ; et enfin, (3) la terminaison, qui permet a I’ARN polymérase
de se détacher de I’ADN et au fragment d’ARN néo-synthétisé d’étre libéré. Cette séparation en
différentes étapes est artificielle car il existe des interactions entre les acteurs impliqués dans
chacune d’entre elles et les phénoménes ne sont en aucun cas indépendants, cependant elle est

indispensable pour la clarté de la description.

La suite de ce chapitre sera consacrée a la présentation de la machinerie de la transcription
par 'ARN polymérase Il basée principalement sur les études réalisées chez la levure
Saccharomyces cerevisiae qui constitue un trées bon modele biologique pour les organismes
eucaryotes. S. cerevisiae est adaptée aux outils de biologie moléculaire entre autres par la petite
taille de son génome (= 12 Mb), la facilité a le manipuler en laboratoire, alliés a un systeme
génétique bien défini puisque I'intégralité de son génome a été séquencé (Goffeau et al., 1996). S.
cerevisiage peut étre facilement modifiée génétiquement du fait de ses hautes capacités de

recombinaison. Ces techniques sont notamment rendues possibles par I'existence de marqueurs

19



génétiques tels que les marqueurs d’auxotrophie et les vecteurs navettes. Enfin, il existe de
nombreuses homologies entre les composants de la machinerie de la transcription chez la levure
et chez les mammiferes ce qui fait de cet organisme un modele de choix pour I'étude de ce

processus.

Initiation Elongation Termination
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Figure 1 : Les étapes de la transcription (Orphanides and Reinberg, 2002)

Schéma simplifié représentant un cycle de transcription par la Pol Il. L'initiation est I’étape
correspondant a la mise en place du PIC. Au cours de I’élongation, la Pol Il synthétise I’ARN puis
le PIC se dissocie du promoteur. Enfin, la terminaison est I’étape durant laquelle la Pol Il se
détache et I’ARN néo-synthétisé est libéré.

1. L’ARN POLYMERASE II

1. Structure et fonction des différentes sous-unités de la Pol 11

L’ARN polymérase Il (Pol Il) est une protéine hétéro-multimérique de 0,5 MDa composée de
12 sous-unités tres bien conservées, codées par les génes RPB1-12 (Allison et al., 1985; Kolodziej
and Young, 1989; Woychik and Young, 1990; Woychik et al., 1990). 10 de ces sous-unités sont

essentielles chez S. cerevisiae (Archambault and Friesen, 1993).

La structure cristalline de la Pol Il de S. cerevisiae (Figure 2) a été obtenue par I'équipe de R.
Kornberg, prix Nobel de chimie pour ses travaux sur les mécanismes moléculaires de la

transcription chez les eucaryotes, et sert désormais de référence pour toutes les formes de Pol |l
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(Armache et al., 2003, 2005; Bushnell and Kornberg, 2003; Cramer et al., 2000, 2001). L'obtention
de cette structure a permis de mieux comprendre les mécanismes de fonctionnement de cette

enzyme.

La masse centrale de la Pol Il est formée par ses deux plus grandes sous-unités : Rpbl et
Rpb2 (Cramer et al., 2000, 2001) qui créent un sillon (« cleft ») chargé positivement par lequel
s’introduit ’ADN pour accéder au site actif situé prés du mur (« wall ») définissant le fond du
sillon. Un « pore » part du site actif en s’élargissant vers I'extérieur, formant un entonnoir inversé
(« funnel ») par lequel 'ARN néo-synthétisé est libéré (Cramer, 2004). Un des cotés du sillon
comporte également une pince mobile (« stalk ») dont la structure est ouverte en I'absence
d’ADN et se ferme lorsque la Pol Il est complexée avec un hybride ADN/ARN. Cette pince permet
donc par son changement de conformation le passage de I'étape d’initiation a ['étape

d’élongation.

Figure 2 : Structure de I'ARN polymérase Il de S. cerevisiae obtenue par diffraction des rayons
X (Armache et al., 2005)

Deux vues différentes sont représentées : de face (a gauche) et de dessus (a droite). Les
différentes sous-unités sont colorées suivant le schéma présenté au centre. La localisation du
domaine carboxy-terminal (CTD) ainsi que celle des 8 ions zinc (spheres cyan), qui servent au
maintien de la structure de la Pol Il, et de I'ion magnésium du site actif (sphere rose) est
également indiquée.

Des études génétiques et biochimiques ont permis d’éclairer la fonction de chacune des
sous-unités de la Pol Il (Tableau 1). Des mutations de Rpb1 et Rpb2 affectent la sélection du site
de démarrage de la transcription (TSS) (Berroteran et al., 1994; Hekmatpanah and Young, 1991),

ainsi que I'étape d’élongation (Archambault et al., 1992; Powell and Reines, 1996), entrainant des

défauts de croissance chez la levure en présence de certaines drogues. Dans le cas de la sous-

21



unité Rpb1, ces défauts pourraient provenir d’une perte d’interaction avec le facteur d’élongation
TFIIS. De plus, cette sous-unité interagit avec TFIIB, un facteur général de la transcription (GTF) et

cette interaction est importante pour la sélection du TSS (Berroteran et al., 1994).

Sous-unité Masse Propriétés

Rpb1 192 kDa Impligquée dans la sélection du site d’initiation.
Impliquée dans I’élongation de la transcription.
Réle dans I'assemblage de la Pol Il.
Porte le CTD et le site actif de I'enzyme.
Interagit avec TFIIB et TFIIS.

Rpb2 140 kDa Impliquée dans la sélection du site d’initiation.
Impliquée dans I"élongation de la transcription.
Réle dans I'lassemblage de la Pol Il

Rpb3 45 kDa Analogue de la sous-unité a chez E. coli.
Réle dans I'assemblage de la Pol II.
Impliquée dans la réponse aux activateurs.
Interagit avec le Médiateur

Rpb4 25 kDa Impliquée dans l'initiation de la transcription.
Réle dans I’activation de la transcription.
Role dans la réparation de I’ADN.

Rpb5 25 kDa Role dans I'activation de la transcription.
Interagit avec TFIIB.

Rpb6 18 kDa Impliquée dans I’élongation de la transcription.
Maintien du sous-complexe Rpb4-7.

Rpb7 19 kDa Impliquée dans l'initiation de la transcription.

Rpb8 16 kDa Role dans I'assemblage de la Pol Il.

Rpb9 14 kDa Impliquée dans la sélection du site d’initiation.

Controle la fidélité de la transcription.
Interagit avec TFIIE et TFIIF.

Rpb10 8 kDa Consolide "architecture de la Pol Il.
Rpb11 14 kDa Réle dans I'assemblage de la Pol II.
Rpb12 8 kDa Consolide "architecture de la Pol Il.

Tableau 1 : Fonction des différentes sous-unités de la Pol II.

Les sous-unités essentielles chez S.cerevisiae sont indiquées en rouge. Les sous-unités de la
levure pouvant étre remplacées par leurs homologues humaines sont soulignées.

Chez les eucaryotes, la structure de la Pol Il peut étre divisée en deux modules : (1) un coeur
catalytique de 10 sous-unités et (2) un hétérodimere constitué des sous-unités Rpb4 et Rpb7
(Edwards et al., 1991). In vitro, le module Rpb4-7 est indispensable pour reconnaitre le promoteur
et initier la transcription mais n’est pas requis pour I'étape d’élongation (Edwards et al., 1991;
Orlicky et al., 2001; Sampath and Sadhale, 2005). Ces observations laissent suggérer que le
complexe Rpb4-7 est présent au moment de l'initiation puis se dissocie de la Pol Il. Cependant, les
études in vivo viennent contredire cette hypothése. En effet, Rpb7 est requis pour stabiliser la
polymérase et reste associé a cette derniere durant toute I'étape d’élongation (Cojocaru et al.,
2008). Le complexe Rpb4-7 est présent sur la région transcrite de I'ensemble des génes de S.

cerevisiae et est indispensable aux étape de maturation de I’ARN (Jasiak et al., 2008; Runner et al.,
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2008). Ainsi, le modele de la Pol Il compléte, avec ses 12 sous-unités est pertinent pour l'initiation
et I'élongation puisque Rpb4-7 est nécessaire a l'initiation in vitro et que I'ensemble des sous-
unités de la Pol Il est associé au génome in vivo. Plusieurs données suggerent également un role
cytoplasmique pour les sous-unités Rpb4 et Rpb7 notamment dans I'export des ARNm et leur
dégradation (Farago et al., 2003; Lotan et al.,, 2005, 2007). Cependant, cette hypotheése a
récemment été contredite par une étude montrant que la diminution de la dégradation des
ARNmM observée dans les mutants rpb4A est due a un mécanisme général, capable de tamponner
les quantités d’ARNm, mis en place par la cellule pour compenser le défaut de transcription causé

par la délétion de Rpb4 (Schulz et al., 2014).

La position du sous-complexe Rpb4-7 au sein de la structure de la Pol I, a la base de la pince
(Craighead et al., 2002), laisse suggérer un rble dans la modulation des mouvements de cette
derniére (Bushnell and Kornberg, 2003). Cette régulation pourrait se faire par une signalisation via
la sous-unité Rpb6 qui sert de point de contact entre le sous-module Rpb4-7 et le coeur de la Pol
Il. Lorsque I'on modélise la pince dans un état ouvert, on observe une collision avec |'extrémité de
Rpb7 (Armache et al., 2003). Ainsi, Rpb4-7 ne peut lier le cceur de la Pol Il que lorsque la pince est
fermée, et par conséquent, la pince ne peut s’ouvrir qu’apres dissociation de Rpb4-7. Deux
scénarios ont été proposés pour l'initiation de la transcription : (1) Le sous-complexe Rpb4-7 se
dissocie du coeur de la Pol lI, la pince peut alors s’ouvrir suffisamment pour laisser entrer ’ADN au
sein de I'enzyme jusqu’au site actif. Rpb4-7 peut ensuite se lier de nouveau a la Pol Il apres que la
pince se soit refermée. Cependant, bien que cette dissociation compléete du sous-complexe Rpb4-
7 de la Pol Il ait pu étre observée in vitro (Edwards et al., 1991), son existence in vivo n’a encore
jamais été démontrée. (2) Une seconde possibilité est que le sous-complexe Rpb4-7 reste
constamment lié a la Pol Il, empéchant I'entrée de ’ADN qui ne peut alors se lier que bien plus
loin du site actif. Cependant, aprés dénaturation de I’ADN, le brin matrice est suffisamment fin
pour passer la pince et atteindre le site actif. Ce scénario est en accord avec ce qui a pu étre
observé précédemment avec la Pol Il en solution, a savoir que, dans la majorité des cas, la
position de la pince n’entrave pas I'acces au site actif de la Pol Il et qu’aucune enzyme dans
laquelle la position de la pince permettrait I'entrée d’'un ADN double brin n’a été détectée
(Craighead et al., 2002). Le film proposé par le laboratoire de P. Cramer décrivant les différentes
étapes de la transcription par la Pol Il, va également dans ce sens. Ce film débute par la fixation du
complexe Rpb4-7 sur le cceur de 10 sous-unités afin de générer la forme compléte de la Pol Il 3 12
sous-unités. Cette étape stabilise la pince dans une conformation fermée qui ne permet le

passage vers le site actif que d’un ADN simple brin (Cheung and Cramer, 2012).

Deux types de transcription peuvent étre décrits : la transcription basale, indépendante des

activateurs, telle qu’elle peut étre observée in vitro ; et la transcription activée, dépendante des
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activateurs. Des mutations dans Rpb3 affectent la transcription activée, mais pas la transcription
basale, indiquant un réle pour cette sous-unité dans la réponse aux activateurs (Tan et al., 2000).
Désormais, nous savons également que Rpb3 établit un contact direct avec la sous-unité Med17
du Médiateur, un co-activateur requis pour l'initiation de la transcription (cf. Chapitre 1l), et cette
interaction est importante pour le recrutement de la Pol Il sur 'ADN in vivo (Soutourina et al.,

2011).

Les souches rpb4A et rpb9A ne possédent pas de défaut de transcription dans les conditions
standards de laboratoire, ces deux sous-unités ne sont donc pas essentielles a la viabilité
cellulaire. Cependant, elles le deviennent dans les cellules soumises a un stress, tel qu’un défaut
en nutriments ou un changement de température (Choder and Young, 1993; Miyao et al., 2001;
Woychik and Young, 1989). Une étude plus approfondie a permis de montrer que ces sous-unités
jouent un réle dans les mécanismes de réparation de I’ADN par le systéme TC-NER (« transcription
coupled nucleotide excision repair ») (cf. Chapitre Ill), qui répare les lésions bloquant la
transcription (Li and Smerdon, 2002). Les souches rpb9A présentent une forte diminution de la
fidélité de la transcription in vitro, avec une augmentation des mis-incorporations des
ribonucléotides (NTP) (Walmacq et al., 2009). Ce défaut serait lié a une altération de I'interaction
entre la Pol Il, en I'absence de Rpb9, et TFIIF, un GTF important pour lI'interaction de la Pol Il et
des autres composants du PIC avec 'ADN (Ziegler et al., 2003). Les modéles moléculaires de
positionnement de TFIIF au sein du PIC, décris par le laboratoire de S. Hahn sont venus conforter
I’hypothése d’une interaction directe entre Rpb9 et TFIIF (Eichner et al., 2010). Des tests double-
hybride ont également montré que Rpb9 interagit avec TFIIE, un GTF responsable du recrutement
de TFIIH, qui permet le passage en phase d’élongation (Van Mullem et al., 2002). Cette interaction

serait importante pour le recrutement de TFIIE au sein du PIC.

2. Conservation des sous-unités des ARN polymérases

L’ARN est omniprésent chez tous les organismes vivants. Partant de cette observation, il n’est
pas étonnant que les enzymes qui le synthétisent soient tres conservées au cours de I’évolution.
Toutes les ARN polymérases possedent une base de structure commune et opérent par des
mécanismes moléculaires trés proches. Les archées et les bactéries ne possedent qu’un seul type
d’ARN polymérase pour transcrire tout leur génome. Ceci les distingue des eucaryotes qui

utilisent des ARN polymérases différentes selon les classes de génes.

Toutes les ARN polymérases contiennent un coeur catalytique commun (Tableau 2). L’ARN
polymérase bactérienne ne contient que ce coeur minimum, constitué des sous-unités : a, B, B', et

w. Les polymérases archées et eucaryotes contiennent des sous-unités communes
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supplémentaires : (1) un sous-complexe Rpb4-7 (Rpo4-7 chez les archées) capable de se dissocier
du complexe principal (Grohmann and Werner, 2011); (2) une plateforme d’assemblage
constituée des sous-unités Rpb10-12 (Rpo10-12) qui forment un complexe stable avec Rpb3-11
(Rpo3-11) (Werner and Grohmann, 2011) ; (3) deux sous-unités impliquées dans la dénaturation

de I’ADN, Rpb5 (Rpo5) (Griinberg et al., 2010) et Rpb8 (Rpo8) (Kang et al., 2006).

Il existe également des sous-unités spécifiques a un seul domaine. La sous-unité Rpb9 de la
Pol Il, qui interagit avec le facteur TFIIF pour influencer la sélection du TSS (Ziegler et al., 2003), et
ses paralogues dans la Pol | (A12) et dans la Pol Il (C11) ne sont retrouvées que chez les
eucaryotes. De la méme facon, Rpol3, dont la fonction reste inconnue mais qui pourrait étre
impliguée dans les étapes d’initiation et d’élongation, n’existe que chez les archées (Korkhin et al.,

2009). Cette sous-unité aurait des roles similaires a ceux de certains GTFs chez les eucaryotes.

Bactéries Archées Eucaryotes
RNAPII  RNAPIII RNAPI RNAPIV RNAPV
B' Rpol (RpoA) RPB1 C160 A190 NRPD1 NRPE1
B Rpo2 (RpoB) RPB2 C128 A135 NRPD/E2 NRPD/E2
al Rpo3 (RpoD) RPB3 AC40 AC40 RPB3 RPB3
all Rpoll (RpoL) | RPB11 AC19 AC19 RPB11 RPB11
(0] Rpo6 (RpokK) RPB6 RPB6 RPB6 RPB6 RPB6
Rpo5 (RpoH) | RPB5 RPB5 RPB5 RPB5 NRPE5
Rpo8 (RpoG) | RPBS RPB8 RPB8 RPB8 RPBS
Rpol10 (RpoN) | RPB10  RPB10  RPB10  RPB10 RPB10
Rpol2 (RpoP) | RPB12  RPB12  RPB12  RPB12 RPB12
Rpo4 (RpoF) RPB4 c17 Al4 NRPD/E4  NRPD/E4
Rpo7 (RpoE) RPB7 C25 A43 NRPD7 NRPE7
RPB9 Ci11 Al12 NRPD9%b RPB9
Rpol3 C37 A49
C53 A34.5
C82
C34
C31

Tableau 2: Composition en sous-unités des ARN polymérases bactériennes, archées et
eucaryotes (Cramer et al., 2008; Werner and Grohmann, 2011).

Les sous-unités appartenant au cceur commun sont surlignées en rose. Rpb9, sous-unité
spécifique aux eucaryotes, est indiquée en rouge. Les 10 sous-unités appartenant au coeur
principal des polymérases eucaryotes, sont en gras et les 5 sous-unités communes aux 3
polymérases principales sont indiquées en bleu.

Les sous-unités de la Pol Il sont pour la plupart bien conservées au sein des eucaryotes
puisque chez la levure six peuvent étre remplacées par leur homologue humain (McKune et al.,
1995; Shpakovski et al., 1995). La Pol Il posséde une séquence d’acides aminés identique a 53%

entre S. cerevisiage et ’homme, il existe donc une forte similarité de structure entre ces deux

enzymes. De plus, la transcription dans S. pombe est trés proche de ce qui est observée chez
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I’'homme notamment en ce qui concerne la structure du promoteur et la sélection du TSS (Spahr
et al.,, 2009). La structure de la Pol Il humaine par cristallographie n’ayant a ce jour été
déterminée que pour le sous-complexe Rpb4-7, I'étude de la Pol Il des organismes modéles S.

cerevisiae et S. pombe devient d’un intérét grandissant.

La conservation de structure s’étend également aux différentes ARN polymérases
eucaryotes. Ainsi, le coeur principal de 10 sous-unités est retrouvé dans les cinqg ARN polymérases.
Les ARN Pol I, Il et lll comprennent 5 sous-unités communes (Tableau 2) et leur site actif est tres
similaire. Toutes contiennent également un équivalent du sous-complexe Rpb4-7, mais la
conservation des séquences correspondantes est trés faible (Peyroche et al., 2002; Sadhale and
Woychik, 1994; Siaut et al., 2003). La Pol | contient en plus 2 sous-unités spécifiques : A49 et
A34.5, qui possedent un équivalent dans la Pol Il (C37 et C53) et partagent des similitudes avec le
facteur général de la transcription par la Pol Il TFIIF (Kuhn et al., 2007). La Pol Ill contient encore 3
sous-unités supplémentaires : C82, C34 et C31 impliquées dans l'initiation de la transcription
(Wang and Roeder, 1997). Le sous-complexe C82/C34 posséde des domaines homologues au
facteur TFIIE (Carter and Drouin, 2010). Il est d’ailleurs intéressant de noter que TFIIE interagit
avec la Pol Il au niveau de la pince et que dans la Pol lll, le sous-complexe C82/C34 est situé pres
de la pince également (Wu et al., 2012). Ces observations suggérent qu’au cours de I'évolution,
les sous-unités spécifiques a la Pol | et a la Pol Ill proviendraient du recrutement permanent des

GTFs TFIIE et TFIIF.

3. Le domaine carboxy-terminal de la Pol I1

Une structure spécifique remarquable, qui n’est retrouvée dans aucune autre ARN
polymérase, est située a I'extrémité carboxy-terminale de la sous-unité Rpbl et sert de
plateforme de signalisation pour la Pol Il. Ce domaine, appelé CTD (« carboxy-terminal domain »),
est essentiel a la viabilité cellulaire (Corden, 1990). Sa localisation exacte n’a pas pu étre
déterminée, cependant, on peut le positionner approximativement en face amont de la structure
de la Pol Il, prés du pore par lequel émerge I’ARN néo-synthétisé. Cette localisation lui permet
d’interagir avec de nombreux partenaires. Ce domaine n’est pas essentiel a I'activité de la Pol Il in

vitro (Akoulitchev et al., 1995), mais il I'est in vivo (West and Corden, 1995).

Le CTD canonique est constitué d’'une répétition de I'heptapeptide : Tyr-Ser-Pro-Thr-Ser-Pro-
Ser. Ce motif est trés conservé au cours de I'évolution, cependant, le nombre de répétitions varie
d’un organisme a l'autre. Ainsi, le CTD de S. cerevisiae en posséde 24 et celui de I'homme 52
(Hampsey, 1998). Il existe également des eucaryotes possédant un CTD dit non-canonique,

contenant un heptapeptide différent de celui décrit ci-dessus (Stiller and Hall, 2002). C'est le cas
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des amibes Mastigamoeba et des parasites Plasmodium. Chez d’autres protistes parasites du
genre Tripanosoma ou Leishmania, il n’existe pas de motif reconnaissable au niveau du CTD

(Stiller and Hall, 2002).

Le CTD canonique est phosphorylable au niveau des sérines 2, 5 et 7 et ces phosphorylations
entrainent des changements d’état de la Pol Il (Hampsey, 1998). Au moins quatre kinases sont
capables de phosphoryler le CTD. Elles sont toutes activées par des cyclines (Cdk « cyclin-depend
kinase »). Deux d’entre elles sont associées aux complexes protéiques fixés a la Pol I, il s’agit de
Cdk7 (associé a la cycline H) qui est une sous-unité du facteur de transcription TFIIH, et de Cdk9
(associée a la cycline T) qui est une sous-unité du facteur d’élongation P-TEFb. Des études
d'immunoprécipitation de la chromatine (ChIP) ont permis de déterminer le profil de
phosphorylation de la Pol Il sur les génes en cours de transcription (Figure 3). La Pol Il lie le
promoteur sous sa forme non-phosphorylée (forme lIA). Elle est ensuite phosphorylée (forme 110)
au niveau de la sérine 5 par Cdk7 (de TFlIH), entrainant la transition entre l'initiation et
I'élongation (Hengartner et al., 1998), ainsi que sur la sérine 7 par Cdk7 également (Akhtar et al.,
2009). On notera que la sous-unité Cdk8 du Médiateur est aussi capable, in vitro, de phosphoryler
la sérine 5 de la Pol Il avec, pour conséquence, une inhibition de la transcription (Hengartner et
al.,, 1998) (cf. Chapitre Il. V.). Au cours de I’élongation, la phosphatase Ssu72 (RPAP2 chez
I’'homme) déphosphoryle Ser5 tandis que Cdk9 (de P-TEFb) phosphoryle Ser2 (Ni et al., 2004). La
phosphorylation sur Ser7, quant a elle, demeure a un niveau élevé jusqu’a I'étape de terminaison
(Tietjen et al., 2010). A la fin du cycle de transcription, Ssu72 déphosphoryle Ser7, puis c’est au

tour de Ser2 déphosphorylée par Fcpl (Majello and Napolitano, 2001).

Les phosphorylations du CTD ne sont pas seulement essentielles aux différentes étapes de la
transcription proprement dites mais également pour la coordination de la transcription avec
d’autres processus tels que les modifications de la chromatine et la maturation des ARNs. Ainsi,
les phosphorylation de Ser5 et Ser2 vont respectivement permettre le recrutement des histone
méthyl-transférases Setl et Set2 (Hampsey and Reinberg, 2003), deux enzymes qui catalysent le
transfert de groupes méthyles sur les histones afin de modifier la structure de la chromatine. La
forme 110 du CTD interagit avec I’ARN guanylyl-transférase et I’ARN méthyl-transférase, deux
enzymes intervenant dans la synthése de la coiffe en 3’ de I’ARNm néo-synthétisé (McCracken et
al., 1997a), mais également avec les protéines SR (« serine/arginine-rich ») qui jouent un réle dans
I’épissage (Mortillaro et al., 1996; Yuryev et al., 1996). Le CTD est également capable de lier les
facteur CPSF (« cleavage and polyadenylation specificity factor ») et CstF (« Cleavage stimulatory
factor ») qui interviennent dans le clivage du transcrit en 3’ et I'ajout de la queue poly-adénylée

(McCracken et al., 1997b).
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Figure 3 : Profil de phosphorylation du CTD au cours de la transcription.

En bas sont indiqués les divers éléments du géne. La Pol Il est représentée en gris. Les
phosphorylations sur la sérine 5 sont en vert, celles sur la sérine 7 en violet et celles sur la
sérine 2 en rouge (d'aprés Phatnani and Greenleaf, 2006).

On sait désormais qu’il existe d’autres modifications du CTD que les phosphorylations des
sérines décrites précédemment. On retrouve ainsi une forte phosphorylation de Thr4 dans le
corps des genes (Hsin et al.,, 2011) qui empécherait la fixation sur le CTD des facteurs de
terminaison de la transcription tels que Pcfl11l (Meinhart and Cramer, 2004). Tyrl est également
phosphorylable et cette modification intervient en méme temps que la phosphorylation de Ser2.
Cependant, alors que Ser2 demeure phosphorylée jusqu’a la fin du gene, Tyrl est déphosphorylée
avant 'étape de terminaison. Cette modification aurait un role de prévention d’'une terminaison
prématurée de la transcription en empéchant la fixation des facteurs de terminaison sur le CTD
(Mayer et al., 2012). Récemment, il a été montré que Ser2 et Ser5 peuvent également étre
glycosylées. Comme la glycosylation et la phosphorylation sont mutuellement exclusives, cette
modification aurait pour réle d’empécher la phosphorylation du CTD avant le recrutement de la
Pol Il sur le promoteur (Ranuncolo et al.,, 2012). A I'extrémité du CTD, la position 7 de
I'heptapeptide est majoritairement constituée de résidus arginine et lysine qui peuvent étre
méthylés (Sims et al., 2011). Cette modification inhiberait I’expression des petits ARN nucléaires
(ARNsn) et des petits ARN nucléolaires (ARNsno). Chaque répétition du CTD contient 2 prolines en
positions 3 et 6 qui peuvent subir une isomérisation. L'enzyme Essl (Pinl chez 'homme)
reconnait le motif Ser-P/Thr — Pro et catalyse la transition entre les deux états isomériques de
Pro3 et Pro6 (Zhang et al., 2012). Cette modification conformationnelle influence le schéma de
phosphorylation du CTD et constitue un niveau de régulation supplémentaire pour le recrutement

des facteurs liants le CTD.
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INTRODUCTION — La transcription des genes chez les eucaryotes

II. LA TRANSCRIPTION PAR L’ARN POLYMERASE II

(a) ‘Canonical’ transcription

Promoter escape and

PIC recruitment (initiation) ~—> abortive transcription

— Elongation —_ Termination
Ser5P Ser5P Ser5P

Ser2P N Ser2P
o e,

Promoter

Promoter

20-40 nt G ===

Figure 4 : Schéma récapitulant I’ensemble des étapes de la transcription par ’ARN polymérase
Il (Koch et al., 2008).

Toutes les étapes de la transcription sont représentées de la gauche vers la droite.

(a) La transcription est initiée par le recrutement des facteurs de transcription constituant
le PIC et de la Pol Il au niveau du promoteur. La kinase Cdk7 de TFIIH phosphoryle la sérine 5 du
CTD, facilitant I’échappée du promoteur. L’élongation est initiée par la phosphorylation de la
sérine 2 par la kinase Cdk9 du facteur d’élongation P-TEFb. La phosphorylation de la sérine 5
décroft, tandis que la phosphorylation de la sérine 2 augmente le long du géne. Une fois la Pol Il
arrivée au site de terminaison, la sérine 2 du CTD est déphosphorylée. L’ARN coiffé et
polyadénylé est relargué, la Pol Il peut étre recyclée.

(b) La pause a proximité du promoteur est associée a une étape de transcription abortive.
La Pol Il est engagée en transcription et produit des transcrits de 20 a 40 nucléotides.
Cependant, seule la sérine 5 du CTD est phosphorylée. Ce processus de pause est régulé par les
protéines DSIF, NELF et TFIIS. La transition nécessite le recrutement de P-TEFb, qui phosphoryle
la sérine 2 du CTD, et les facteurs NELF et DSIF. Lorsque NELF se dissocie, |I’élongation
productive peut étre amorcée.
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1. L’initiation de la transcription par la pol II

A. Le promoteur

Le promoteur désigne la séquence située immédiatement en amont du géne a transcrire et
servant de plateforme a la mise en place du PIC. Chez les eucaryotes, il peut étre divisé en
éléments de base (« core elements »), qui constituent la portion minimale requise pour initier
correctement la transcription in vitro, et en éléments régulateurs proximaux ou distaux (cf. IV.1.

de ce chapitre).

Les éléments de base incluent (Figure 5) : la boite TATA, la séquence initiatrice (Inr),
I’élément de reconnaissance de TFIIB (BRE « TFIIB recognition element »), le motif de 10 éléments
(MTE « motif ten elements ») et I'élément promoteur aval (DPE « downstream promoter
element ») (Hampsey, 1998; Lim et al., 2004). Chez S. cerevisiae, les éléments Inr, BRE, MTE et

DPE sont absents.

~-37t0-32 ~-31to-26 -2to+4 +18 to +27 +28 to +32

BRE  TATA box Inr MTE DPE

Figure 5 : Organisation du promoteur eucaryote (d’aprés Smale and Kadonaga, 2003).

a. Laboite TATA

La boite TATA fut le premier élément du promoteur eucaryote a étre mis en évidence. Elle
contient une séquence consensus reconnue par la sous-unité TBP (« TATA-binding protein ») du

facteur TFIID (Klein and Struhl, 1994). Cette association initie 'assemblage du PIC.

Chez la plupart des eucaryotes, notamment chez 'homme, la boite TATA est localisée 25 a 30
pb en amont du site de démarrage de la transcription (Struhl, 1995). Dans ce cas, le PIC est
assemblé au niveau de la boite TATA et la sélection du TSS se fait automatiquement 25-30 bp en
aval. Chez S. cerevisiae, la boite TATA se situe a une distance beaucoup plus variable, pouvant
aller de 40 a 120 pb (Hampsey, 1998). Chez cet organisme, le PIC est également assemblé au
niveau de la boite TATA, puis la Pol Il va scanner ’ADN en aval a la recherche d’un TSS (Giardina

and Lis, 1993; Kuehner and Brow, 2006).

Seuls 20% des génes de S. cerevisiae (Basehoar et al.,, 2004) et 35% des génes humains
(Gershenzon and loshikhes, 2005) semblent disposer d’'une boite TATA canonique, cependant la

TBP peut également se lier au promoteur en son absence (Kuras and Struhl, 1999; Li et al., 1999).
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La présence ou lI'absence de boite TATA au sein du promoteur a pu étre reliée chez la levure
(Basehoar et al., 2004, 2004; Mencia et al., 2002), ainsi que chez I’homme (Amir-Zilberstein et al.,
2007), a deux voies différentes d’assemblage du PIC : (1) une dépendante de TFIID, en absence de
boite TATA, qui correspond surtout aux génes exprimés de facon constitutive ; et (2) une
dépendante de SAGA (Spt-Ada-Gcn5 acétyltransférase), en présence d’une boite TATA, qui
concerne plut6ét les génes de réponse au stress. Les travaux du laboratoire de F. Pugh ont
récemment permis de préciser les mécanismes d’assemblage du PIC selon que le promoteur
contient ou non une boite TATA canonique (Rhee and Pugh, 2012). En présence d’une boite TATA,
SAGA permet le recrutement de la TBP sur le promoteur et entre en compétition avec le
nucléosome +1 (premier nucléosome situé apres le TSS). Ce mécanisme permet une plus grande
souplesse d’expression des genes en autorisant la perte du nucléosome +1. Avec cet obstacle en
moins, la Pol Il peut transcrire plus rapidement a un niveau plus élevé. De plus, le scan de la Pol Il
n’est alors plus limité et le TSS peut se situer plus loin en aval de la boite TATA. En absence de
boite TATA canonique, la TBP est recrutée sur le promoteur sous une forme complexée avec
TFIID. Dans ce second mécanisme, le PIC et les nucléosomes s’assemblent de maniére coopérative
et le nucléosome +1 joue alors un réle indicatif quant a la position du TSS. Le scan de la Pol Il est

alors tres limité, le TSS se situe donc beaucoup plus pres, juste avant le nucléosome +1.

b. Laséquence initiatrice (Inr)

La comparaison des séquences promotrices de différents génes a permis de mettre en
évidence I'existence d’une séquence consensus, incluant le TSS, suffisante a l'initiation de la
transcription a la fois in vitro et in vivo (Corden et al., 1980; Smale and Baltimore, 1989). Cette
séquence initiatrice notée Inr est retrouvée uniquement chez les eucaryotes pluricellulaires. De
nombreux facteurs sont capables d’interagir avec I'Inr, le principal étant TFIID, qui s’y lie
directement et spécifiguement via ses sous-unités TAF1 et TAF2 (Kaufmann and Smale, 1994;
Verrijzer et al., 1995). La Pol Il est également capable de reconnaitre I'Inr et permet la mise en
place d’'un complexe stable constitué de la Pol Il, la TBP, TFIIB et TFIIF sur les promoteurs sans

boite TATA (Carcamo et al., 1991; Weis and Reinberg, 1997).

c. L’élément de reconnaissance de TFIIB (BRE)

L’élément de reconnaissance de TFIIB (BRE) se situe en amont (BREu) ou en aval (BREd) de
certaines boites TATA (Deng and Roberts, 2005). Il est reconnu par le complexe TFIIB grace a une
séquence consensus (Lagrange et al.,, 1998). Il peut avoir un effet positif ou négatif sur la

transcription. A noter que cet élément ne fonctionne qu’en association avec une boite TATA.
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d. Le motif de 10 éléments (MTE) et I'élément promoteur aval (DPE)

Le motif de 10 éléments (MTE) se situe entre I'Inr et le BRE (Lim et al., 2004), tandis que
I’élément promoteur aval (DPE) se situe en aval du site de démarrage de la transcription (Butler
and Kadonaga, 2002). Tous deux sont retrouvés plus généralement dans les promoteurs
dépourvus de boite TATA. lIs sont fixés par les sous-unités TAF6 et TAF9 du complexe TFIID (Burke
and Kadonaga, 1996; Theisen et al., 2010).

L'initiation de la transcription constitue la premiéere étape de la transcription. Durant cette

étape, la Pol Il ne se fixe pas directement sur ’ADN mais par l'intermédiaire de cofacteurs.

Les premiers a intervenir sont les facteurs généraux de la transcription (GTFs) (Reinberg et
al.,, 1998) qui sont au nombre de six : TFIIA, TFIIB, TFIID, TFIIE, TFIIF et TFIIH (Tableau 3). lIs
interviennent notamment dans la reconnaissance du promoteur, le recrutement de la Pol Il et
I'ouverture de I'ADN. Leur assemblage va former le PIC qui correspond au complexe minimal

requis pour initier la transcription.

Facteur Sous-unités Fonction

TFIID 14/15 Interagit avec la boite TATA via sa sous-unité TBP
Induit une torsion de I’ADN.
Permet le recrutement de TFIIA et TFIIB.

TFIIA 2/3 Stabilise la TBP et permet la liaison TFIID/ADN.
Role dans la réponse aux activateurs.
TFIIB 1 Stabilise I'interaction entre la TBP et le promoteur.

Permet le recrutement du complexe Pol II/TFIIF.
Role dans la sélection du TSS.
TFIIF 2/3 Interagit avec la Pol Il et permet son recrutement au sein du PIC.
Permet le recrutement de TFIIE et TFIIH.
Role dans les étapes précoces de I'élongation.

TFIIE 2 Interagit avec le promoteur.
Permet le recrutement de TFIIH et active son activité kinase.
TFIIH 10 Réle dans la transcription et la réparation de I’ADN.

Possede 3 activités : kinase qui permet de phosphoryler le CTD,
ATPase qui permet I'échappée du promoteur, et hélicase qui
permet I'ouverture de la bulle d’ADN.

Tableau 3 : Fonction des différents facteurs généraux de la transcription.
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Des expériences d’addition in vitro de ces différents facteurs ont permis de déterminer
I'ordre dans lequel ils interviennent (Buratowski et al., 1989) (Figure 6). TFIID est le premier
facteur a étre recruté sur le promoteur. Ce complexe qui contient la TBP, est suffisant pour initier
la transcription basale in vitro sur les promoteurs pourvus d’'une boite TATA (Horikoshi et al.,
1989). TFIIA et TFIIB sont ensuite recrutés et vont stabiliser la liaison entre la TBP et le promoteur.
Puis la Pol Il, liée a TFIIF, est également inclue au sein du PIC. Finalement, TFIIE recrute TFIIH qui

va permettre I'ouverture de la bulle de transcription et le passage en élongation de la Pol Il.

TFIIF TFIIE
TFIIA TFIB Polll TFIIH
Promoteur ‘

Complexe
de pré-initiation

Figure 6 : Mise en place du complexe de pré-initiation in vitro (d’aprés Buratowski et al.,
1989).

Récemment, des analyses par microscopie électronique des différents intermédiaires qui
apparaissent durant I'assemblage du PIC ont permis de détailler le réseau d’interaction entre les
différents facteurs. La premiére étude, réalisée par le laboratoire de E. Nogales, décrit la
formation du PIC humain (He et al., 2013). Ce travail a permis d’intégrer les données biochimiques
et structurales disponibles a ce jour en un schéma mécanistique unifié de l'initiation de la
transcription. Il montre notamment une interaction directe entre le domaine de dimérisation de
TFIIF et le domaine mobile de la Pol Il lors de I'ouverture de la bulle de transcription. Cette
observation permet de proposer un modéle mécanistique de la facon dont cet élément de TFIIF
facilite et/ou maintient la séparation des brins d’ADN au moment de la fermeture de la pince de la
Pol Il. La structure obtenue montre aussi comment TFIIH peut a la fois interagir avec TFIIE a la
base de la pince de la Pol Il et placer sa sous-unité XPB sur I’ADN situé en aval. La visualisation des
deux formes ouvertes et fermées de I'’ADN permet également d’étudier les transitions
structurales nécessaires a I'ouverture de la bulle de transcription. XPB fonctionne comme une
ADN translocase et permet d’insérer environ 10 pb d’ADN dans le sillon de la Pol Il. Cette action
induit alors un surenroulement négatif de ’ADN prés du TSS et TFIIF et TFIIB agissent alors
ensemble pour maintenir I’ADN sous forme ouverte. Ce modele est en accord avec le mécanisme
proposé récemment par le laboratoire de S. Hahn pour la sous-unité Ssl2/XPB chez la levure qui
agirait en tant qu’ADN translocase plutdét qu’hélicase comme il était suggéré jusqu’alors

(Grinberg et al., 2012).
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Cependant, les travaux réalisés au méme moment chez S. cerevisiae par le laboratoire de D.
Kornberg contredisent plusieurs aspects du modeéle proposé par E. Nogales, notamment en ce qui
concerne le positionnement de TFIIE, TFIIF et TFIIH et I'association de la Pol Il avec I’ADN
(Murakami et al., 2013). Cette étude associe la microscopie électronique au pontage et a la
spectrométrie de masse. Les densités obtenues pour chacun des GTFs sont proches de 100% ce
qui n’est pas le cas dans I'article de E. Nogales. Cette analyse décrit une division du PIC en deux
parties, I'une associant les GTFs au promoteur, I'autre comprenant seulement la Pol Il qui ne
contacte pas le promoteur. Ce dernier est lié par 3 facteurs en amont de la pince de la Pol Il :
TFIIB, TBP et TFIIE et par TFIIH en aval. Entre les deux, I’ADN est donc libre pour permettre I'action
des hélicases. A l'inverse de ce qui est proposé dans le modele de E. Nogales, ici ce n’est qu’apres
gue I'ADN a été déroulé que le brin a transcrire peut entrer dans le sillon de la Pol Il. Les GTFs
permettent alors de stabiliser la bulle de transcription au niveau du promoteur. Bien que D.
Kornberg justifie chaque aspect de son modele en désaccord avec celui de E. Nogales, il n’est pas
possible a ce stade, de définir lequel des deux schémas est le plus proches de la réalité et des

analyses supplémentaires seront nécessaires afin de répondre a cette question.

In vivo, la situation est plus complexe puisqu’il faut tenir compte des co-activateurs. Ainsi,
différentes séquences d’arrivée peuvent coexister avec différents intermédiaires plus ou moins
abondants selon le promoteur (Esnault et al., 2008). Les analyses de H.S. Rhee et F. Pugh par ChlIP-
exo chez S. cerevisiae ont montré que dans tous les cas, la composition du PIC reste homogene,
les différences consistant surtout en des variations de niveau d’occupation des divers GTFs selon
le taux de transcription des genes (Rhee and Pugh, 2012). La séquence de formation du PIC in vivo
sera traitée plus en détail dans le chapitre consacré au Médiateur de la transcription, la

description qui en a été faite partant de I’étude de ce complexe (cf. Chapitre Il).

a. TFIID

In vitro, le promoteur est tout d’abord reconnu par le complexe TFIID, un facteur constitué
de la sous-unité TBP, qui se lie a la boite TATA, et de 14 polypeptides TAFs (« TBP associated
factors ») qui interviennent en tant que co-activateurs (Cler et al., 2009; Matangkasombut et al.,
2004; Sanders and Weil, 2000) (cf. IV. 3. de ce chapitre). 13 des TAFs de la levure sont conservés
chez I'ensemble des eucaryotes, seule TAF14 est spécifique a la levure (Hahn, 2004) et TAF15
spécifique a I'homme. De plus, la TBP humaine est interchangeable avec celle de la levure

(Buratowski et al., 1988) faisant de TFIID un facteur trés conservé chez les eucaryotes.

Les structures atomiques de plusieurs modules TAFs ainsi que de la TBP ont été résolues par

diffraction des rayons X mais aucune structure a haute résolution de TFIID dans son ensemble n’a
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encore été obtenue. Cependant, le complexe a également été étudié par microscopie
électronique et montre une architecture asymétrique trilobée en forme de pince (Andel et al.,
1999; Schultz et al., 2000). Cette structure est tres flexible autorisant d’importants changements
conformationnels qui permettent a TFIID d’interagir a la fois avec les éléments régulateurs et le
promoteur, méme si la distance entre les deux est grande (Grob et al., 2006; Papai et al., 2009).
Des analyses chez la levure, mais également chez ’lhomme, ont montré que 6 TAFs sont présents
en deux copies formant le coeur symétrique de TFIID. Ce coeur est important pour I'assemblage de
la TBP et des TAFs restants qui n’existent, quant a eux, qu’en une seule copie et forment une
protrusion sur la structure générale du complexe (Bieniossek et al., 2013; Sanders et al., 2002).
Toutes ces analyses montrent que les complexes TFIID de 'lhomme et de la levure partagent de

nombreuses similarités structurales.

TFIID provoque une courbure d’environ 80° de la molécule d’ADN, ce qui a pour effet de
dissocier légérement les bases complémentaires de la double hélice au niveau de la boite TATA
pour permettre I'arrivée des autres facteurs généraux (Nikolov et al., 1996). In vitro, la TBP suffit a
la transcription des génes contenant une boite TATA. Les protéines TAFs deviennent nécessaires
pour les promoteurs qui en sont dépourvus ou pour répondre aux activateurs. La composition en
TAFs va varier en fonction du type de promoteur sur lequel TFIID se fixe (Jacq et al., 1994). Chez la
levure, TFIID interagit directement via ses TAFs avec l'activateur Rapl et ce contact est
indispensable a la transcription des genes codant les protéines ribosomales in vivo (Garbett et al.,
2007; Mencia et al., 2002; Papai et al., 2010). Cette observation indique que TFIID a également un
role de co-activateur en formant un pont moléculaire direct entre les activateurs, liés sur les

régions régulatrices, et la machinerie de transcription.

In vivo, des expériences de ChIP chez S. cerevisiae ont montré que TFIID est majoritairement
retrouvé sur les promoteurs ne contenant pas de boite TATA tandis que SAGA, qui partage 5 sous-
unités avec TFIID, est majoritairement présent sur les promoteurs contenant une boite TATA
canonique (Basehoar et al., 2004). Cette observation révele une bipolarité du génome, utilisant
des voies de régulation différentes selon que le gene est exprimé de maniére constitutive ou

inductible comme il I'a été précédemment décrit dans la partie consacrée a la boite TATA.

b. TFIIA

TFIIA se compose de 2 sous-unités chez S. cerevisiae et 3 chez ’homme (DeJong and Roeder,
1993; Ranish and Hahn, 1991). Ce facteur interagit a la fois avec la TBP et la boite TATA et permet
de stabiliser TFIID sur 'ADN (Imbalzano et al., 1994). Le complexe ainsi formé est actif, et I'ajout

des GTFs restants et de la Pol Il permet d’initier la transcription (Lieberman and Berk, 1994). La
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comparaison des structures cristallographiques de I'assemblage TFIIA-TBP-ADN chez ’homme et
la levure montre une forte conservation de I'architecture du complexe (Bleichenbacher et al.,

2003).

TFIIA interagit également avec le co-activateur SAGA (Warfield et al., 2004) ainsi qu’avec de
nombreux activateurs et répresseurs. Il permettrait ainsi la communication entre les activateurs
et les composants de la machinerie de transcription en modulant I'activité des composants de
SAGA et de TFIID et en inhibant I'action des répresseurs. Une analyse par microscopie
électronique de la structure formée par TFIIA, TFIID et I'activateur Rapl a permis de détailler le
mécanisme de fonctionnement de TFIIA lors de la mise en place du PIC (Papai et al., 2010). Tout
d’abord, Rapl se lie sur la région régulatrice et recrute TFIID en interagissant avec TAF1. TFIID
interagit a la fois avec le promoteur et la région régulatrice, créant une courbure de 'ADN qui
permet de rapprocher les deux domaines. Puis TFIIA est recruté et forme un pont entre Rapl et la
TBP qui permet de stabiliser la boucle de I’ADN. Ces interactions induisent un changement de
position pour TFIIA qui aurait plusieurs conséquences. Tout d’abord, il permettrait d’annuler
I'inhibition de la reconnaissance de la boite TATA par TFIID provoquée par l'interaction du
domaine inhibiteur de TAF1 avec la TBP (Kokubo et al., 1998). Il stabiliserait également
I'interaction de TFIID avec le promoteur et permettrait le recrutement ultérieur de TFIIB et de la
Pol II. Ainsi, TFIIA conduit les signaux de régulation au sein de TFIID qui forme une plateforme

d’assemblage pour le PIC.

c. TFIB

TFIIB ne comprend qu’une seule sous-unité. Ce facteur interagit a la fois avec la TBP et I’ADN
en se positionnant en aval de la boite TATA. Plusieurs études ont montré que des mutations dans
TFIIB entrainent un défaut de sélection du TSS (Pardee et al., 1998; Pinto et al., 1994; Zhang et al.,
2002). Ce défaut serait notamment d{i a une perte de l'interaction entre TFIIB et la sous-unité
Rpb2 de la Pol Il, fonctionnellement importante pour la sélection du TSS (Chen and Hampsey,
2004). TFIIB aurait également un réle dans la terminaison de la transcription en se liant en 3’ des
génes, permettant la formation de boucles entre le promoteur et le terminateur (Medler et al.,

2011; Singh and Hampsey, 2007; Wang et al., 2010).

TFIIB participe au recrutement de la Pol Il via une interaction directe avec TFIIF (Ha et al.,
1993) ou la Pol Il elle-méme (Miller and Hahn, 2006) et va alors aider a son positionnement
correct par rapport au complexe ADN-TBP pour que I’ADN atteigne le site actif de la Pol Il. La
structure de TFIIB associé a la Pol Il a été étudiée par cristallographie et a permis de mettre en

évidence le réle de TFIIB dans I'ouverture de ’ADN au niveau du promoteur et la reconnaissance
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de I'Inr (Kostrewa et al., 2009; Liu et al., 2010). La liaison de TFIIB a la Pol Il induit également des
changements dans la structure de cette derniére notamment au niveau de son site actif,

importants pour stimuler la synthése de I’ARN (Sainsbury et al., 2013).

d. TFIIF

TFIIF comprend 3 sous-unités chez S. cerevisiae et 2 chez I’'homme (Burton et al., 1988; Henry
et al., 1994). Ce facteur intégre le PIC sous une forme liée a la Pol Il (Buratowski et al., 1989;
Svejstrup, 2004). Cette fixation se fait via la face supérieure de I'enzyme, laissant TFIIF libre
d’interagir avec d’autres facteurs (Chung et al., 2003). Ceci est important pour les étapes qui
suivent puisque TFIIF va interagir avec les autres GTFs: TBP, TFIID, TFIIB et TFIIE, pour stabiliser le
PIC (Coulombe et al., 1994; Kim et al., 1997; Robert et al., 1996). TFIIF interagit notamment avec
TFIIB et influence ainsi la sélection du TSS (Sun and Hampsey, 1995). Il empéche également les

interactions non spécifiques avec I’ADN (Conaway and Conaway, 1993).

Des travaux récents suggerent que TFIIF aurait également un réle dans l'insertion et la
stabilisation de I’ADN dans le sillon menant au site actif de la Pol Il, ainsi que dans I'ouverture de
la pince de la Pol Il (He et al., 2013). TFIIF intervient aussi dans I'étape d’élongation en évitant les

arréts prématurés de la Pol Il (Lei et al., 1999).

e. TFIIE

TFIIE interagit avec TFIIF et la Pol Il et permet la stabilisation du PIC (Flores et al., 1989; Van
Mullem et al.,, 2002). Des expériences de photo-pontage ont permis de positionner le site
d’interaction de TFIIE prés de la pince de la Pol Il (Chen et al., 2007), consistant avec un réle pour
ce facteur dans la stabilisation du brin non transcrit aprés I'ouverture de I’ADN (Forget et al.,
2004). TFIIE permet ensuite le recrutement de TFIIH tout en stimulant ses activités ATPase,

hélicase et kinase (Ohkuma and Roeder, 1994; Ohkuma et al., 1995; Serizawa et al., 1994).

Le domaine C-terminal de TFIIE pourrait jouer un role dans la transition entre l'initiation et
I’élongation (Watanabe et al., 2003). Le domaine N-terminal est également impliqué dans
I’échappée du promoteur (Goodrich and Tjian, 1994). Cependant, il n’est pas défini a ce jour si ces
deux domaines agissent de fagon indépendante ou coopérative pour aider la Pol Il a passer en

élongation.
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f. TFIH

TFIIH est un complexe multiprotéique constitué de 10 sous-unités réparties en 2 modules :
un coeur de 7 sous-unités et un module kinase de 3 sous-unités (Gibbons et al., 2012). Sa kinase
Cdk7 lui permet de phosphoryler le CTD de la Pol Il sur sa sérine 5, modification qui marque le
passage en phase d’élongation (Holstege et al., 1997; Ohkuma et al., 1995; Sakurai and Fukasawa,
1999). Le module cceur de TFIIH contient deux hélicases : XPB et XPD (Ssl2 ou Rad25 et Rad3 chez
la levure). Seule l'activité hélicase ATP-dépendante de XPB serait requise pour permettre
I’'ouverture de la bulle de transcription au niveau du promoteur (Douziech et al., 2000; Holstege et
al., 1996). Cependant, un article récent publié par le laboratoire de S. Hahn suggére un nouveau
mécanisme d’ouverture de la bulle de transcription chez S. cerevisiae grace a l'activité ADN
translocase de Ssl2/XPB. Celle-ci permettrait d’insérer ~15 pb d’ADN dans le sillon de la Pol Il tout
en induisant I'ouverture de I’ADN (Grinberg et al., 2012). XPD n’intervient donc pas dans
I'ouverture de la bulle de transcription mais permet de stabiliser le module kinase de TFIIH et de

réguler I'activité kinase de Cdk7 (Keriel et al., 2002).

L'obtention de la structure des complexes TFIIH humain et de S. cerevisiae par microscopie
électronique a permis de montrer la grande conservation de I'organisation de ce complexe chez
les eucaryotes (Chang and Kornberg, 2000; Schultz et al., 2000). TFIIH apparait sous la forme d’un
anneau constituant le cceur de la protéine, surmonté par une protubérance qui correspond au

module kinase. Le point d’ancrage entre les deux modules est constitué par Rad3/XPD.

TFIIH interagit avec de nombreux activateurs (GAL4-VP16, p53, Rb...). Ceux-ci pourraient
faciliter son recrutement au sein du PIC ou activer ses activités enzymatiques (Zurita and Merino,
2003). A I'inverse, TFIIH pourrait également stimuler ces activateurs en phosphorylant certains de
leurs résidus spécifiques. C'est le cas du domaine d’activation AF-1 des récepteurs nucléaires RAR,
dont l'activité transcriptionnelle est stimulée aprés phosphorylation par TFIIH (Bastien et al.,

2000; Rochette-Egly et al., 1997).

En plus de son role dans l'initiation de la transcription, TFIIH intervient également dans le
processus de réparation de I’ADN par excision de nucléotide (Compe and Egly, 2012) qui sera
décrit dans le dernier chapitre de cette introduction (cf. Chapitre Ill) et également dans le

controle du cycle cellulaire (Larochelle et al., 1998).
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La transition entre l'initiation et I’élongation est marquée par différentes modifications qui
vont permettre a la Pol Il de s’échapper du promoteur. Tout d’abord la sérine 5 du CTD est
phosphorylée par TFIIH, avec pour conséquence une désolidarisation de TBP et TFIIE de la Pol Il
(Maxon et al., 1994; Usheva et al., 1992). D’autre part, la transcription ne peut pas débuter tant
que les deux brins de la molécule d’ADN ne se sont pas séparés (Holstege et al., 1997). Cette
étape est catalysée par la sous-unité Rad25 (homologue de XPB chez ’homme) de TFIIH et
dépend de I'ATP (Guzder et al.,, 1994; Tirode et al., 1999; Yan and Gralla, 1997). Il est alors
important de noter que durant les premiéres étapes de I'élongation, la position amont de la bulle
de transcription va rester en place, prés de la boite TATA, tandis que la partie avale va se déplacer
dans le sens de I’élongation, provoquant une extension de la bulle de transcription (Holstege et

al., 1997; Pal et al., 2005).

La polymérisation qui débute ensuite est souvent abortive, c'est-a-dire qu’elle produit de
petits ARNs de 5 a 10 nucléotides (nt) qui sont immédiatement libérés. Ce processus est surtout
présent chez les procaryotes et peut conduire a plus d’une centaine de cycles avortés (Hsu et al.,
2003). Chez les eucaryotes, il a été observé in vitro que la Pol Il réalise beaucoup moins de cycles
avortés. Ceci peut s’expliquer par le fait que la Pol Il est assistée par TFIIH dans cette étape de
transition, ainsi on constate qu’une inhibition de XPB empéche I'échappée du promoteur (Dvir et
al., 1997; Lin et al.,, 2005; Moreland et al., 1999). TFIIF intervient également pour limiter la
transcription abortive en augmentant la vitesse d’intégration des nucléotides au sein du transcrit
naissant (Yan et al.,, 1999). Une fois que la longueur du transcrit atteint 10 nt, la bulle de
transcription commence a se déplacer et on considére alors que la Pol Il s’est échappée du

promoteur.

2. L’elongation de la transcription par la Pol I1

Avant d’entrer en élongation productive, la Pol Il est sujette a une pause a proximité du
promoteur. Cette pause est induite par les complexes DSIF et NELF (Wada et al., 19983;
Yamaguchi et al.,, 1999). DSIF est constitué des facteurs d’élongation Spt4 et Spt5 qui sont
conservés de la levure a 'homme (Hartzog et al.,, 1998). NELF est constitué de 4 sous-unités :
NELF-A, B, C-D et E, et est conservé chez tous les mammiferes, mais n’existe pas chez S. cerevisiae
(Narita et al., 2003). L'induction de la pause par ces deux complexes pourrait se faire via une

interaction avec I’ARN néo-synthétisé puisque NELF-E peut se lier a 'ARN (Fujinaga et al., 2004).
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Cette pause existe dans environ 30% des genes et peut intervenir a la fois sur des génes
inductibles et des genes constitutifs, méme si elle est plus fréquente sur les genes impliqués dans
les processus développementaux ou dans la réponse a divers stimuli (Core et al., 2008; Muse et

al., 2007; Nechaev et al., 2010).

Chez la levure, la Pol Il adopte une distribution relativement uniforme le long des génes, la
pause a proximité du promoteur étant absente dans la majorité des cas (Steinmetz et al., 2006). A
I'inverse, chez la drosophile (Lee et al., 2008; Zeitlinger et al., 2007) et chez les mammiféres
(Guenther et al., 2007; Kim et al., 2005), la distribution de la Pol Il est moins homogene sur le
corps des génes avec notamment un signal concentré a proximité du TSS. L’accumulation de Pol Il
s’accompagne de marques d’histones spécifiques aux genes actifs (Guenther et al., 2007) et d’'une
bulle de transcription ouverte sur 20-60 pb en aval du TSS (Muse et al., 2007). De plus, I'inhibition
de NELF induit la libération du promoteur de la Pol Il pausée. Ces caractéristiques témoignent

d’une Pol Il engagée en élongation.

Depuis la découverte de I'existence de cette pause de la Pol Il, de nombreux réles ont pu lui
étre attribués. Tout d’abord, elle constitue un point de régulation en permettant 'intégration des
signaux par la Pol Il et également un point de contréle afin de vérifier que la Pol Il est préte a
débuter I’élongation (Henriques et al., 2013). Elle permet également la déplétion en nucléosomes
et le maintien de la chromatine dans cet état accessible aux différents facteurs de régulation
(Shopland et al., 1995). Des expériences de localisation de la Pol Il engagée dans la transcription
ont révélé I'existence de deux types de pauses : une proximale en amont du nucléosome +1 et
une plus distale au niveau du nucléosome +1, suggérant que les nucléosomes pourraient réguler
ce mécanisme de pause en bloquant I'élongation a des sites spécifiques (Kwak and Lis, 2013).
Enfin, cette pause de la Pol Il pourrait également avoir un réle dans I'ajout d’une coiffe en 3’ de
I’ARN néo-synthétisé, et cette modification pourrait étre un pré-requis a la sortie de la pause (Pei

et al., 2003).

La sortie de pause requiert 'activité kinase de P-TEFb qui va phosphoryler les complexes
NELF et DSIF (Peterlin and Price, 2006), engendrant la dissociation de NELF tandis que DSIF reste
associé a la Pol Il mais passe d’un facteur inhibant a un facteur stimulant I’élongation (Wada et al.,
1998b). Lors de son entrée en pause, la Pol Il a un mouvement de recul sur I’ADN qui va déplacer
du site catalytique I'extrémité 3’ du transcrit. TFIIS va alors jouer un réle important en stimulant
I'activité de clivage de la Pol Il qui va permettre de réaligner I'extrémité 3' de I'ARN avec le site
actif de la Pol Il (Adelman et al., 2005). Sur la majorité des génes, le recrutement de P-TEFb

intervient immédiatement aprés l'initiation, la Pol Il peut alors rapidement passer en élongation
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productive. Cependant, a certains genes, cet éveénement intervient plus lentement, avec pour

conséguence une accumulation de Pol Il pausée.

Au cours de I'élongation, la bulle de transcription progresse le long de I’ADN qui s’ouvre au
fur et a mesure sur 11-12 nucléotides. Durant cette étape, la molécule d’ARN est allongée par
incorporations de NTPs et libération de pyrophosphate (PPi). L'ARN naissant est fusionné avec le
brin d’ADN matrice sur 8-9 nt, formant un hybride ARN-ADN qui joue un r6le important dans la

stabilité du complexe d’élongation (Kireeva et al., 2000).

In vitro, la vitesse de transcription par la Pol Il n’est que de 100 a 300 nt par minute alors
gu’elle est cing fois plus élevée in vivo. Cette différence est due a la présence de nombreux
facteurs d’élongation qui interviennent a plusieurs niveaux (Fish and Kane, 2002). Les facteurs
TFIIF, ELL et les élonguines diminuent les pauses de la Pol Il tandis que TFIIS permet de réactiver la
Pol Il apres une pause. HMG14 et FACT stimulent directement I'élongation par la Pol Il. Enfin,
d’autres facteurs tels que P-TEFb, DSIF, Elongator... ont également été impliqués dans la

régulation de I’élongation mais leurs mécanismes d’action sont peu décrits.

Durant la phase d’élongation, la Pol Il marque encore des pauses régulieres. Le facteur
d’élongation TFIIS aide alors la Pol Il a reprendre la transcription en stimulant son activité
nucléase. Le transcrit naissant est clivé prés de son extrémité 3’ qui peut ensuite reprendre une
position correcte au sein du site actif de la Pol Il (Wind and Reines, 2000). TFIIF est quant a lui
capable d’influencer la vitesse de progression de la Pol Il en réduisant le temps que la Pol Il passe
sous forme pausée (Lei et al., 1999). Des analyses par NET-seq (« native elongating transcript
sequencing ») réalisées chez S. cerevisiae ont montré que la Pol Il passe autant de temps en pause
gu’en élongation (Churchman and Weissman, 2011). De plus, les pauses interviennent prés de
régions riches en nucléosomes qui seraient la cause majeure des pauses observées. La délétion de
DST1, le gene codant pour TFIIS, induit un décalage du site de pause, qui correspond a la position
de la Pol Il avant son recul, et un changement global dans les séquences entourant le site de

pause. Ceci confirme le réle essentiel de TFIIS dans la reprise de la transcription aprés une pause.
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3. La terminaison de la transcription par la Pol II

La terminaison de la transcription est un processus complexe qui n’intervient pas a un site
précis ou a une distance constante de I'extrémité 3’ du nouveau transcrit. Chez les mammiféres,
la distance entre la région 3’ et le site de terminaison de la transcription peut ainsi varier de

quelques pb a plusieurs kb (Proudfoot, 1989).

La terminaison est importante afin d’éviter une interférence avec la transcription des genes
situés en aval du transcrit. Cette étape est dépendante de la poly-adénylation (poly(A)) de I’ARN
néo-synthétisé. En effet, un défaut a ce niveau empéche la terminaison in vivo (Birse et al., 1998;
Osheim et al., 1999). Suite au signal de poly(A), la Pol Il décéléere et I'hybride ARN/ADN est
déstabilisé. La déphosphorylation du CTD par Fcpl joue également un réle déterminant dans la
terminaison de la transcription en induisant la coupure de I’ARN néo-synthétisé, la libération de la
Pol Il et son recyclage (Kamada et al., 2003; Proudfoot et al., 2002). Par ailleurs, un mode de
terminaison alternatif a été mis en évidence dans le cas des ARNnc faisant intervenir le complexe
Ndrl, qui reconnait des sites spécifiques a I'extrémité 3' de I'ARN. (Lykke-Andersen and Jensen,

2007)
4. Laréinitiation de la transcription par la Pol II

Apres initiation de la transcription par la Pol Il, in vitro, TFIIA, TFIID, TFIIH, TFIIE et le
Médiateur restent associés sur la région promotrice formant une plateforme pour la réinitiation
appelée « scaffold » (cf. Chapitre 11.VI.2.). Ce complexe n’a pas encore été identifié in vivo mais
pourrait exister au niveau des génes les plus transcrits pour permettre une réinitiation plus rapide

de la transcription en recrutant les facteurs manquants (Liu et al., 2004; Yudkovsky et al., 2000).

5. La transcription « pervasive »

Au cours des dernieres années, il est devenu de plus en plus évident que I'expression du
génome des eucaryotes est beaucoup plus complexe que ce que I'on pensait jusqu’alors. L'idée
selon laquelle le transcriptome dériverait exclusivement des génes codants pour des protéines
ainsi que de quelques ARNnc (ARNsn, ARNsno, ARNt ou ARNr) a été remise en cause par de
nombreuses études indiquant que la Pol Il peut étre retrouvée a n'importe quel endroit du
génome. Le terme de transcription « pervasive » se référe donc au fait que la transcription
s’étend a tout le génome de facon omniprésente. Ce processus loin d'étre futile semble jouer un
réle crucial dans le contréle de I'expression génique et la plasticité du génome (Jensen et al.,

2013).
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Chez S. cerevisiae, on estime que 85% du génome est transcrit (David et al., 2006). Deux
catégories de transcrits « pervasifs » peuvent étre distingués : une premiére partie qui provient
des régions intergéniques (Nagalakshmi et al., 2008) et une seconde qui se trouve au niveau
d’ORFs connues, transcrite soit dans la méme direction, soit dans le sens opposé du géne codant
(Carninci et al., 2006; Katayama et al., 2005). Ce type de transcrit a pu étre mis en évidence grace
a des mutations dans les facteurs d’élongation Spt6 et Sptl6, protéines indispensables a la
réorganisation correcte des nucléosomes apres le passage de la Pol Il. Leur mutation provoque
une transcription intragénique parasite qui débute au sein de la région codante au niveau de
promoteurs cryptiques (Kaplan et al., 2003). Peu apreés, une autre preuve de I'existence de cette
transcription pervasive a été apportée grace a I'utilisation de souches défectueuses dans certaines
voies de dégradation de I’ARN. Ainsi, I'absence de Rrp6, une sous-unité catalytique de I'exosome
de S. cerevisiae, induit I'accumulation d’un certain type de transcrits appelés CUTs (« cryptic
unstable transcripts »), qui normalement ne s’accumulent pas jusqu’a un niveau détectable dans
les cellules sauvages (Davis and Ares, 2006; Neil et al., 2009; Wyers et al., 2005). Un second type
de transcrit a par la suite été découvert, moins sensible a I'activité de dégradation de Rrp6 et
nommé de par ce fait SUTs (« stable unannotated transcripts »)(Xu et al., 2009). Enfin, une
derniéere classe de transcrit a pu récemment étre mise en évidence, dont la dégradation dépend
de I'exoribonuclease Xrnl et donc nommés XUTs (« Xrnl-sensitive unstable transcripts ») (van Dijk

et al,, 2011).

CUTs, SUTs et XUTs sont tous transcrits par la Pol Il. Les CUTs représentent 13% des transcrits
trouvés chez la levure, les SUTs 12%. Ces deux types de transcrits proviennent quasiment
exclusivement de régions pauvres en nucléosomes (« nucleosome-depleted regions » NDRs)
situées dans les parties 5’ ou 3’ des genes. La majeure partie de ces transcrits résulte d’une
transcription divergente au niveau des promoteurs des genes, laissant suggérer que la majorité
des promoteurs sont divergents, leur polarité apparente résultant seulement du fait que I'un des
deux transcrits produit est rapidement stoppé et dégradé (Core et al., 2008; He et al., 2008;
Preker et al., 2008; Schulz et al., 2013; Seila et al., 2008; Xu et al., 2009).

La transcription pervasive existe également chez les mammiféres. On estime ainsi que 75%
du génome humain est transcrit. Dans ce type d’organisme, les ARNnc sont définis selon leur
longueur. Il existe ainsi des ARNNnc longs (LncRNA) qui ont une taille > 200 nucléotides et sont, le
plus souvent, associés avec la transcription des ARNm ; et des ARNnc courts qui sont trouvés soit
a la fin soit au début des geénes codants des protéines (Kapranov et al., 2007) et nommés pour
cette raison PASRs (« promoter-associated small RNAs ») ou TASRs (« terminator-associated small

RNASs »).
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Une des hypothéses quant au réle de la transcription pervasive serait que la Pol Il fonctionne
selon un systeme d’essais et tests d’erreurs et se lance parfois dans une transcription non
fonctionnelle avant de transcrire les genes codants des protéines (Berretta and Morillon, 2009).
Cependant, plusieurs observations suggérent que dans certains cas, la transcription pervasive
pourrait avoir une fonction. Tout d’abord, tous ces transcrits ne sont pas instables, notamment les
SUTs chez la levure et les PASRs chez ’lhomme. De plus, de nombreuses séquences qui encodent
ces transcrits sont trés conservées (Carninci et al., 2005). Enfin, il existe des transcrits qui peuvent
étre régulés selon les conditions de croissance (Xu et al., 2009) ou durant le développement (Stolc
et al.,, 2004). Dans certains cas, la séquence du transcrit n’est pas conservée mais celle du
promoteur I'est, et la transcription de I’ARNnc aurait alors un réle d’interférence. C'est le cas de
I’ARNNc SRG1 qui interfere avec le promoteur du gene de réponse au stress SER3 en empéchant la

liaison des différents facteurs de la transcription (Martens et al., 2004).

Bien que cette transcription semble jouer un role physiologique, la majorité est simplement
due a une transcription incontrélée au niveau du site d’initiation. Des systemes doivent donc
intervenir afin de limiter ce « défaut » pour ne pas qu’il perturbe la transcription « classique ». De
plus, un exceés d’ARNNnc pourrait étre toxique pour la cellule. C'est pourquoi différents facteurs
limitent ce processus. C’'est le cas des remodeleurs de la chromatine Spt6 et FACT (Kaplan et al.,
2003) ou de I'histone deacétylase Rpd3, qui assurent le maintien des nucléosomes sur I’ADN
durant I'élongation pour éviter tout début de transcription non désiré. Dans le cas ol cette
premiere barriere ne suffit pas, des systemes de terminaison de la transcription couplés
directement a la dégradation du transcrit peuvent intervenir. Chez S. cerevisiae, ce processus
dépend du systéme Nrd1 constitué des protéines de liaison a I’ADN Nrd1 et Nab3 et de I'hélicase
Senl (Arigo et al., 2006; Thiebaut et al., 2006). Nrd1 et Nab3 permettent de reconnaitre un signal
de terminaison sur le transcrit naissant. Nrd1 interagit également avec le CTD de la Pol Il et
permet le recrutement de Senl qui va dissocier le transcrit de sa matrice ADN (Porrua and Libri,
2013). Enfin, le systéeme Nrd1 s’associe avec I'exosome et le complexe activateur TRAMP (Trf4-

Air2-Mtr4  polyadenylation), tous deux impliqués dans la dégradation des CUTs.
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III. CONTEXTE CHROMATINIEN

Au sein du noyau, I’ADN des eucaryotes est associé a des complexes protéiques qui forment
la chromatine (Figure 7). Cette organisation permet de compacter ’ADN mais aussi de réguler les
processus biologiques ayant ’ADN comme substrat tels que la transcription, la réplication, la
recombinaison et la réparation, en modulant I'acces a I’ADN des différentes protéines intervenant

dans ces processus.

La chromatine est principalement constituée d’histones composées de deux hétérodimeres
H2A-H2B et H3-H4, autour desquels s’enroule ’ADN sur 146 pb pour former un nucléosome. Sous
cette forme compactée, I’ADN est moins accessible a la machinerie de transcription, cependant, il
existe au sein du noyau des régions ou la chromatine est sous forme relachée formant
I’euchromatine par opposition avec I’hétérochromatine qui représente les zones de structure plus
dense. Les promoteurs des génes sont situés dans ces régions ou la densité de nucléosomes est
moindre (Bernstein et al., 2004; Lee et al.,, 2004; Sekinger et al., 2005). Il existe ainsi des
séquences d’environ 200pb autour des promoteurs des genes qui sont dépourvues de

nucléosomes (Yuan et al., 2005).
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Figure 7 : Organisation chromatinienne de I'ADN (Griffiths et al., 2004, http://www.mun.ca/)

La cartographie des nucléosomes sur I'ensemble du génome de S. cerevisiae a pu étre définie
avec une trés grande résolution en compilant les données obtenues par différents laboratoires
(Jiang and Pugh, 2009). Tous ont utilisé la méme méthode qui consiste a digérer les fragments
obtenus par ChIP avec la MNase, une endonucléase qui digére ’ADN qui n’est pas protégé par les

nucléosomes. Un séquengage a haut débit des fragments restants permet ensuite de localiser
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précisément les nucléosomes (Wal and Pugh, 2012). Cette carte révele que la position des
nucléosomes varie tres peu d’une cellule a I'autre et que la distance entre eux est globalement
fixe. Elle montre également |’existence de motifs spécifiques d’organisation en 3’ et en 5’ des
genes. La localisation des nucléosomes dans les cellules humaines a également été étudiée en

utilisant une méthode similaire (Gaffney et al., 2012; Schones et al., 2008; Valouev et al., 2011).

1. Modification des histones

Les histones subissent de nombreuses modifications post-traductionnelles qui vont changer
leurs propriétés physico-chimiques (Kouzarides, 2007). Il s’agit de méthylations, acétylations,
sumoylations, ubiquitinations, ADP-ribosylations, et phosphorylations des sérines, lysines et
arginines (Tableau 4). Les différentes combinaisons de ces modifications peuvent étre reconnues
par des protéines spécifiques et accompagnent la réponse transcriptionnelle qui varie selon la

position sur le génome.

Modifications Position Enzymes Fonction dans la
transcription
S. cerevisiae Mammiferes
Méthylation H3 K4 Setl MLL, ALL-1, Set9/7, Activation
ALR-1/2,
ALR, Setl
K9 n/a Suv39h, G9a, Eu- Répression,
HMTase |, ESET, activation
SETBD1
K27 E(Z) Répression
K36 Set2 HYPB, Smyd2, Recrutement de
NSD1 Rpd3S pour réprimer
I'initiation interne
K79 Dotl DotlL Activation
H4 K20 PR-Set7, SET8 « Silencing »
Méthylation Arg H3 R2 CARM1 Activation
R17 CARM1 Activation
R26 CARM1 Activation
H4 R3 PRMT1 Activation
Phosphorylation H3 S10 Snfl Activation
Ubiquitination H2B K120/123 Rad6, Brel  UbcH6, RNF20/40  Activation
H2A K119 hPRC1L Répression
Acétylation H3 K56 Activation
H4 K16 Sas2, NuA4 hMOF Activation
Htzl K14 NuA4, SAGA Activation

Tableau 4 : Modification des histones (Li et al., 2007)
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Certaines modifications sont associées a une activation de la transcription comme c’est le cas
pour I'acétylation des histones H3/H4 et les méthylations des lysines K4 et K36 de I’histone H3
(Pokholok et al., 2005). Ainsi, on retrouve au niveau des régions promotrices les marques
H3K4me3, H3K9ac et H3K14ac, tandis que la marque H3K36me3 est présente sur I'ORF des génes
activement transcrits. A l'inverse, la désacétylation des histones et la méthylation des lysines K9
et K27 de I'histone H3 sont associés a une répression de la transcription (Li et al., 2007). Aussi, les

marques H3K27me et H3K9me3 sont retrouvées exclusivement sur les genes réprimés.

2. Variants d’histones

Il existe également des variants d’histones (Tableau 5) qui peuvent étre incorporés a la place
des histones canoniques et qui jouent un réle dans la régulation de I'expression des génes. lls
différent des histones canoniques au niveau de la queue N-terminale, de I’"HFD (« histone fold
domain ») ou de plusieurs acides aminés dans la séquence protéique (Doyen et al., 2006; Henikoff
and Ahmad, 2005). Leur incorporation a un impact sur la structure chromatinienne et peut étre

associée a une activation ou a une inhibition de la transcription.

Histone Variant Réle dans la transcription Localisation

H3 H3.3 Activation de la transcription Région transcrite

H2A macroH2A Inactivation du chromosome X  Chromosome X inactivé
H2AZ Activation/ répression de la Promoteur, hétérochromatine

transcription
H2ABbd Activation de la transcription Chromosome X actif et autosomes
H2A.X Répression Canonique, distribué sur tout le
génome

Tableau 5: Variants d'histones (Li et al., 2007)

3. Remodelage de la chromatine

Certains complexes protéiques utilisent I’'hydrolyse de I'ATP pour altérer les contacts entre
I’ADN et les histones avec pour conséquence un « remodelage de la chromatine » (Vignali et al.,
2000). Le terme « remodelage » définit tous les événements qui altérent la sensibilité aux
nucléases de la chromatine (Aalfs and Kingston, 2000). Celui-ci peut consister en un déroulement
de I'ADN, un déplacement des nucléosomes ou leur détachement complet et va permettre de
modifier I'accessibilité de I’ADN aux divers facteurs de la transcription. Une description plus
compléte des complexes de remodelage de la chromatine sera faite dans la derniére partie de ce

chapitre (cf . IV. 2. B. de ce chapitre).
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IV. REGULATION DE LA TRANSCRIPTION PAR LA POL II

Les différents signaux de I'environnement cellulaire entrainent la fixation de facteurs de
transcription (TFs), répresseurs (TRs) ou activateurs (TAs), sur des éléments régulateurs (UAS
« upstream activating sequence » ou URS « upstream repressing sequence ») associés au
promoteur des genes afin d’en moduler I'expression. Des co-activateurs et co-répresseurs vont
ensuite intégrer les signaux en provenance des activateurs et répresseurs spécifiques et les
transmettre a la machinerie de base de la transcription dont l'activité pourra alors étre

augmentée ou diminuée.
1. Les éléments de régulation

Les éléments de régulation sont des séquences d’ADN pouvant étre liées par divers facteurs
de transcription impliqués dans le controle de I'expression génique. On en distingue deux types :
les « enhancers » ou UAS et les « silencers » ou URS. Ces éléments sont majoritairement localisés

dans des régions dépourvues de nucléosomes (Xue et al., 2004), facilitant ainsi I'accés aux TFs.

Les « enhancers » ou UAS sont des séquences d’ADN liées par des activateurs spécifiques.
Ces séquences régulatrices semblent indispensables a la transcription de I'ensemble des genes de
classe Il et leur nombre et position va influencer le niveau d’expression (Swamy et al., 2009). Les
URS sont des sites de liaison pour des répresseurs spécifiques. lls peuvent étre situés en amont ou

en aval du promoteur (Johnson, 1995).

Chez la levure, les UAS ne sont efficaces que si elles sont situées a une faible distance
(quelques centaines de pb) en amont du promoteur de base (Dobi and Winston, 2007; Struhl,
1984). A I'inverse, chez les eucaryotes pluricellulaires, les « enhancers » sont fonctionnels a la fois
en 3’ et en 5’ du géne (Webster et al., 1988) et peuvent se situer a une distance du promoteur
supérieure a 1lkb (Blackwood and Kadonaga, 1998). Or, les activateurs fixés sur '« enhancer »
recrutent des co-activateurs qui, a leur tour, vont se fixer au promoteur. Ce schéma d’interaction
implique que l'activation de la transcription s’"accompagne de la formation de boucles de I’ADN,
afin de rapprocher le promoteur et '« enhancer ». Des expériences de capture de conformation
de chromosome (« chromosome conformation capture » 3C) (Dekker et al., 2002) ont permis de
confirmer I'existence de ce phénomene sur différents génes et de définir les protéines impliquées
dans la formation des boucles de 'ADN (ling et al., 2008; Vakoc et al., 2005). Par la suite, les
méthodes 4C et 5C qui associent le 3C avec une analyse sur puce ou un séquencage (Dostie et al.,
2006; Nora et al., 2012; Sexton et al., 2012; Simonis et al., 2006; Zhao et al., 2006), ont permis

d’étudier la conformation de la chromatine a une plus grande échelle. Enfin, la méthode Hi-C est
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apparue, qui associe le 3C avec un séquencage a haut débit, permettant ainsi I'analyse de la
structure tridimensionnelle de la chromatine a I'échelle du génome (Dixon et al.,, 2012;
Lieberman-Aiden et al., 2009). Les résultats obtenus montrent que les promoteurs et les éléments
de régulation sont engagés dans de multiples interactions a longue portée et forment des réseaux
complexes. Progressivement, ce type d’analyse permet de placer les génes et les éléments de

régulation dans un contexte tridimensionnel afin de révéler leurs relations fonctionnelles.
2. Les facteurs de transcription (TFs)

A ce jour, 180 protéines sont qualifiées de TFs dans la base de données de S. cerevisiae :
Yeastract. lls se regroupent en différentes familles selon la séquence et la structure de leur
domaine de liaison a I’ADN (Luscombe et al., 2000; Pabo and Sauer, 1992). On distingue, par
exemple, les protéines a doigt de zinc, les protéines hélice-tour-hélice, les protéines a glissiere a

leucine, les protéines a feuillet ...

Les méthodes de ChIP-chip et ChIP-seq (immunoprécipitation de chromatine suivie d’'une
hybridation sur puce a ADN ou d’un séquencage a haut débit) sont largement utilisées pour
déterminer les sites de fixation des TFs, leurs génes cibles et leur role dans la régulation (Guo et
al.,, 2010; Zhu et al., 2009). Ces analyses permettent également de découvrir de nouvelles
protéines interagissant avec I’ADN, notamment de nouveaux TFs, ainsi que les liaisons

coopératives qui peuvent exister entre plusieurs TFs dans certaines conditions biologiques.

Les TFs se fixent préférentiellement dans les régions déplétées en nucléosomes (NFR) et
contribuent a leur maintenance dans cet état (Badis et al., 2008). En surexprimant ou en délétant
des TFs spécifiques, il est possible de déterminer leurs genes cibles, sachant que dans la majorité

des cas, plusieurs TFs peuvent réguler les mémes genes (Chua et al., 2006; Sopko et al., 2006).

Généralement constitués de deux domaines : un domaine de liaison a ’ADN (DBD « DNA
binding domain ») et un domaine d’activation de la transcription (AD « activation domain »)
(Triezenberg, 1995), les activateurs ciblent un site spécifique (UAS) et permettent le recrutement
de co-activateurs (cf. IV.3. de ce chapitre). De ce fait ils favorisent le recrutement de la machinerie
de transcription au promoteur. Par exemple, les activateurs Gal4 et Gcnd, tres étudiés chez la
levure, permettent le recrutement de SAGA, NuA4, Swi/Snf, TFIID et du Médiateur (Fishburn et
al., 2005; Reeves and Hahn, 2005; Topalidou and Thireos, 2003).

La plupart possédent plusieurs domaines d’activation, ce qui leur permet de stimuler

I’expression de plusieurs genes souvent impliqués dans des processus similaires. Ainsi, I'activateur
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Hsfl se lie sur ses génes cibles suite a un stress thermique ou oxydatif et active, par exemple, les
génes codants les HSP (« heat chock protein ») (Hahn and Thiele, 2004). Leu2 agit a la fois en tant
gu’activateur et répresseur dans la régulation de la biosynthése des chaines d’acides aminés
branchées (Kohlhaw, 2003). La régulation des activateurs se fait au niveau post-traductionnel par
phosphorylation ou ubiquitination qui favorise leur activité, leur transfert au noyau ou, au

contraire, leur dégradation (Salghetti et al., 2001).

Les répresseurs sont définis par le fait que leur délétion ou leur mutation entraine une
augmentation de la transcription des genes cibles. lls inhibent la transcription de trois maniéres
différentes : (1) en renforgant la structure chromatinienne et bloquant ainsi la mise en place du
PIC, par exemple le complexe Ssn6-Tupl (Smith and Johnson, 2000), (2) en interagissant avec les
GTFs ou les co-activateurs, par exemple, Mot1, NC2 (Auble et al., 1994; Goppelt et al., 1996) ou
(3) en inhibant la fixation des activateurs, par exemple, Hsp90, Gal80 (Sil et al., 1999; Zou et al.,
1998).

3. Les co-activateurs

Les co-activateurs sont requis pour I'activation de la transcription par les activateurs dont ils
sont la principale cible (cf. IV.2.A. de ce chapitre). Bien gu’ils soient nécessaires aux mécanismes
d’activation de la plupart des génes in vivo, ils ne sont pas requis pour la transcription basale in
vitro, et contrairement aux activateurs spécifiques ils ne lient pas I’ADN sur des sites spécifiques
(Hampsey, 1998). lls peuvent avoir deux types d’activités : (1) favoriser la formation du PIC
(Médiateur, TAFs) en interagissant de maniere directe avec la machinerie de transcription ; ou (2)
modifier la structure de la chromatine (SWI/SNF, SAGA). Certains co-activateurs possédent ces

deux activités (Naar et al., 2001).

a. TAFsdeTFIID

En plus de la TBP, TFIID contient 14 TAFs (« TBP associated factors ») dont 5 sont partagés
avec le complexe SAGA (cf. IV.3.A.b. de ce chapitre). Ces protéines ont tout d’abord un rdle
structural en permettant I'assemblage et la stabilisation du complexe TFIID. Par exemple, TAF1 est
indispensable a I'association de la TBP avec le reste du complexe (Singh et al., 2004). Mais les
TAFs jouent également un role d’adaptateur en reliant les activateurs spécifiques a la machinerie

de transcription par la Pol Il (N&ar et al., 2001). lls agissent donc en tant que co-activateurs, requis

50



pour la transcription activée mais dispensables pour la transcription basale in vitro. Une
caractérisation plus approfondie de ces protéines a permis de montrer que les activateurs
peuvent contacter certains TAFs de facon spécifique afin de recruter TFIID sur les différents
promoteurs (Liu et al., 2009; Papai et al., 2010). Les TAFs auraient aussi pour réle de stabiliser
TFIID sur le promoteur en créant des contacts spécifiques avec I’ADN au niveau de I'Inr et du DPE

(Smale et al., 1990; Verrijzer et al., 1995).

Les TAFs sont trés conservés chez I’ensemble des eucaryotes, ce qui a permis la mise en place
d’une nomenclature unifiée (Tableau 6). Chez la levure, la composition en TAF de TFIID est unique
alors que chez les mammiferes, la composition varie selon le type cellulaire ou la voie de

régulation utilisée afin d’assurer une spécificité de liaison aux activateurs (Kolthur-Seetharam et

al., 2008).
Nom Homme S. cerevisiae
TAF1 TAFI1250 Taf145/130
TAF2 TAFII150 Taf150 ou TSM1
TAF3 TAFI1140 Tafd7
TAF4 TAFII130/135 Taf48 ou MPT1
TAF4b TAFII105
TAF5 TAFI1100 Taf90
TAF5L PAF65b
TAF6 TAFII80 Taf60
TAF6L PAF65
TAF7 TAFII55 Taf67
TAF7L TAF2Q
TAF8 (BAB71460)  Taf65
TAF9 TAFII32/31 Taf17
TAFIL TAFI31L
TAF10 TAFII30 Taf25
TAF11 TAFII28 Taf40
TAF12 TAFI1120/15 Taf61/68
TAF13 TAFII18 Taf19 ou FUN81
TAF14 Taf30
TAF15 TAFII68

Tableau 6: Nomenclature unifiée pour les TAFs (Tora, 2002).

Les TAFs communs aux complexes TFIID et SAGA sont indiqués en rouge.

Des analyses d’expression des genes a I’échelle du génome de S. cerevisiae apres délétion de
TAFs spécifiques a TFIID ou a SAGA ont permis de définir que 90% des genes sont majoritairement
TFIID-dépendants et 10% majoritairement SAGA-dépendants (Basehoar et al., 2004). Certains
TAFs possedent une ou plusieurs activités enzymatiques. Par exemple, TAF1 posséde des activités
kinase et histone acetyltransferase (HAT) (Mizzen et al., 1996). Ce TAF contient également deux
bromodomaines, des structures capables de reconnaitre les résidus lysine acétylés des histones,

que I'on retrouve dans les protéines impliquées dans les remaniements de la chromatine.
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b. SAGA

Le complexe SAGA de S. cerevisiae régule |'activité d'environ 10% du génome. Il est plus
particulierement impliqué dans la transcription des genes associés au stress, hautement régulés
(Basehoar et al., 2004). On constate que ces génes contiennent pour la plupart une boite TATA
canonique. Les autres genes sont plutét dépendant de TFIID, ce sont souvent des genes exprimés

de facon constitutive et qui, pour la majorité, ne contiennent pas de boite TATA canonique.

SAGA posséde de nombreuses fonctions incluant I'acétylation et la désubiquitination des
histones et I'assemblage du PIC. En plus de ces roles dans I'activation de la transcription, SAGA
facilite I’étape d’élongation (Govind et al., 2007), I'export des ARNm néosynthétisés en dehors du
noyau, la maintenance des téloméres (Atanassov et al., 2009) et la réparation de ’ADN par le
systeme NER (Guo et al., 2011). Ces activités, initialement décrites chez la levure, sont pour la

plupart conservées jusqu’a ’homme.

SAGA est un complexe multiprotéique de 2 MDa qui peut contenir jusqu’a 20 sous-unités,
dont les protéines Ada, Spt, TAF et les protéines Tral et Gen5 (Timmers and Tora, 2005). Ces
sous-unités sont organisées en 5 modules (Koutelou et al.,, 2010). Le module HAT contient
I’histone acétyl transférase Gen5 qui acétyle I’histone H3 et permet I'ouverture de la chromatine
(Owen et al., 2000). Le module DUB contient I'enzyme Ubp8 capable de désubiquitiner I’histone
H2B (Daniel et al., 2004), événement indispensable au recrutement de la kinase Ctk1 (Cdk9 chez
I'homme) qui phosphoryle le CTD. Le module SPT intervient dans I'assemblage du PIC en
interagissant directement avec la TBP via les sous-unités Spt3 et Spt8 pour permettre son
recrutement au promoteur (Laprade et al., 2007; Mohibullah and Hahn, 2008; Sermwittayawong
and Tan, 2006). Ce module contient également la protéine Tral qui interagit avec les activateurs
pour permettre le recrutement de SAGA au promoteur des genes cibles (Brown et al., 2001).

Enfin, le module TAF joue un rdole dans le maintien de I'architecture de SAGA.

Des preuves récentes ont permis de consolider I’hypothése selon laquelle le complexe SAGA
de la levure aurait divergé au cours de I'évolution en différents complexes protéiques « SAGA-
like » chez les métazoaires, incluant des variants de SAGA bien conservés et des variants d’ATAC
(« Ada two A containing ») plus distants (Guelman et al.,, 2006). La levure ne possede que le
complexe SAGA, ainsi qu’une forme dérivée SLIK (« SAGA-like complex) ou SALSA (« SAGA altered
Spt8 absent ») qui ne contient pas la sous-unité Spt8 (Belotserkovskaya et al., 2000; Pray-Grant et
al., 2002; Sterner et al., 2002). La drosophile posséde 2 complexes « SAGA-like » : SAGA et ATAC,

et I'homme 4 complexes : SAGA et ATAC contenant les sous-unités Gen5 ou Pcaf.
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c. Le Médiateur

Le Médiateur de la transcription sera plus amplement détaillé dans le chapitre Il de cette
introduction. Il s’agit d’'un complexe multi-protéique conservé chez tous les eucaryotes qui crée
un lien entre la Pol Il et les activateurs spécifiques en transmettant les signaux de régulation

(Kornberg, 2005).

Afin de faciliter I'acces des différents facteurs de la transcription a I’ADN, un « remodelage »
de la chromatine est nécessaire, pouvant nécessiter ou non une source d’énergie (ATP). Les
différents remodeleurs de la chromatine partagent un domaine ATPase similaire, flanqué par des
domaines variables qui permettent leur classification en 4 familles distinctes : SWI/SNF, ISWI, CHD
et INO8O (Clapier and Cairns, 2009). Ces familles sont conservées de la levure a 'homme (Tableau

7).

Le role des remodeleurs de la chromatine ne semble pas restreint a la transcription, ils
pourraient également intervenir dans d’autres mécanismes tels que la réparation et la réplication

de I’ADN (Citterio et al., 2000; Guschin and Wolffe, 1999).

Famille Organismes
Levure Drosophile Homme
SWI/SNF SWI/SNF - RSC BAP - PBAP BAF - PBAF
ISWI ISW1a - ISW1b - ISW2  NURF - CHRAC- ACF  NURF - CHRAC - ACF
CHD CHD1 CHD1 - Mi-2/NuRD CHD1 - NuRD
INO80 INO80 - SWR1 Pho-dINO80 - Tip60  INO8O - SRCAP - TRRAP/Tip60

Tableau 7 : Classification des remodeleurs de la chromatine (Clapier and Cairns, 2009).

a. SWI/SNF

Les membres de la famille SWI/SNF (« switch defecting/sucrose non-fermenting »), ont été
initialement purifiés chez S. cerevisiae, en tant que gros complexes de 2 MDa et de 8 a 14 sous-
unités (Cairns et al., 1994, 1996). Deux complexes ont été mis en évidence : SWI/SNF (BAF chez
I’'homme) et RSC (PBAF chez I’'homme) qui ciblent des génes différents. SWI/SNF est un complexe
dispensable, qui régule environ 5% des genes de S. cerevisiae (Holstege et al., 1998). A l'inverse,
RSC est essentiel a la viabilité cellulaire et beaucoup plus abondant (Cairns et al., 1996) avec
notamment un réle dans la réponse au stress, I'activation de la transcription et la ségrégation des

chromosomes.
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Les remodeleurs de la familles SWI/SNF possedent une activité ATPase intrinséque stimulée
par 'ADN (Laurent et al., 1993) qui leur permet de perturber I'arrangement des nucléosomes et
de faciliter la liaison a I’ADN des facteurs de la transcription. Ils contiennent également plusieurs
bromodomaines situés dans la région C-terminale de I’ATPase, capables de reconnaitre les résidus

lysine acétylés et essentiels a la fluidification de la chromatine.

Ces complexes sont recrutés par les activateurs au niveau de genes spécifiques (Peterson,
2000). lls peuvent également s’associer aux récepteurs nucléaires (Wallberg et al., 2000) ainsi
gu’a des facteurs spécifiques tels que c-Myc ou C/EBP (Armstrong et al., 1998; Kowenz-Leutz and
Leutz, 1999). En présence de chaperonnes des histones, ils sont capables d’engendrer le
détachement complet du nucléosome (Boeger et al., 2003). Beaucoup de promoteurs ne
dépendent pas de SWI/SNF pour leur activation. Une explication possible serait que ces
complexes seraient uniguement requis quand les éléments critiques du promoteur sont

positionnés sur des nucléosomes (Hirschhorn et al., 1992).

b. ISWI

D’autres complexes remodeleurs de la chromatine ont également été mis en évidence, qui
présentent une grande homologie avec le domaine ATPase du complexe SWI/SNF et nommés
pour cette raison ISWI (« immitation SWI »). Les premiers membres de cette famille: NURF
(nucleosome remodeling factor), ACF (« ATP-dependent chromatin assembly and remodelling
factor ») et CHRAC (« chromatin accessibility complex ») ont initialement été isolés chez la
drosophile avant que leurs homologues humains et de levure ne soient découverts (Naar et al,,
2001). Ces complexes possédent, dans la région C-terminale de I’ATPase, les domaines SANT et
SLIDE capables de se lier a la queue non modifiée des histones et a I’ADN, respectivement (Boyer

et al., 2004).

Les complexes ISWI sont capables de déplacer les nucléosomes via un mécanisme de
glissement d’octameéres qui permet leur redistribution le long de 'ADN (Hamiche et al., 1999;
Langst et al., 1999). IIs interviennent a la fois dans la répression de la transcription, en optimisant
I’espacement entre les nucléosomes pour permettre I'assemblage de la chromatine (ACF, CHRAC),

et dans I'activation de la transcription en redistribuant aléatoirement les histones (NURF).

c. CHD

Le premier membre de la famille CHD (« chromodomain, helicase, DNA binding ») : CHD1, a
initialement été identifié chez la souris en tant que protéine nucléaire liant I’ADN (Delmas et al.,

1993).
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Les complexes CHD contiennent 2 chromodomaines (« chromatin organisation modifier ») en
tandem dans la partie N-terminale de I’ATPase capables de se lier a I'histone H3 méthylée
(Flanagan et al., 2005) ainsi qu’a I’ADN (Bouazoune et al., 2002) et a I’ARN (Akhtar et al., 2000). Ils
posseédent également un domaine ATPase « SNF2-like » situé dans la région centrale de la

protéine.

d. INOS8O

Les remodeleurs de la famille INO80 (« inositol requiring 80 ») ont initialement été purifiés
chez S. cerevisiae par immunoprécipitation (Shen et al., 2000). Cette famille se caractérise par une

insertion au milieu du domaine ATPase sur laquelle se fixent des protéines spécifiques.

Bien que trés proche d’INO80, SWR1 possede une maniere unique de restructurer les
nucléosomes, en enlevant les diméres d’histones H2A-H2B canoniques et en les remplagant par le

variant H2A.Z-H2B (Kobor et al., 2004; Krogan et al., 2003; Mizuguchi et al., 2004).
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CHAPITRE I1 : LE MEDIATEUR DE LA TRANSCRIPTION

La transcription basale, telle qu’observée dans un systéme reconstitué in vitro, s’effectue par
la Pol Il en présence des facteurs généraux de la transcription. Les activateurs sont capables de
stimuler la transcription in vivo, mais pas dans ce systeme reconstitué. Cette constatation est a la
base de la découverte du Médiateur, un co-facteur spécifique aux eucaryotes, qui intervient dans
la régulation de la transcription par la Pol Il en transmettant les signaux des activateurs vers la

machinerie de transcription.

Ce chapitre sera consacré a la description de ce complexe multiprotéique chez S. cerevisiae
et chez les mammiferes, ainsi qu’a I'’étude de son réle dans la régulation de la transcription des

genes par la Pol Il

I. LE MEDIATEUR DE S. CEREVISIAE

1. Découverte du Médiateur chez S. cerevisiae

La notion de Médiateur est née dans les années 90 suite a la découverte du phénomene
d’interférence entre activateurs par le laboratoire de R. Kornberg (Kelleher et al., 1990). Celui-ci
stipule que l'ajout in vitro d’un activateur n’ayant pas la capacité de se lier au promoteur va
induire une diminution de la transcription. Tout se passe comme si I'activateur non lié a 'ADN
séquestrait un facteur requis pour la transcription. Une fraction protéique capable d’annuler cette
interférence a été mise en évidence chez S. cerevisiae. Cette découverte d’un facteur capable de
stimuler, in vitro, la transcription en présence d’activateurs est a l'origine de la notion de

Médiateur (Flanagan et al., 1991).

Une analyse génétique menée en parallele est venue conforter cette notion. Un groupe de
geénes capables de supprimer I'effet de mutations de troncature du CTD de la Pol Il a été mis en
évidence. Les protéines codées par ces génes ont ensuite été purifiées au sein d’un complexe liant
le CTD et favorisant l'initiation de la transcription in vitro (Hengartner et al., 1995; Nonet and

Young, 1989; Thompson et al., 1993) et identifié depuis comme étant le Médiateur.

La caractérisation définitive du Médiateur s’est ensuite conclue grace a sa purification sous la

forme d’un complexe d’une vingtaine de sous-unités (Kim et al., 1994).

Depuis, le Médiateur a pu étre mis en évidence dans de nombreux organismes tels que la
drosophile (Park et al., 2001), le ver C. elegans (Kwon et al., 1999), la plante A. thaliana

(Backstrom et al., 2007) et chez les mammiferes (cf. Il. de ce chapitre).
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2. Structure et composition du Médiateur de S. cerevisiae

L'identification des protéines du Médiateur a permis de déterminer qu’il se compose chez la
levure de 25 sous-unités (Guglielmi et al., 2004; Kornberg, 2005; Linder and Gustafsson, 2004),
réparties en 4 modules : la téte, le milieu, la queue et le module CDK (Figure 8). Ce dernier
module n’est pas toujours présent dans le complexe et lui conférerait, entre autres, un réle

répresseur de la transcription.
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Figure 8 : Organisation des sous-unités du Médiateur de S. cerevisiae (Guglielmi et al., 2004).

Des expériences de co-IP et l'utilisation de cribles double-hybride ont permis de préciser
I'organisation du Médiateur (Figure 9). Ainsi, le module de téte, composé de huit protéines
(Meds, 8, 11, 17, 18, 19, 20 et 22), interagit avec le module du milieu (Med1, 4, 5, 7, 9, 10, 21 et
31) via une interaction entre Med17 et Med21. Le module de queue, composé de cing protéines
(Med2, 3, 14, 15 et 16), peut se replier sur celui du milieu grace a une interaction entre Med3 et
Med21. La sous-unité Med14, qui se trouve a l'interface entre le module du milieu et la queue,
joue un réle important dans 'organisation structurale du complexe (Lee et al., 1999). Enfin, le
module Cdk8 vient s’ajouter au reste du complexe, il est composé de quatre sous-unités (Med12

et 13, Cdk8 et CycC) et pourrait s’associer grace a une interaction entre Med13 et Med17.

Le Médiateur existe sous plusieurs conformations. Isolé, il forme une structure compacte,
fermée, avec le module de queue replié sur celui du milieu, qui va s’étirer en présence de la Pol Il
pour donner une structure ouverte, propice aux interactions avec les différents facteurs de la
transcription (cf. IV. 2. A. de ce chapitre). Ces changements de conformation sont importants pour

I’activation de la transcription (Davis et al., 2002).
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Figure 9 : Carte des interactions entre les sous-unités du Médiateur (Guglielmi et al., 2004).

Du fait de sa grande taille, de sa flexibilité intrinseque importante et de sa faible abondance,
aucune structure cristallographique du complexe Médiateur dans son ensemble n’a jusqu’a ce
jour pu étre obtenue. Cependant, le modele structural de plusieurs sous-complexes ainsi que celle
du module de téte dans son intégralité sont désormais disponibles (Figure 10). Plusieurs des sous-
complexes caractérisés structuralement représentent des sous-modules fonctionnels, connectés
au reste de la structure par des liaisons flexibles, et qui auraient des fonctions différentes,
impliquées dans la régulation de différents groupes de genes (Koschubs et al., 2009; Lariviere et
al., 2008). Ainsi, les sous-unités Med8-18-20 forment un sous-complexe important pour la
formation du PIC, notamment via une interaction directe entre Med8 et la TBP (Lariviére et al.,
2006). De la méme fagon, le sous-complexe Med11-22 contient une zone trés conservée
essentielle a I'interaction avec TFIIH (Seizl et al., 2011). Une interaction directe entre la sous-unité
Rad3 de TFIIH et Med11 a d’ailleurs été démontrée (Esnault et al., 2008). Le sous-complexe Med7-
21 quant-a-lui joue un réle architectural central au sein du module du milieu. Il posséde plusieurs
charniéres flexibles capables d’engendrer des modifications conformationnelles importantes pour

I'interaction avec la Pol Il et d’autres facteurs (Baumli et al., 2005).

La structure du module de téte a récemment été obtenue 3 la résolution de 4,3 A pour S.
cerevisiae (Imasaki et al., 2011; Robinson et al., 2012) et 3.4 A pour S. pombe (Lariviére et al.,
2012a) (Figure 10). Ce module est constitué de trois domaines distincts (Med6-8-11-22, Med17 et
Med18-20), centrés sur un ensemble d’hélices appartenant a 5 sous-unités différentes. Cet
ensemble hélicoidal assure la stabilité des sous-unités de la téte et fournit des sites de liaison
pour les GTFs et la Pol II. Le sous-module formé par Med18 et Med20 est mobile par rapport au
reste de la structure et permettrait I'interaction avec les divers composants de la machinerie de

transcription.
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En associant la spectrométrie de masse au pontage protéique et en combinant les résultats
obtenus avec les structures de sous-modules déja connus, le laboratoire de P. Cramer a
également résolu la structure du module du milieu de S. cerevisiae (Lariviere et al., 2013). Ce
module présente une forme tres allongée (Figure 10), compatible avec I'idée que la surface
d’interaction entre le Médiateur et la Pol Il est tres étendue. Il présente également plusieurs
éléments tres flexibles, sans doute importants pour I'interaction avec la Pol Il. L’architecture de ce

module est bien conservée entre la levure et I’'homme.

Des analyses par microscropie électronique ont permis d’observer la structure globale du
complexe Médiateur chez S. cerevisiae (Cai et al.,, 2009) et 'homme (Taatjes et al., 2002),
cependant la faible résolution obtenue lors de ces études ne permettait pas de localiser les
différentes sous-unités, ni méme de positionner avec certitude les trois modules principaux.
Derniérement, une analyse par microscopie électronique réalisée par les laboratoires de F.
Asturias et G. Cai ont permis de préciser la localisation des 25 sous-unités du Médiateur de S.
cerevisiae et de comprendre comment les différents modules s’organisent entre eux (Tsai et al.,
2014; Wang et al., 2014). Le module de téte est relativement compact, et sa liaison avec le reste
du complexe est en grande partie réalisée par sa sous-unité Med17. Le module du milieu est plus
étendu, avec Med1 et Med19 a chaque extrémité. |l interagit avec le module de téte via ses sous-
unités Med7 et Med31. Enfin, le module de queue est constitué de plusieurs sous-complexe :
Med5-Med16 a son extrémité distale, Med2-Med3-Med15 qui forme un coude qui relie
I’'hétérodimere Med5-Med16 au reste du complexe, et Med14 situé au centre du complexe et qui
connecte les 3 modules du Médiateur. Cette étude fournit une vue relativement précise et
compléte de l'architecture du complexe Médiateur dans laquelle la position des différents
modules est totalement redéfinie. Le module de téte préalablement positionné a la base de la
structure, surmonté par les modules du milieu et de queue, se retrouve désormais adjacent au
module du milieu, la base correspondant finalement au module de queue. Les auteurs ont ensuite
comparé la structure obtenue chez S. cerevisiae avec celle du Médiateur humain (cf. Ill. de ce
chapitre) et concluent en une trés forte conservation de l'organisation des sous-unités du

Médiateur chez les eucaryotes.
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Plusieurs études ont suggéré que les changements de conformation sont essentiels au
fonctionnement du Médiateur. En superposant les structures cristallographiques des différents
sous-complexes du Médiateur résolues a ce jour avec l'image obtenue par microscopie
électronique, le laboratoire de F. Asturias a montré que la structure de chaque module est tres
stable (Tsai et al., 2014). Les changements de conformation du Médiateur ne seraient donc
obtenus que par des changements de position des différents modules. Ces réarrangements sont

importants pour 'interaction entre le Médiateur et la Pol Il (cf . IV. 2. A. de ce chapitre).
II. LE MEDIATEUR DES MAMMIFERES

1. Découverte du Médiateur chez les mammiferes

Le laboratoire de R. Roeder est le premier a avoir identifié chez ’'homme un complexe aux
propriétés semblables a celle du Médiateur de S. cerevisiae (Fondell et al., 1996). Il fut nommé
TRAP (« thyroid hormone receptor associated protein ») car isolé sous une forme liée au
récepteur de I’'hormone thyroidienne. Ce co-activateur est capable de favoriser in vitro |’activation
de la transcription en absence de TAFs (Oelgeschlager et al., 1998). Un complexe semblable a pu

étre purifié chez la souris (Jiang et al., 1998) et le rat (Brower et al., 2002).

Suite a cette découverte, plusieurs groupes se sont intéressés a la caractérisation de
complexes Médiateurs favorisant la transcription in vitro. Les complexes CRSP (« cofactor
required for Sp1 activation »), PC2 (« positive cofactor 2 »), DRIP (« vitamin D receptor-interacting
proteins »), SMCC (« suppressor of RNA polymerase B (SRB) Mediator containing cofactor ») et
NAT (« negative regulator of activated transcription ») ont pu étre purifiés a partir de cellules
Hela (Gu et al., 1999; Malik et al., 2000; Rachez et al., 1998; Ryu et al., 1999; Sun et al., 1998). Des
analyses par chromatographie d’affinité avec divers domaines d’activation de la transcription ont
enfin permis d’identifier les complexes ARC (« activator-recruited cofactor ») et « Médiateur

humain » (Boyer et al., 1999; N&aar et al., 1999).

2. Composition du Médiateur des mammiferes

L’analyse des protéines présentes dans les complexes Médiateurs des mammiferes a permis
de mettre en évidence une trentaine de sous-unités (Figure 11). Des études approfondies ont
permis de montrer qu’il existe de nombreuses similitudes entre les sous-unités du Médiateur des
mammiféres et de la levure, faisant de ce dernier un complexe universel et bien conservé (cf. lll.

de ce chapitre).
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Figure 11 : Structure modulaire du complexe Médiateur des mammiferes (Yin and Wang, 2014)

Ce schéma se base sur les données d’interactions et quelques structures
cristallographiques publiées mais la localisation de chaque sous-unité n’est pas forcément
exacte. Les positions de Med25, Med26, Med28 et Med30 sont hypothétiques (Lariviere et al.,
2012b), d’ol leur représentation transparente.

Les complexes Médiateurs purifiés chez les mammiféres par plusieurs laboratoires
présentent des compositions peptidiques différentes. On distingue ainsi (1) des gros complexes de
1-2 MDa tels que TRAP/SMCC, DRIP et ARC, qui contiennent tout ou partie du module kinase ; (2)
des plus petits complexes de 500-700 kDa tels que PC2, CRSP et NAT, dans lesquels le module
kinase est absent (Conaway et al., 2005). Des différences en termes de composition en sous-
unités apparaissent également entre ces deux groupes. Celles-ci pourraient étre liées a la
régulation tissu-spécifique de I’expression génique, et donc a des formes fonctionnelles du
Médiateur, distinctes selon les cellules. Ainsi, les complexes Médiateurs contenant le module
kinase ont peu d’effet, voire inhibent, la transcription in vitro des geénes activés par VP16, SREBP
et Sp1 (Akoulitchev et al., 2000; Sun et al., 1998; Taatjes et al., 2002). A I'inverse, les complexes ne
contenant pas le module kinase mais contenant la sous-unité Med26 entrainent une forte
activation de la transcription par ces mémes activateurs (Taatjes et al., 2002). Cependant, une
étude de protéomique réalisée par le laboratoire de R.C. Conaway plaide pour I'existence d’'un
Médiateur de mammifére uniforme et suggere que les différences de composition observées
entre les complexes seraient en majorité dues a |'utilisation de méthodes de purification trop peu
sensibles et/ou a la perte de certaines sous-unités lors des étapes de purification. L'analyse
MudPIT (« MUItiDimensional Protein Identification Technology ») utilisée pour cette étude, évite
les ambiguités d’identification des protéines associées a la migration par électrophorese. Au cours

de cette analyse, toutes les sous-unités des complexes préalablement identifiés ont été détectées,
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proposant ainsi un consensus ou le Médiateur humain apparait comme un complexe de 30 sous-
unités (Sato et al., 2004).

Conservation évolutive du complexe Médiateur

Les premiers alignements de séquence n’ont permis d’identifier dans les complexes
Médiateurs humains que 8 homologues des sous-unités du Médiateur de S. cerevisiae : Med14,
Med4, Med6, Med7, Med10, Med17, Med21, Cdk8, CycC et Med31 (Rachez and Freedman, 2001).
Cette constatation laissait suggérer que le Médiateur des mammiferes était trés éloigné en

termes de structure et de fonction de son homologue chez la levure.
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Tableau 8 : Conservation des sous-unités du Médiateur chez les eucaryotes (Bourbon, 2008).

Les sous-unités sont groupées selon le module auquel elles appartiennent conformément
au modele décrit chez S. cerevisiae. Celles qui sont essentielles a la viabilité cellulaire sont
soulignées. Les points indiquent qu’au moins un homologue est présent dans le génome
analysé, si plusieurs paralogues ont été détectés, leur nombre est indiqué. Les sous-unités les
plus conservées sont indiquées en rouge. Celles-ci incluent les sous-unités essentielles pour la
viabilité cellulaire chez la levure.
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Plus tard, une approche de bioinformatique systématique exploitant des alignements de
séquences multiples des sous-unités du Médiateur dans différentes especes a permis d’identifier
de nombreuses régions similaires entre les sous-unités des Médiateurs humains et de levure
(Boube et al., 2002). Seules les sous-unités Med2, Med3 et Med5 du module de queue n’ont pu
étre détectées que chez la levure. Cependant, des analyses plus récentes se basant sur la
présence de motifs similaires au sein des séquences ainsi que sur la taille des séquences, laissent
suggérer que ces sous-unités seraient des homologues de Med29, Med27 et Med24,

respectivement (Bourbon, 2008).

L'ensemble de ces études a permis de suggérer que la majorité des sous-unités de S.
cerevisiae ont un homologue chez les métazoaires (Tableau 8). On constate que les sous-unités
essentielles chez S. cerevisiae possédent un homologue chez la majorité des eucaryotes étudiés.
Une nomenclature commune a tous les complexes a ainsi pu étre établie (Bourbon et al., 2004).
Cependant, le degré d’homologie et la longueur des domaines restent tres variables d’une sous-

unité a I'autre.

Figure 12: Comparaison de Ila
structure du Médiateur de S.
cerevisiae et de ’lhomme (Tsai et
al., 2014).
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Des visualisations en microscopie électronique ont également permis de comparer la
structure du Médiateur de S. cerevisiae et de I'’homme (Figure 12). Les images obtenues montrent
une architecture globale similaire et une conservation de la position des différents modules. La
forme des modules de téte et du milieu est trés semblable chez les deux organismes suggérant
que l'organisation du Médiateur est conservée de la levure a 'homme (Tsai et al.,, 2014). Ce
maintien de la structure globale du complexe, malgré les divergences en termes de séquences des
diverses sous-unités, pourrait s’expliquer par une homologie de séquences plus importante dans

les régions impliquées dans les contacts entre les différentes sous-unités (Guglielmi et al., 2004).

III. ROLE DU MEDIATEUR DANS L’INITIATION DE LA

TRANSCRIPTION

Un grand nombre de fonctions dans l'initiation de la transcription ont pu étre attribuées au
Médiateur. Ce complexe est suffisamment large pour interagir a la fois avec les activateurs, les co-
activateurs, les GTFs et la Pol Il. Il sert alors d’adaptateur en transmettant les signaux de
régulation des activateurs vers la machinerie de transcription et stimule la mise en place du PIC.
Ce complexe est également capable de stimuler la transcription basale in vitro ainsi que la

phosphorylation du CTD par TFIIH.

1. Interaction du Médiateur avec les activateurs

La fixation des activateurs sur les UAS induit un signal de régulation positive nécessaire a
I'initiation de la transcription. Le Médiateur est capable d’interagir avec plusieurs de ces
activateurs (Tableau 9) pour transmettre le signal a la machinerie de transcription. L'interaction se
fait entre les TADs (« transactivation domains ») des activateurs et I’ABD (« activator binding

domain ») du Médiateur.

Des expériences d’inactivation des genes du module de queue chez S. cerevisiae ont abouti a
une inhibition de la liaison avec les différents activateurs et une incapacité a stimuler la
transcription activée in vivo tandis que la stimulation de la transcription basale demeure (Lee et
al., 1999). A I'inverse, une inactivation d’une sous-unité n’appartenant pas au module de queue
entraine une diminution a la fois de la transcription activée et basale sans cependant inhiber
I'interaction avec les activateurs. Le module de queue joue donc un réle essentiel dans la liaison
du Médiateur aux activateurs de la transcription. In vitro, les activateurs Gal4, VP16 et Gnc4 sont
notamment capables d’interagir directement avec Med15 (Park et al., 2000) et ce méme en

I"'absence des modules du milieu et de queue. Cependant, la sous-unité Med17 du module de téte
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est également capable d’interagir avec I'activateur Gal4 (Koh et al., 1998), le module de queue

n’est donc pas le seul impliqué dans ces interactions.

Chez les mammiféres, la purification du premier complexe Médiateur associé au récepteur
de I’hormone thyroidienne (TR) a permis de suggérer que le Médiateur serait une interface entre
les activateurs et la machinerie de transcription par la Pol Il (Fondell et al., 1996). Depuis lors,
I’étude des récepteurs nucléaires (NR) a permis de grandes avancées dans la compréhension du
fonctionnement du Médiateur. La principale cible de cette famille d’activateurs est Med1, qui
appartient au module du milieu, mais se trouve tres proche de la jonction avec le module de
queue (Guglielmi et al., 2004). Cette sous-unité contient deux boites NR (« nuclear receptor
box »), caractérisées par la présence du motif trés conservé LXXLL, qui lui permettent d’interagir
avec le domaine AF2 (« activation function 2 ») des récepteurs nucléaires tels que VDR (« vitamin
D receptor ») (Rachez et al., 1999), PPARy (« peroxisome proliferator-activated receptors ») (Ge et
al.,, 2002), HNF4 (« hepatocyte nuclear factor 4 ») (Malik et al., 2002), GR (« glucocorticoid
receptor ») (Hittelman et al.,, 1999) et ER (« estrogen receptor ») (Kang et al., 2002). Enfin,
d’autres sous-unités du Médiateur sont également la cible de récepteurs nucléaires, ainsi Med14
interagit avec GR (Hittelman et al., 1999), HNF4 (Malik et al., 2002) et PPARy (Grgntved et al.,
2010).

De nombreuses voies impliquées dans le développement sont sous le contréle des sous-
unités du module kinase : Med12, Med13, Cdk8 et CycC. Chez la drosophile, Med12 et Med13
interviennent dans la voie de signalisation Wnt importante pour le développement embryonnaire,
via une interaction avec la B-caténine (Carrera et al., 2008). Chez Arabidopsis, Med25 intervient
dans la floraison, la croissance des organes et la réponse au stress. Il est impliqué dans la
régulation des génes jasmonate-dépendants via son interaction avec les facteurs AP2/ERF59
(« Apetala2/Ethylene response factor 59 »), ERF1 (« Ethylene response factor 1 ») et MYC2 (Cevik
et al., 2012). Chez 'homme, Med25 interagit avec les activateurs de la famille PEA3, impliqués
dans la croissance et la différenciation cellulaire et également dans la tumorigenése (Verger et al.,
2013). Med15 interagit avec les activateurs SMAD2-4 et SMAD3-4 en réponse aux cytokines TGFf3
(« transforming growth factor »), impliquées dans le développement et la tumorigenese (Kato et

al., 2002).

66



Sous-unité TF Organisme

Fonction

Med1 TR Homme
VDR Homme
HNF4 Homme
ER Homme
P53 Homme
GR Homme
STAT2 Homme
GATA1l Souris
PPARy Souris

Med12 REST Homme
Sox9 Homme

NANOG Homme
B-catenin  Drosophile

Med14 PPARY Homme
HNF4 Homme
GR Homme

Med15 Gald S. cerevisiae
Gcnd S. cerevisiae
Oafl S. cerevisiae
Msn2 S. cerevisiae
Pdrl S. cerevisiae
SREBP Homme
SMAD2-3 Homme
SBP-1 C. elegans

NHR-49 C. elegans

Med17 VP16 HSV
P53 Homme
HSF Drosophile

Med23 E1A Homme
ELK1 Homme
C/EBP Homme

Med25 VP16 HSV
1IE62 Homme
HNF4 Homme
Sox9 Homme
PEA3 Homme
AP2/ERF59 A. thaliana
ERF1 A. thaliana
MYC2 A. thaliana
ABI5 A. thaliana
DREB2A A. thaliana

Récepteur de I’hormone thyroidienne

Récepteur de la vitamine D

Développement du foie

Récepteurs aux oestrogenes

Régulation du cycle cellulaire, suppresseur de tumeur
Récepteur aux glucocorticoides

Croissance, survie et différenciation en réponse a l'interféron
Régulateur majeur de I'érythropoiése

Régulateur majeur de I'adipogenése

Differenciation neuronale

Régulateur majeur de la chondrogenese

Régulateur majeur de la pluripotence des cellules ES
Développement embryonnaire dependant de la voie Wnt
Régulateur majeur de I'adipogenése

Développement du foie

Récepteur aux glucocorticoides

Réponse au galactose

Réponse a une carence en acides aminés

[B—oxidation des acides gras

Réponse au stress

Régulateur majeur pour les genes de résistance aux drogues
Homéostasie des lipides

Développement du mésendoderme en réponse a TGF[3
Homogue de SREBP1, impliqué dans le métabolisme des lipides

Homologue de HNF4, impliqué dans le metabolisme des lipides
et la survie cellulaire
TF derivé du HSV

Régulation du cycle cellulaire, suppresseur de tumeur
Réponse a un choc thermique

Gene exprimé durant la réplication des adénovirus
Adipogenese insuline-dépendante

Prolifération cellulaire, croissance et différentiation

TF derivé du HSV

TF associé au tégument des virions du VZV
Développement du foie

Régulateur majeur de la chondrogenese

Croissance cellulaire et différenciation

Défense contre les pathogenes en réponse a I'acide jasmonique
Défense contre les pathogenes en réponse a I'éthylene
Régulateur majeur de la resistance aux pathogénes

Défense contre les pathogenes en réponse aux acides
jasmonique et absidique
Réponse au stress

Tableau 9 : Interaction des sous-unités du Médiateur avec les facteurs de transcription
(d’aprés Ansari and Morse, 2013; Malik and Roeder, 2010)
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Le Médiateur intervient dans de nombreuses voies métaboliques. Chez ’'homme, Med25
joue un réle important dans le métabolisme des xénobiotiques et des lipides via son interaction
avec HNF4 (Rana et al., 2011). Med15 interagit avec SREBP1a (« sterol regulatory element-binding
protein ») qui joue un réle dans ’homéostasie du cholestérol (Yang et al., 2006). L’interaction se
fait via le domaine KIX de Med15. Ce domaine est conservé chez C. elegans et lui permet
d’interagir avec SBP-1, 'homologue de SREBP1. Chez S. cerevisiae aussi, Med15 régule le niveau
d’acide gras dans la cellule via une interaction avec le facteur Oafl (« Oleate-activated
transcription factor ») (Thakur et al., 2009). Le Médiateur est également impliqué dans la voie de
signalisation MAPK (« Mitogen-activated protein kinases ») via une interaction entre Med23 et le
facteur ELK1 qui régule le géne Egr2 (« early growth response 2 ») impliqué dans I'adipogenese

insuline-dépendante (Wang et al., 2009).

Des analyses récentes ont mis en évidence |'existence de régulateurs majeurs (« master
regulator »), déterminants des programmes de transcription spécifiques des lignées cellulaires.
Beaucoup interagissent avec des sous-unités du Médiateur, par exemple Med1 qui interagit avec
le régulateur majeur de I'érythropoiése GATA1L (Stumpf et al., 2006), ou Med12 qui interagit avec
Nanog, régulateur majeur de la pluripotence ou encore Med25 qui interagit avec Sox9, régulateur
majeur de la chondrogenése (Nakamura et al., 2011). Les travaux réalisés par le laboratoire de R.
Young ont suggéré un lien entre I'organisation des régulateurs majeurs et le complexe Médiateur.
Ce dernier serait capable de promouvoir la formation de domaines « super enhancers » qui
correspondent a des groupes d’« enhancers » occupés a la fois par le Médiateur et les régulateurs
(Whyte et al., 2013). Ces domaines contrdlent les génes clés de I'identité cellulaire dans différents
types cellulaires telles que les cellules ES, les lymphocytes T, les macrophages... On les retrouve
également associés a des cellules cancéreuses (Lovén et al., 2013). Certains TFs, notamment KIf4
et Esrrb, importants pour I'expression des geénes des cellules ES et la reprogrammation des
cellules somatiques en cellules souches pluripotentes, sont trés enrichis au niveau de ces
domaines. De plus, les génes associés aux « super enhancers » sont trés sensibles a une
modification du taux de liaison des activateurs et co-activateurs. Ainsi, une diminution de la
guantité de Médiateur ou des régulateurs majeurs au niveau des « super enhancers » induit une
diminution de I'expression des genes spécifiques a une lignée. Cette particularité serait a I'origine
de la différenciation des cellules ES, en facilitant la transition vers un nouveau programme
d’expression génique. En participant a la formation de ces « super enhancers », le Médiateur
serait ainsi un coordinateur majeur (« master coordinator ») du développement et de la

détermination du destin cellulaire.

La liaison aux activateurs va induire des changements conformationnels du Médiateur qui

vont lui permettre d’interagir préférentiellement avec certains co-activateurs. Med15 possede 3
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sites de liaisons pour I'activateur Gen4. Les analyses structurales de I'interaction entre ces deux
protéines, réalisées par le laboratoire de S. Hahn, montrent que celle-ci peut se faire selon
différentes orientations (Brzovic et al., 2011). Ainsi, Gecnd peut rapidement passer d’'un domaine
de liaison a un autre et ce mécanisme serait important pour permettre le recrutement du
Médiateur mais également pour autoriser 'interaction de Gcn4 avec d’autres co-activateurs.
Cette interaction modulable permet une adaptabilité et une réversibilité des interactions
protéine-protéine, importante pour la fonction biologique de nombreux domaines activateurs.
Des analyses MudPIT (« Multidimensional protein identification technology ») ont montrées que
beaucoup de protéines associées au Médiateur lié a SREBP sont absentes de la forme liée a VP16
et inversement. De méme, |'association entre le complexe TRAP et I'histone acetyltransférase
Gcn5 ne peut se faire que lorsque le complexe TRAP est lié a un activateur (Ebmeier and Taatjes,
2010). Ainsi, les signaux de régulation des différentes voies de signalisation, impliquées par
exemple dans la croissance cellulaire, le développement, la différenciation, le métabolisme...
convergent vers le Médiateur a partir des activateurs. Le Médiateur integre ces signaux et induit
une réponse transcriptionnelle appropriée, notamment en recrutant les co-activateurs requis. On
comprend des lors que le Médiateur puisse étre impliqué dans des pathologies aussi variées que
des anomalies du développement, des cancers, des désordres métaboliques... (cf. VII. de ce

chapitre).

2. Mise en place du PIC

Chez la levure, le Médiateur peut étre purifié sous deux formes : libre ou associé a la Pol Il
(Kim et al., 1994). Chez les mammiféres, cette seconde forme n’a encore jamais été purifiée,
cependant elle a pu étre reconstituée in vitro (Bernecky et al.,, 2011). La sous-unité Med26,
spécifique du Médiateur des mammiféres, est trés enrichie dans la forme associée a la Pol Il. Elle
joue un réle important dans I'activation de la transcription, a I'inverse du module kinase qui est
absent lorsque le Médiateur est complexé a la Pol Il (Malik et al., 2000; Taatjes et al., 2002). La
liaison du Médiateur a la Pol Il engendre un changement conformationnel important (Asturias et
al., 1999) qui offre une structure ouverte dans laquelle I'interaction du Médiateur avec les autres

partenaires est facilitée. Cet assemblage laisse libre 75% de la surface de la Pol Il.

Plusieurs modeles de l'interaction Médiateur — Pol Il (Med-Pol Il) ont pu étre obtenus par
microscopie électronique (Figure 13). Chez la levure, la Pol Il est placée avec les sous-unités Rpb3
et Rpb11 faces au Médiateur, mais avec deux orientations différentes possibles qui correspondent

a une rotation de la Pol Il d’environ 90° (Cai et al., 2009; Davis et al., 2002). Cette différence
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pourrait étre due a I'absence des GTFs et des activateurs qui en temps normal favoriseraient
I'interaction dans une position donnée. Dans tous les cas, le modele du complexe Med-Pol I
montre que le Médiateur interagit via ses modules de téte et du milieu, sur une surface étendue

de la Pol Il, a 'opposé du canal d’entrée de I’ADN.

Clam . . .
P Figure 13 : Modeéle de l'interaction entre la Pol Il et le

Médiateur, obtenue par microscopie électronique (Cai
et al., 2009).

site cleft

Les derniers travaux du laboratoire de FJ. Asturias par microscopie électronique proposent
un modeéle de l'interaction du Médiateur avec la Pol Il (Tsai et al.,, 2014). La premiere étape
consisterait en une liaison du CTD de la Pol Il au niveau de la jointure entre les modules de téte et
du milieu du Médiateur. Cette interaction faciliterait le changement de conformation de la téte
requis pour la formation du complexe Med-Pol Il. Cette structure pourrait ensuite étre modifiée
par les phosphorylations du CTD au moment de I'entrée en élongation. Cette observation est en
accord avec les travaux de R. Kornberg sur le modele de I'interaction entre le module de téte du
Médiateur et le CTD obtenu par cristallographie qui montre au moins 4 points de contacts répartis
le long du CTD (Robinson et al., 2012). De plus, des analyses in vitro a partir du Médiateur purifié
de S. cerevisiae ont montré qu’en absence du CTD de la Pol Il, le complexe Med-Pol Il ne peut pas
se former (Myers et al., 1998). Des analyses par chromatographie d’affinité dans des cellules Hela
ont également mis en évidence une interaction entre le Médiateur et le CTD importante pour le
recrutement de la Pol Il au promoteur (N&ar et al., 2002). La liaison du Médiateur aux activateurs
va également induire une rotation du module de queue qui facilite encore I'interaction avec la Pol
Il. La formation du complexe Med-Pol Il se ferait donc en plusieurs étapes qui vont mener au
modele d’interaction final tel que décrit par les analyses EM. Cependant, ce modele n’est pas
forcément représentatif de la conformation du complexe Med-Pol Il in vivo, et les contacts du

Médiateur avec d’autres facteurs pourraient étre importants pour stabiliser la Pol Il.
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Plusieurs contacts directs entre des sous-unités du Médiateur et de la Pol Il ont été proposés
au cours des derniéres années. Tout d’abord, les premiéres études par microscopie électronique
avaient permis de prédire les sous-unités de la Pol Il impliquées dans cette interaction comme
étant Rpb1, Rpb2, Rpb3, Rpb6 et Rpb11 (Davis et al., 2002). Un modele plus récent, laisse quant a
lui suggérer une interaction entre la téte du Médiateur, notamment les sous-unités Med18 et
Med20, et les sous-unités Rpb4, Rpb7 ainsi que la pince de la Pol Il (Cai et al., 2009, 2010). Cette
interaction induit un changement de conformation de la Pol Il rendant le site actif accessible a
I’ADN et augmentant ainsi I’activité transcriptionnelle (Cai et al., 2012). Finalement, une analyse
par photo-pontage in vivo chez S. cerevisiae, réalisée dans notre laboratoire, a permis de mettre
en évidence une interaction directe entre la sous-unité Med17 du module de téte du Médiateur
et Rpb3 requise pour la transcription de I'ensemble des génes de classe Il (Soutourina et al.,
2011). La conservation de la sous-unité Rpb3 de la Pol Il et de la sous-unité Med17 du Médiateur
suggere que les contacts entre ces deux complexes seraient conservés chez tous les organismes.
Cette étude a montré, grace a I'utilisation de mutants conditionnels de Med17 et Rpb3, que
I'interaction entre ces deux protéines est indispensable au recrutement de la Pol Il sur le génome
de la levure et a la mise en place du PIC in vivo. Ces résultats suggerent que la majorité de

I'information de régulation est transmise par I'interface entre le Médiateur et le Pol II.

Une étude in vitro, réalisée par le laboratoire de R.G. Roeder, a récemment mis en évidence
deux formes de la Pol Il chez les mammiféres, 'une contenant le polypeptide Gdown1, I'autre
non, la premiére forme étant celle retrouvée en abondance. Le polypeptide Gdownl inhibe
I'activation de la transcription en empéchant TFIIF de se lier a la Pol Il (Jishage et al., 2012). La Pol
Il contenant ce polypeptide dépend du Médiateur pour son activation et répond a ce dernier.
Ainsi, en I'absence du Médiateur, la réponse aux activateurs est moindre. L’ajout du Médiateur
permet alors d’annuler I'effet inhibiteur de Gdownl et de restaurer la transcription activateur-
dépendante. A l'inverse, la Pol Il ne contenant pas Gdownl est capable de répondre trés
fortement aux activateurs méme en I'absence du Médiateur et I'ajout de ce dernier n’a que trés
peu d’effet. Gdownl aurait donc pour rble d’empécher une activation spontanée de la

transcription (Hu et al., 2006).

Le Médiateur étant capable in vitro de stimuler a la fois la transcription basale et activée, il
est logique de penser qu’il influence la mise en place du PIC en interagissant avec les GTFs. Des
études impliquant des mutations dans les sous-unités du Médiateur montrent d’ailleurs une
diminution de l'interaction avec les GTFs (Esnault et al., 2008; Takagi and Kornberg, 2006). Ces

interactions se font principalement au niveau du module de téte (Takagi et al., 2006).
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Récemment, un modele structural de l'interaction entre le Médiateur et les GTFs a été
obtenu chez I'homme (Figure 14). Ce modeéle est en accord avec les études de I'interaction de la
Pol 1l avec les GTFs puisque la surface laissée libre dans la structure Med-Pol II-TFIIF autorise
I'interaction de la Pol Il avec TFIIE, TFIIB mais également avec I’ADN. TFIIF joue un réle important
dans le positionnement de la Pol Il humaine sur le Médiateur. Cette observation pourrait
expliquer les différentes orientations de la Pol Il dans les complexes Med-Pol Il décrits chez la
levure, TFIIF n’ayant pas été inclus dans ces études. Le modele obtenu montre que le Médiateur
constitue une plateforme d’assemblage pour les GTFs et la Pol Il et coordonne I'assemblage du

PIC (Bernecky et al., 2011).

y downstream DNA 1 downstream DNA
1 .

_>
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Figure 14 : Modéle structural du PIC humain obtenu par microscopie électronique (Bernecky et
al., 2011).

Le modéle EM du complexe Médiateur — Pol Il — TFIIF est indiqué en maillage bleu et la
structure de la Pol Il en rouge. La localisation des GTFs est en surimpression sur le modéle
d’aprés les données publiées de cristallographie, microscopie électronique et pontage.

a. TFID

Le facteur TFIID est le premier a intervenir dans la formation du PIC. Des études a partir de
complexes humains ont démontré que le Médiateur participe a son recrutement et ont
notamment révélé un réle synergique de ces deux complexes, chacun favorisant la fixation de
I'autre sur la chromatine (Baek et al., 2002; Johnson et al., 2002). Plus récemment, une analyse
MudPIT a permis de montrer une interaction directe entre le Médiateur et TFIID via la sous-unité
Med26 qui contient un site de liaison pour TFIID (Takahashi et al., 2011). Chez la levure, Med8
interagit avec la TBP in vitro et cette interaction est essentielle in vivo (Lariviere et al., 2006). Plus
généralement, le sous-module Med8-18-20 est important pour l'interaction avec la TBP et
requiert la liaison du Médiateur avec un activateur. Ces observations ont pu étre confirmées par
la modélisation de la structure 3D du complexe Médiateur — TBP qui montre que la TBP se lie au

niveau de linterface entre les sous-modules Med11-17-22 et Med6-8-18. De plus, cette
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interaction induirait un changement de conformation de la téte du Médiateur, importante pour

son interaction avec la Pol Il (Cai et al., 2010).

b. TFIIA

Aucune interaction directe entre TFIIA et le Médiateur n’a été démontrée, cependant le
complexe TFIID-TFIIA favorise in vitro le recrutement du Médiateur humain (Johnson et al., 2002).
La structure TFIID-TFIIA-Médiateur (DAMed) ainsi formée est suffisante pour constituer le PIC et
servirait de plateforme a son assemblage. De plus, le pré-assemblage de ce complexe sur le

promoteur permet de se passer de I'intervention d’un activateur (Johnson and Carey, 2003)

c. TFIB

Les modules de téte et du milieu de S. cerevisiae, plus précisément les sous-unités Med9,
Med10 et Med17, sont connues pour interagir in vitro avec le facteur TFIIB (Kang et al., 2001). De
plus, la structure du complexe TFIIB - Pol Il a été résolue par cristallographie (Bushnell et al., 2004;
Liu et al., 2010; Sainsbury et al., 2013). L’association de ce modeéle avec celui du complexe
Médiateur — Pol Il suggére que TFIIB se glisse dans I'espace laissé libre entre le Médiateur et la
Pol Il (Asturias, 2004). Enfin, des expériences in vitro ont montré que le Médiateur stimule la
transcription basale en facilitant I'incorporation de TFIIB au sein du PIC et qu’un excés de TFIIB
peut, en parti, contrebalancer I'absence de Médiateur dans ce systéme reconstitué (Baek et al.,

2002, 2006).

d. TFIIF

Lors de sa purification chez S. cerevisiae, la Pol |l peut se trouver soit associée au Médiateur
soit a TFIIF mais jamais aux deux a la fois (Rani et al., 2004). Néanmoins, une étude du module de
téte du Médiateur a révélé une interaction avec le complexe constitué par TFIIF et la Pol Il (Takagi
et al., 2006). La modélisation de cet assemblage a permis de préciser le réle de TFIIF durant la
mise en place du PIC. En absence de TFIIF, 'orientation de la Pol Il liée au Médiateur peut varier.
A l'inverse, au sein du complexe Médiateur - Pol Il - TFIIF, la Pol Il adopte une orientation stable,
laissant suggérer un role pour TFIIF dans la stabilisation de la liaison entre la Pol Il et le Médiateur

(Bernecky et al., 2011).

e. TFIIE

La sous-unité Med15 du Médiateur interagit in vitro avec les deux sous-unités de TFIIE
(Sakurai et al., 1996). |l existerait également des contacts possibles entre le module du milieu et la

grande sous-unité de TFIIE via Med9 et Med10 (Kang et al., 2001). TFIIE est important pour le
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recrutement de TFIIH sur le promoteur. Cependant, des expériences in vitro ont montré que selon
I'activateur, TFIIE peut ou non étre requis. En son absence, TFIIH serait directement recruté par le

Médiateur (Sakurai and Fukasawa, 2003).

f. TFIIH

TFIIH est le dernier facteur a intervenir au cours de l'initiation de la transcription in vitro,
pour phosphoryler le CTD. Son interaction directe avec le Médiateur a pu étre déterminée par
double hybride et se fait par I'intermédiaire de la sous-unités Med11 du Médiateur et la sous-
unité Rad3 du module cceur de TFIIH (Esnault et al., 2008). Une mutation de Med11 entraine une
diminution de I'occupation du promoteur par le module TFIIK suggérant ainsi que le Médiateur
stabiliserait I'association des sous-complexes de TFIIH en interagissant directement avec Rad3. Ce
défaut de recrutement de TFIIK empéche la stimulation de la phosphorylation du CTD par le
Médiateur. La méme étude a également définit qu’in vivo, I'ordre d’arrivée des GTFs n’est pas
aussi séquentiel que ce qui a été décrit in vitro, et que le Médiateur est important pour
coordonner la mise en place du PIC (cf. IV.2.E. de ce chapitre). Récemment, une étude in vitro a
montré que la liaison du Médiateur a I'activateur p53 induit un changement conformationnel
important pour I'activation de la Pol Il et de TFIIH. Ceci confirme le réle du Médiateur dans la

stimulation de la phosphorylation du CTD (Meyer et al., 2010).

En plus des interactions avec les activateurs et les GTFs décrites ci-avant, le Médiateur est
capable de se lier a divers co-activateurs. Ces derniers peuvent agir sur la structure de la

chromatine, la mise en place du PIC ou les deux a la fois.

L'état de la chromatine peut étre régulé de deux fagons: (1) par le mouvement des
nucléosomes sous I'action de remodeleurs dépendants de I’ATP ou (2) par des modifications des
histones qui vont changer leurs propriétés physico-chimiques. Certaines de ces modifications,
notamment I'acétylation des histones H3/H4 par p300, CBP et Gcn5, sont fortement corrélées
avec l'activation des genes. Le Médiateur interagit de maniere directe avec p300 et stimule son
recrutement sur ’ADN et donc I'acétylation des histones (Black et al., 2006). L'acces des autres
facteurs est bloqué jusqu’a ce que la chromatine soit acétylée et que le facteur p300 se soit
détaché. TFIID peut alors se lier au Médiateur et débuter la formation du PIC. Le Médiateur
interagit également avec les complexes remodeleurs de la chromatine. Chez I'homme, le
complexe STAGA recrute le Médiateur durant I'activation de la transcription par I'oncoprotéine
Myc avec pour effet une stimulation de la prolifération cellulaire (Liu et al., 2008). Chez la souris,

le Médiateur forme un complexe stable avec ATAC et régule la transcription d’un ensemble
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d’ARNnc (Krebs et al., 2010). Chez la levure, le recrutement du Médiateur et de SAGA sur les
génes régulés par Gen4 est interdépendant (Qiu et al., 2005) et permet le recrutement de Swi/Snf
(Yoon et al., 2003). Tous les trois stimulent alors le recrutement de la TBP sur le promoteur et
permettent d’initier la mise en place du PIC. Ces exemples montrent I'importance d’une

coopération entre le Médiateur et les co-activateurs dans la régulation de la transcription.

Le Médiateur peut également interagir directement avec les histones et notamment la queue
des histones H3 et H4 (Zhu et al., 2011a). Cette interaction est inhibée par I'acétylation H4K16 et
une analyse par ChIP-on-chip montre que I'association du Médiateur et I'acétylation H4K16 sont
mutuellement exclusives. Ceci laisse suggérer que la présence du Médiateur sur ’ADN pourrait
étre régulée par des modifications des histones. Une étude plus récente a permis de déterminer
les sous-unités du Médiateur impliquées dans l'interaction avec I’histone H4, il s’agit de Med5 et

Med17 (Liu and Myers, 2012).

Une étude récente a démontré I'existence d’une interaction entre la sous-unité Medl du
Médiateur murin et I'’enzyme Chd1 (« chromodomain helicase DNA-binding protein 1 ») impliquée
dans le remodelage de la chromatine (Lin et al., 2011). Chdl se lie spécifiquement sur le
promoteur des genes actifs. Cette spécificité est en partie due a sa capacité a reconnaitre la
marque d’histone H3K4me3 qui est associée aux génes activement transcrits. Cependant, chez la
Drosophile, I'inactivation des chromodomaines de Chd1l, indispensables a la reconnaissance des
histones tri-méthylées, ne perturbe pas la localisation de I'enzyme sur la chromatine (Morettini et
al., 2011). De la méme fagon, I'enzyme Chd1 de S. cerevisiae, dont les chromodomaines ne sont
pas capables de reconnaitre la tri-méthylation des histones, est recrutée spécifiqguement au
niveau des génes activement transcrits (Ehrensberger and Kornberg, 2011). Par contre, en
I'absence du Médiateur, le recrutement de Chd1 sur ces genes est nettement diminué. Ainsi le
Médiateur coordonne I'assemblage du PIC avec le recrutement de Chd1l. L’action combinée du
Médiateur et de la marque d’histone H3K4me3 permet de spécifiquement cibler Chd1 sur les

genes actifs.

a. Interaction du Médiateur avec la cohésine

Pour permettre la communication entre les activateurs liés aux régions régulatrices, et la
machinerie de transcription liée au promoteur, ’ADN doit former des boucles (« DNA looping »).
La cohésine, un complexe protéique associé aux chromosomes et trés conservé chez les

eucaryotes, facilite la formation de ces boucles (Dorsett, 2011). Une analyse par ChIP réalisée
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dans le laboratoire de R. Young a partir de cellules ES murines a montré que le Médiateur est
présent a la fois sur I'« enhancer » et le promoteur des génes activement transcrits (Kagey et al.,
2010). Cette observation confirme que le Médiateur agit comme un pont entre les activateurs et
la machinerie de transcription liée au promoteur. L'étude a I'échelle du génome par ChIP-seq a
montré que la cohésine co-occupe les « enhancers » et les promoteurs liés par le Médiateur. Une
inhibition par « knock down » de I'un de ces deux facteurs engendre la méme diminution de
I'expression des genes Oct4-dépendants. Ainsi, la présence du Médiateur et de la cohésine est
indispensable a I'expression de ces génes. L'interaction du Médiateur et de la cohésine a par
ailleurs été démontrée par co-IP. Enfin, une analyse 3C a permis de mettre en évidence la
présence de boucles de I’ADN entre les promoteurs et « enhancers » liés par la cohésine et le
Médiateur mais pas ailleurs. Tous ces résultats indiquent que le Médiateur, en association avec la

cohésine, permet de connecter I'« enhancers » et le promoteur des génes activement transcrits.

b. Interaction du Médiateur avec TFIIS

Le réle de TFIIS a avant tout été décrit dans I’étape d’élongation durant laquelle il permet la
reprise de la transcription aprés une pause de la Pol Il en stimulant le clivage de I’ARN naissant
pour qu’il puisse recouvrer une position correcte dans le site catalytique de la Pol Il (Wind and
Reines, 2000). Cependant, une activité dans l'initiation de la transcription a également été
suggérée chez S. cerevisiae. Tout d’abord, la délétion du gene DST1, qui code pour TFIIS chez la
levure, induit une co-létalité lorsqu’il est associé a une délétion de MED31, supposant une activité
redondante entre ces deux génes (Malagon et al., 2004). TFIIS est recruté sur le promoteur GAL1,
et la délétion de DST1 réduit le recrutement de la machinerie de transcription sur ce géne
(Prather et al., 2005). Enfin, TFIIS se fixe sur le promoteur des génes ADH1, VTC3 et MET17
indépendamment de la Pol Il et permet le recrutement de cette derniére en absence de Med31.
Son domaine de liaison a la Pol Il est requis pour cette activité tandis que son domaine de
stimulation du clivage est dispensable (Guglielmi et al., 2007). Ces résultats sont en accord avec
les observations in vitro qui montrent que TFIIS participe a la formation et a la stabilisation du PIC
indépendamment de son réle dans I'élongation (Kim et al., 2007). Ainsi, TFIIS et Med31 sont

requis pour une occupation optimale de la Pol Il sur les promoteurs in vivo.

3. Recrutement du Médiateur et role in vivo

L'ordre d’arrivée des complexes impliqués dans l'initiation de la transcription a été largement
étudié in vitro. L'étude in vivo s’avére cependant plus complexe puisqu’il faut tenir compte, entre
autres, des co-activateurs. La technique d’immunoprécipitation de chromatine (ChIP) a permis

une nette avancée dans ce domaine et notamment de déterminer a quel moment de la mise en
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place du PIC le Médiateur intervient. Des analyses cinétiques réalisées chez la levure, notamment
sur les genes GAL en présence de galactose, ont permis de mesurer 'arrivée des différents
composants de la machinerie de transcription par la Pol Il. Aprés ajout de galactose dans le milieu,
I'activateur Gal4 se lie rapidement sur 'UAS et recrute d’abord le co-activateur SAGA puis le
Médiateur qui, ensemble, permettent de recruter la Pol Il et les GTFs (Bryant and Ptashne, 2003).
Ainsi, le Médiateur fixe préférentiellement les régions régulatrices en amont du promoteur des
génes, avant le recrutement de la machinerie de transcription et donc indépendamment de la Pol
Il (Kuras et al., 2003; Park et al., 2001). Il permet alors la mise en place du PIC et sa stabilisation
sur le promoteur (Cantin et al., 2003). Le schéma ci-apres présente les étapes de I'activation de la

transcription par le Médiateur in vivo (Figure 15).

Figure 15: Etapes de [I'activation de Ia
transcription par le Médiateur in vivo (Malik
l and Roeder, 2010).

(a) 'ADN est compacté sous forme de
chromatine, enroulé autour des nucléosomes.

(b) L’activation de la transcription débute

— par la fixation d’un ou plusieurs activateurs sur
Transcriptional , . , . .

activators une région régulatrice (UAS). Ceux-ci vont
recruter des co-activateurs intervenant dans le

remodelage de la chromatine (SAGA, Swi/Snf...)

(c) Médiateur est a son tour recruté par
une interaction de son module de queue avec
les activateurs. A cette étape, le module Cdk
peut ou non étre présent.

(d) Le Médiateur stimule I"assemblage du

PIC en interagissant avec les GTFs et la Pol Il via
ses modules de téte et du milieu. A ce stade le
module Cdk est absent car la liaison de la Pol Il
et du module Cdk sur le Meédiateur sont
mutuellement exclusives (cf. V. de ce chapitre).

Les travaux réalisés entre autres par notre équipe sur la sous-unité Med11 du Médiateur ont
permis de démontrer une interaction directe entre cette sous-unité et Rad3, qui appartient au
module cceur de TFIIH. Cette interaction est importante pour le recrutement de TFIIH. En effet, les

mutations med11ts induisent un effet différentiel sur le recrutement des modules cceur et kinase
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de TFIIH indépendamment de TFIIE et de la Pol Il. Les différentes données obtenues ont ainsi
permis de démontrer in vivo le réle du Médiateur dans le recrutement indépendant de TFIIE, TFIIH
et de la Pol Il (Esnault et al., 2008). Différents intermédiaires de I'initiation de la transcription ont
ainsi été mis a jour et ont permis de proposer un modeéle ol le Médiateur stimule la transcription
en intervenant sur la mise en place du PIC (Figure 16). Il favorise notamment I’association de

TFIIE, TFIIH et de la Pol Il au promoteur, ainsi que le recrutement de TFIIK sur le module cceur de

&

TFIIH.

Mediator /

é é Med11

AN

&3

Figure 16 : Influence du Médiateur sur la mise en place du PIC et la phosphorylation du CTD
(Esnault et al., 2008; Soutourina et al., 2011).

Les intermédiaires observés au cours de nos études sont en couleurs vives, ceux qui ont été
déduits sont en couleurs transparentes.

La meilleure facon de comprendre le mécanisme d’action du Médiateur reste d’étudier I'effet
des mutations qui affectent son interaction avec les différents facteurs de la transcription. Une
carte d’interaction génétique réalisée chez la levure S. cerevisiae a ainsi pu voir le jour et a permis
de démontrer que le module de queue est lié génétiquement aux activateurs, celui du milieu au

facteur d’élongation TFIIS et celui de la téte a TFIIF, TFIIH et a la Pol Il (Collins et al., 2007).

Le Médiateur formant un complexe avec la Pol Il et les GTFs, son interaction était attendue
au niveau du promoteur des génes. Cependant, une analyse par ChIP sur les génes GAL de S.
cerevisiae a montré sa localisation préférentielle sur les UAS, indépendamment de la Pol Il et des
GTFs (Kuras et al., 2003). Des études a I'échelle du génome, notamment par ChlP-on-chip chez S.
cerevisiae (Andrau et al., 2006) et S. pombe (Zhu et al., 2006), ont par la suite confirmé que le
Médiateur se fixe sur les régions UAS de la majorité des genes de classe I, actifs ou inactifs. Les
résultats obtenus suggérent également que le Médiateur est recruté comme une seule entité

avec son module Cdk, méme si ce dernier n’est parfois présent que de maniere transitoire. Les
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différentes analyses réalisées a I'échelle du génome ont également soulevé la question de la
localisation du Médiateur sur la chromatine. Bien que la majorité s’accorde a dire que le
Médiateur se lie majoritairement sur les UAS, certains suggérent aussi une présence sur le
promoteur et méme sur les ORFs. En ce qui concerne la présence sur les promoteurs, les travaux
de C. Jeronimo et F. Robert ont apporté un premier élément de réponse en montrant que le
Médiateur peut en effet s’associer aux promoteurs mais seulement de maniére transitoire, tandis
gue sa liaison aux UAS est beaucoup plus stable (Jeronimo and Robert, 2014). Cette association
serait régulée par I'état de phosphorylation du CTD de la Pol Il par Kin28, la phosphorylation sur
Ser5 provoquant la dissociation du Médiateur, et induisant ainsi I'échappée du promoteur (Wong
et al., 2014). Pour ce qui est de la présence sur les ORFs, la majorité des signaux détectés ne
seraient que des artefacts puisqu’ils sont également retrouvés dans les contrdles négatifs (ChIP a
partir d’'une souche non étiquetée ou avec un anticorps non spécifique) comme le confirment nos
résultats non publiés. Plusieurs laboratoires ont d’ailleurs rapportés des artefacts similaires dans
les ORFs des génes fortement transcrits (Jeronimo and Robert, 2014; Park et al., 2013; Teytelman

et al., 2013).

4. Le Médiateur, facteur général de la transcription

Les facteurs généraux de la transcription sont définis comme les facteurs indispensables a la
transcription basale. Le Médiateur n’est pas requis dans ce contexte précis mais est capable de
stimuler la transcription basale in vitro. Cette fonction a été montrée a la fois chez la levure (Kim
et al.,, 1994) et chez 'homme (Mittler et al., 2001). De plus, il va permettre d’augmenter tres
fortement le niveau de la transcription suite a I'ajout d’un activateur (Baek et al., 2006; Kornberg,
2005; Mittler et al., 2001). La transcription basale a été largement étudiée in vitro, a la fois chez la
levure et les mammiféres, mais reste peu documentée in vivo. Une méthode mise au point
récemment par le laboratoire de L. Kuras, utilisant le recrutement artificiel de la machinerie de
transcription par la Pol Il sur un promoteur test ne nécessitant pas d’activateur (« activator
bypass »), a permis d’adresser cette question (Lacombe et al., 2013). Cette technique utilise un
systeme dans lequel TFIIB est fusionné a RFX, un facteur de transcription humain, sans potentiel
d’activation chez la levure. Le site de liaison de RFX est ensuite introduit en amont du promoteur
de MET17. Les résultats obtenus montrent que le Médiateur peut étre recruté in vivo
indépendamment de la présence d’un activateur, mais via sa capacité a lier la Pol Il et les GTFs.
Ainsi le Médiateur appartiendrait a la machinerie de base de la transcription et pourrait influencer

la transcription basale in vivo.

Une autre définition des GTFs stipule qu’ils sont requis pour la transcription de I'ensemble

des genes. Or chez la levure, des mutations de Med17 conduisent a une diminution de la
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transcription des génes, similaire a celle observée avec des mutations de la sous-unité Rpbl de la
Pol Il (Holstege et al., 1998; Thompson and Young, 1995). Une étude récente montre également
que le Médiateur est présent a la fois sur les génes inductibles et constitutifs et est indispensable
au recrutement de la Pol Il sur leurs promoteurs (Ansari et al., 2009). Le Médiateur peut donc a ce

titre étre qualifié de GTF (Takagi and Kornberg, 2006).

Dans tous les cas, le Médiateur est un co-activateur requis de maniere quasi-universelle pour
initier la transcription, qui joue un réle majeur et unique et contribue a activer la transcription par

divers mécanismes.

IV. REGULATION NEGATIVE DE LA TRANSCRIPTION PAR LE

MEDIATEUR

Bien que le Médiateur soit généralement décrit comme un co-activateur, de nombreuses
sous-unités semblent impliquées dans la régulation négative de la transcription (Hampsey, 1998;
Myers and Kornberg, 2000). Notamment, des analyses de transcriptome ont permis d’identifier de
nombreux génes régulés a la hausse en présence de mutations de diverses sous-unités du

Médiateur (Holstege et al., 1998; Koschubs et al., 2009; van de Peppel et al., 2005).

Dans certains organismes, le Médiateur existe sous deux formes qui différent principalement
par la présence ou I'absence du module kinase (Liu et al., 2001; Sato et al., 2004; Spahr et al.,
2003). Ce module comprend la kinase Cdk8 et la cycline CycC ainsi que deux sous-unités
additionnelles : Med12 et Med13. Les premiéres études du module Cdk8 ont rapidement conclu
en un role dans la régulation négative de la transcription. En effet la délétion de certaines sous-
unités de ce module conduit a l'augmentation de I'expression de nombreux génes chez S.
cerevisiage (Hengartner et al.,, 1998; Holstege et al., 1998; van de Peppel et al., 2005). Le
mécanisme de cette inhibition n’est pas encore totalement connu, cependant, il a été montré que
la kinase Cdk8 est capable, in vitro, de phosphoryler les sérines 2 et 5 du CTD de la Pol Il avant la
mise en place du PIC ce qui empécherait la formation du complexe Med-Pol Il (Hengartner et al.,
1998). De plus, la présence du module kinase au sein du Médiateur empéche son interaction avec
la Pol Il chez la levure et chez I’lhomme (Elmlund et al., 2006; Knuesel et al., 2009). Des analyses
menées a l'échelle du génome montrent également que le module Cdk8 est capable de
phosphoryler la sous-unité Med2, empéchant ainsi I'activation par le module de queue d’un
ensemble de genes impliqués dans la réponse a une carence en fer (van de Peppel et al., 2005).
Chez les mammiféres, Cdk8 peut également inhiber I’activité de TFIIH au cours de l'initiation de la
transcription en phosphorylant la cycline H (Akoulitchev et al., 2000). Enfin, des travaux récents

réalisés chez la levure montrent que le Médiateur est capable d’autoréguler sa propre fonction

80



(Gonzalez et al., 2014). Cdk8 peut en effet phosphoryler la sous-unité Med3, dont la fonction est
requise pour I'activation de la transcription, ce qui engendre sa dégradation par I'ubiquitine-ligase

Grrl et inhibe ainsi la fonction co-activatrice du Médiateur.

Ces données montrent I'importance de Cdk8 pour réguler négativement la transcription. Ce
module agit en inhibant trois acteurs essentiels pour l'initiation de la transcription : le Médiateur
lui-méme, TFIIH et la Pol Il. Cependant, de plus en plus d’études montrent que Cdk8 peut
également réguler positivement certains génes notamment en facilitant le recrutement de la Pol
I, du facteur P-TEFb ou de la TBP (Belakavadi and Fondell, 2010; Donner et al., 2010; Larschan and
Winston, 2005).

V. AUTRES ROLES DU MEDIATEUR

Plusieurs études récentes suggérent que le Médiateur pourrait intervenir au-dela de
I'initiation, par exemple dans les étapes post-recrutement du PIC et dans la maturation des

ARNmM, mais également dans d’autres processus tels que le maintien des télomeéres.

1. Role du Médiateur dans les étapes post-recrutement du PIC

La réactivation de la Pol Il aprés la pause a proximité du promoteur nécessite le recrutement
de divers facteurs d’élongation tels que ELL/EAF et P-TEFb. La sous-unité Med26 du Médiateur
intervient dans ce processus en liant tout d’abord le facteur TFIID lors de l'initiation puis en
I’échangeant contre ELL/EAF et P-TEFb pour permettre I'échappée de la pause (Takahashi et al.,
2011). Une coopération entre le Médiateur et TFIIS a également été mise en évidence, qui permet

le transit de la Pol Il au-dela du nucléosome +1 (Nock et al., 2012).

La sous-unité Cdk8 du Médiateur n’est pas requise pour le recrutement de la Pol Il ni pour la
sortie de pause. Cependant, en I'absence de Cdk8, I'élongation se fait plus lentement, en
corrélation avec une phosphorylation de Ser2 et Ser5 diminuée (Donner et al., 2010). Cdk8 serait
donc important pour I|'étape d’élongation, notamment lors de |'assemblage du complexe
d’élongation, en permettant le recrutement des kinases Cdk7 et Cdk9. Chez I'homme, Cdk8
stimule la sortie de pause de la Pol Il sur les génes H1F1A-dépendants en réponse a I’hypoxie en
permettant le recrutement de P-TEFb et SEC (« super elongation complex »)(Galbraith et al.,
2013). Dans les cellules ES murines MED23 KO, le taux de transcription du géne EGR1 (un gene
modele Med23-dépendant) est réduit de 4 a 5 fois et le recrutement de P-TEFb et de la Pol Il sur
I’ORF est significativement diminué. Par contre, I'occupation de la Pol Il, du Médiateur ou des
GTFs au niveau du promoteur reste inchangée (Wang et al., 2013). De plus, une interaction

directe entre Med23 et la sous-unité Cdk9 de P-TEFb a été détectée. Ces résultats montrent que
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Med23 et Cdk8 sont importants pour réguler I'étape d’élongation, notamment en recrutant le

facteur P-TEFb.

Chez S. cerevisiae, la sous-unité Med18 du Médiateur est détectée sur la région terminatrice
des génes CHA1 et INO1. De plus, dans les souches med184 les complexes de terminaison de la
transcription CF1 (« cleavage factor 1 ») et CPF (« cleavage and poly-adenylation factor ») ne sont
plus recrutés et la Pol Il s"accumule en 3’ du gene et dans la région intergénique (Mukundan and
Ansari, 2011). Ces résultats suggerent que le Médiateur est requis pour la terminaison efficace de

certains genes.

Une analyse par spectrométrie de masse a permis d’identifier plusieurs facteurs de
maturation de I’ARN qui lient le Médiateur (Huang et al.,, 2012). HnRNP L qui intervient dans
I’épissage alternatif et la polyadénylation interagit directement avec Med23 in vitro et in vivo. De
plus, Med23 co-localise partiellement avec ce facteur sur ’ADN. Cette étude confere un nouveau

réle pour le Médiateur dans la régulation de I'épissage des ARNm.

2. Réle du Médiateur dans la réinitiation de la transcription

Il est peu probable que le Médiateur reste lié a la Pol Il aprés son échappée du promoteur. En
effet, des analyses in vitro montrent que le Médiateur est retenu par les activateurs et forme une
plateforme a partir de laquelle il peut faciliter la réinitiation (Yudkovsky et al., 2000). Pour
comprendre ce processus, I'équipe de S. Hahn a développé un systéme de transcription sur
matrice d’ADN immobilisée qui permet d’étudier la premiére initiation et la réinitiation de la
transcription in vitro. Le PIC est formé a partir d’extraits nucléaires de S. cerevisiae. L'ajout de
nucléotides au systeme pendant deux minutes permet de suivre un seul cycle de transcription.
Dans ce systeme, la Pol Il n’est pas retrouvée puisqu’elle est partie en élongation. Les facteurs
TFIIB et TFIIF se désolidarisent du promoteur tandis que TFIIA, TFIID, TFIIH, TFIIE et le Médiateur
restent associés sur la matrice. Pour observer un nouveau cycle de transcription, des extraits
nucléaires sont de nouveau ajoutés. Si ces extraits ont été obtenus a partir de souches mutées
dans des sous-unités essentielles des facteurs restés sur la matrice, la réinitiation peut tout de
méme avoir lieu. Les résultats obtenus suggérent que ces facteurs forment un échafaudage
(« scaffold ») pour la réinitiation de la transcription. Cette plateforme permettrait d’accélérer
I’étape de formation du PIC et donc d’atteindre des niveaux de transcription plus importants.
Cependant, ce phénomeéne de réinitiation a seulement été observé in vitro, aucune preuve de son

existence in vivo n’a encore été apportée.

Deux mutants du Médiateur : med3A4 et med16A4, affectent la réinitiation. lls déstabilisent

I'association du Médiateur avec la Pol Il et n’entrainent pas de défaut pour le premier cycle de
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transcription, mais diminuent le niveau de transcription au cours des cycles suivants (Reeves and
Hahn, 2003). De plus, I'incorporation du module Cdk8 du Médiateur au sein de I'échafaudage
permettrait d’ « éteindre » le systeme de réinitiation aprés un certain nombre de cycles de
transcription (Elmlund et al., 2006). Cette derniere observation est en accord avec un réle pour ce

module dans la régulation négative de la transcription (cf. V. de ce chapitre).

3. Role du Médiateur dans le maintien des télomeres

Chez S. cerevisiae, les télomeres consistent en une répétition d’'une séquence dégénérée
[(TG1-3)n] sur une longueur variant de 300 a 500 nucléotides (Walmsley et al., 1984) avec une
extension 3’ simple brin G-riche dont la longueur varie au cours du cycle cellulaire (Wellinger et
al., 1993). Les génes situés prés des télomeres subissent un « silencing » réversible (Ottaviani et
al., 2008). Ce phénomene nommé TPE (« telomere position effect ») dont les mécanismes sont
encore trés peu connus, est trés conservé chez les eucaryotes et est impliqué dans de
nombreuses pathologies humaines, d’ou I'importance de son étude. Les effets opposés des
enzymes Sir2 et Sas2 induisent un gradient d’acétylation H4K16 qui marque la limite entre la
chromatine active et inactive prés des télomeéres. L'enzyme Sir2 permet le maintien du TPE en
éliminant l'acétylation H4K16 tandis que I'HAT Sas2 possede un effet antagoniste a Sir2 en
acétylant I'histone H4K16. Dans les cellules vieillissantes on constate une diminution de Sir2
s’accompagnant d’'une augmentation de I'acétylation H4K16 et d’'une diminution du TPE (Dang et
al., 2009). La surexpression de cette enzyme augmente la longévité des cellules tandis que son
inactivation la réduit. L'effet inverse est observé avec I’'enzyme Sas2. Ainsi, la limite exacte entre
la chromatine active et inactive, régulée par Sir2 et Sas2, peut influer directement la durée de vie
cellulaire. Une analyse par ChIP chez S. cerevisiae a démontré que le Médiateur s’associe avec
I’hétérochromatine au niveau des téloméres (Zhu et al., 2011b). La délétion de la sous-unité Med5
induit une diminution de l'occupation du Médiateur sur ces régions, augmente |'acétylation
H4K16 et réduit le TPE avec pour conséquence un raccourcissement de la durée de vie des
cellules. Le mécanisme proposé serait que le Médiateur influence la balance qui existe entre les
enzymes Sir2 et Sas2. La délétion des sous-unités du module de queue du Médiateur induit une
diminution de I'occupation de Sir2 et une augmentation de I'acétylation H4K16. Ce phénomene
n’est pas observé apres délétion des sous-unités des autres modules du Médiateur indiquant que
seul le module de queue du Médiateur est requis et suffisant pour réguler le TPE (Peng and Zhou,

2012).
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VI. ROLES FONCTIONNELS ET PATHOLOGIES

Diverses méthodes ont permis d’étudier les fonctions physiologiques des différentes sous-
unités du Médiateur des animaux. Ces études ont notamment permis de confirmer le réle crucial
de ce complexe dans la transcription ainsi que son implication dans de nombreux processus

biologiques et par conséquent dans diverses pathologies associées.

1. Role du Médiateur dans le développement et la différenciation

Le role essentiel du Médiateur dans le développement a été déterminé a partir d’études

réalisées chez la drosophile, le poisson zébre, la souris et I’homme (Tableau 10).

Le Médiateur est indispensable a un stade précoce du développement. Des expériences
d’ARN interférence (ARNi) chez C. elegans ont en effet montré que les sous-unités Med6, Med7 et
Med10 sont essentielles a 'embryogénése (Kwon et al.,, 1999). De la méme facon, des souris
invalidées pour le gene MED21 (KO « knock-out ») meurent au stade blastocyste sans qu’aucune

cellule ES n’ait pu étre obtenue (Tudor et al., 1999).

Des souris invalidées génétiquement pour différentes sous-unités du Médiateur ont été
générées. Les souris MEDI KO meurent a E11.5 (11,5 jours de développement de I'embryon)
d’une insuffisance placentaire. Ces embryons montrent des malformations cardiaques, un défaut
de développement neuronal, une nécrose hépatique et un défaut d’hématopoiese (lto et al.,
2000). Les souris MED12 KO ne terminent pas la gastrulation et meurent a E7.5 (Rocha et al.,
2010). Les souris MED23 KO ont un développement retardé et meurent entre E9 et E10.5 d’un
défaut de circulation systémique (Balamotis et al., 2009). Les souris MED24 KO présentent une
sévere hypoplasie cardiaque, un défaut de développement du systéme nerveux central et ne
dépassent pas E10.5 (Ito et al., 2002). Enfin, les souris CDK8 KO meurent avant I'implantation et
présentent des blastoméres fragmentés (Westerling et al.,, 2007). Ainsi, toutes les souris
invalidées pour les genes cités ci-dessus meurent au stade embryonnaire, plus ou moins
précocement, et présentent des phénotypes variés. Ceci suggere un role spécifique pour chaque

sous-unité du Médiateur dans le développement embryonnaire.

Chez la drosophile, le module Cdk8 est impliqué dans la régulation de I'expression des genes
du développement de la patte, la différentiation cellulaire pendant le développement de I'ceil, le
développement des organes sensoriels externes et la définition des segments (Boube et al., 2000;
Loncle et al., 2007). Med15 intervient dans le développement des ailes (Terriente-Félix et al.,
2010) et Med31 dans la formation de I'axe antéropostérieur (Bosveld et al., 2008). De plus,

Med17 est indispensable a la survie cellulaire (Boube et al., 2000).

84



Sous-unité Phénotype / Processus Organisme
Med1 KO létal pour I'embryon a E11,5 Souris
Adipogenése, érythropoieses Souris
Erythropoiése et différenciation des glandes mammaires et du Souris
Différenciation des cellules luminales Souris
Med12 KO létal pour 'embryon a E7,5 Souris
Fonction des cellules ES Souris
Différenciation neuronale Souris
Développement du cerveau, des oreilles, des reins, du cartilage et Poisson zébre
de 'endoderme
Chondrogenése Poisson zebre
Développement de la rétine et des ailes Drosophile
Développement de la vulve C. elegans
Division des cellules T C. elegans
Med13 Développement de la rétine et des ailes Drosophile
Développement de la vulve C. elegans
Division des cellules T C. elegans
Développement du cceur et du cerveau Homme
Med14 Adipogenése Souris
Med15 Développement des ailes Drosophile
Développement du mésendoderme Xenope
Métabolisme des lipides Homme
Développement du cceur Homme
Med19 Différenciation neuronale Souris
Développement des oligodendrocytes Homme
Med21 KO lethal pour 'embryon au stade blastocyte Souris
Différenciation des kératinocyte Souris
Med23 KO lethal pour 'embryon a E9-10,5 Souris
Adipogenése Souris
Différenciation du muscle lisse Souris
Développement de la vulve C. elegans
Med5/24 KO lethal pour 'embryon a E8-10,5 Souris
Différenciation des cellules de la rétine Poisson zebre
Adipogenése Homme
Med25 Chondrogenése Souris
Sécrétion d’insuline Homme
Métabolisme des xénobiotiques et des lipides Homme
Développement du systeme nerveux périphérique Homme
Med26 Différenciation neuronale Souris
Med3/27  Différenciation des cellules de la rétine Poisson zeébre
Med28 Différenciation du muscle lisse Souris
Med31 KO lethal pour 'embryon a E16,5-18,5 Souris
Chondrogenese Souris
Formation de I'axe antéropostérieur Drosophile
Cdk8 KO lethal pour 'embryon a E2,5-3 Souris
Développement de I'oeil Drosophile
Réponse immunitaire et différenciation cellulaire Homme
Cdk19 Réponse immunitaire et différenciation cellulaire Homme

Tableau 10 : Implication des sous-unités du Médiateur dans des phénotypes ou des processus

développementaux (d’aprés Yin and Wang, 2014)
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Chez le poisson-zébre, Med12 est indispensable au développement du cerveau, des
cartilages, de I'ceil, des reins et de I'endoderme (Hong et al., 2005; Rau et al., 2006; Shin et al.,
2008; Wang et al., 2006b). Med23 intervient dans la différenciation des muscles lisses (Yin et al.,

2012). Med12 et Med25 sont important pour la chondrogenése (Nakamura et al., 2011).

Toutes ces études montrent le réle essentiel du Médiateur dans I'organogenese a un stade
précoce et explique que des mutations de ce complexe puissent conduire a des pathologies du

développement.

Le Médiateur interagit avec des facteurs de transcription spécifiques et régule ainsi
I'expression de différents groupes de genes impliqués dans la différenciation et la prolifération
cellulaire (Tableau 10). Des expériences ont montré que Med1 et Med21 stimulent la prolifération
et la différenciation des kératinocytes tandis que Med10 posséde un réle inhibiteur (Oda et al.,
2007, 2010). Med1 joue également un role crucial dans la différenciation des myélocytes au cours
de I'hématopoiése (Urahama et al., 2005). Med31 est requis pour la prolifération cellulaire
intervenant lors de la croissance embryonnaire (Risley et al., 2010). L'invalidation de MED23 abolit
la transcription des genes dépendant du facteur de croissance Egrl qui joue un role important
dans la différenciation et la transformation cellulaire ainsi que dans I'apoptose (Balamotis et al.,
2009). La prolifération cellulaire pouvant étre a I'origine du développement de nombreux cancers

chez I’'homme, il n’est donc pas étonnant que le Médiateur soit impliqué dans cette pathologie.
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2. Pathologies impliquant le Médiateur

Sous-unité  Pathologie

Etat génétique/Mutation

Med1 Cancer de la prostate et du sein
Mélanome
Cancer du colon et du poumon
Med4 Cancer cervical
Rétinoblastome
Med12 Syndrome d’Opitz-Kaveggia (syndrome FG)

Syndrome de Lujan
Léiomyome utérin
Syndrome d’Ohdo
Schizophrénie psychose
Cancer du sein
Cancer du colon
Cancer du poumon
Cancer de la prostate
Med13 Transposition des grosses artéres
Cancer du cerveau
Cancer du sein
Rétinoblastome

Med14 Cancer du sein
Cancer de la prostate
Med15 Syndrome de Di-George

Cancer du sein
Cancer de la prostate

Med17 Atrophie cérébrale infantile
Cancer de la prostate

Med19 Cancer de la vessie, du sein, du colon, du poumon, de
I’'estomac de 'ovaire, de la prostate, du pancréas, de la
langue
Ostéosarcome

Med23 Déficit intellectuel non syndromique
Mélanome

Cancer du sein

Surexpression

Surexpression
Sous-expression
Sous-expression
Sous-expression

Mutation R971W

Mutation N1007S

Mutation de I'intron 1 et exon 2
Mutation faux-sens
Polymorphisme

Mutation de I'exon 2
Sous-expression

Mutation

Translocation chromosomique
Motif d’édition altéré
Amplification de géne

Surexpression

Délétion chromosomique
hypermethylation
Mutation L371P
Surexpression
Surexpression

Surexpression
Mutation R617Q
Délétion chromosomique

Cancer de I'estomac Mutation
Phéochromocytome Sous-expression
Cancer du poumon Surexpression
Med24 Cancer du sein et de la prostate Surexpression
Med25 Maladie de Charcot-Marie-Tooth Mutation A335V
Med28 Cancer du sein, du colon et de la prostate Surexpression
Med29 Cancer du pancréas Surexpression
Med30 Cancer du sein Surexpression
Cdk8 Cancer du colon Surexpression
Mélanome Surexpression
CycC Cancer du colon Surexpression
Carcinome hépatocellulaire Surexpression
Leucémie Délétion de région génomique
Ostéosarcome Sous-expression
Cdk19 Décollement de rétine congénital, microcéphalie et Inversion chromosomique
déficience intellectuelle péricentrique
Myélome Altérée
Ostéosarcome Surexpression
Tableau 11 : Implication des sous-unités du Médiateur dans des pathologies humaines

(d’apres Schiano et al., 2014; Spaeth et al., 2011).
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Chez 'lhomme aussi, le Médiateur joue un rdle important au cours de l'organogénese
(Tableau 10). Il intervient notamment dans le développement du systéeme nerveux central et

périphérique et peut ainsi étre impliqué dans diverses pathologies cognitives (Tableau 11).

Des mutations de la sous-unité Med12 interviennent dans les syndromes d’Opitz-Kaveggia et
de Lujan qui se traduisent par des malformations diverses et un retard mental (Risheg et al., 2007;
Schwartz et al., 2007). L’interaction du Médiateur avec le répresseur de la différenciation
neuronale REST est alors diminuée induisant une expression anormale des genes neuronaux (Ding
et al., 2008). Une mutation dans Med25 engendre un défaut d’interaction entre le Médiateur et
les kinases Abl et Lck importantes pour le développement du systeme nerveux périphérique et
conduit a la maladie de Charcot-Marie-Tooth, une neuropathie sensorielle et moteur (Leal et al.,
2009). Une mutation dans Med17 conduit a un défaut de régulation des génes importants pour le
développement des oligodendrocytes et est responsable de I'atrophie cérébrale infantile
(Kaufmann et al., 2010). La mutation correspondante chez S. cerevisiae conduit a une protéine
inactive a 37°C. Le gene codant la sous-unité Med15 est délété dans le syndrome de DiGeorge
(Berti et al., 2001). Dans les embryons de souris, Med15 est exprimée de facon ubiquitaire,
cependant, son taux est plus important dans les régions fronto-nasales, les arcs pharyngiens et les
bourgeons des membres, ce qui pourrait expliquer les défauts observés dans le syndrome de
DiGorge (insuffisance vélopharyngée, dysmorphie faciale...). Enfin, Med23 est impliquée dans la
déficience intellectuelle non syndromique (Hashimoto et al.,, 2011). La mutation de cette sous-
unité diminue I'activité des genes de réponse précoce (IEG « immediate early genes ») Jun et Fos.
Une dérégulation de ces génes est également retrouvée chez les patients présentant des
désordres neurologiques, indiquant que leur expression serait importante pour le développement

cognitif.

Toutes ces études montrent un réle important pour le Médiateur dans le développement
cérébral. Plusieurs de ces pathologies sont associées a une cardiopathie, suggérant que le
Médiateur intervient également dans le développement cardiaque. D’ailleurs, une forme
tronquée de Med13 est retrouvée dans la transposition des gros vaisseaux (Muncke et al., 2003)

qui est la malformation cardiaque cyanogéne la plus fréquente du nouveau-né.
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La carcinogenése est un processus complexe caractérisé par la dérégulation de I'’expression
de nombreux génes. Le Médiateur intervenant dans la régulation de la transcription, il n’est pas
étonnant de le retrouver impliqué dans de nombreux cancers. Pourtant ce n’est que tres
récemment que les études de cancérologie ont permis de révéler que des altérations des
composants de la machinerie de transcription, tels que le Médiateur, peuvent étre oncogenes. Le
role détaillé de ces modifications et I'effet qu’elles produisent reste largement inconnu,
cependant il existe dans la littérature quelques exemples qui précisent le role fondamental du
Médiateur dans la carcinogenése. La suite de ce chapitre sera donc consacrée aux cas les mieux

documentés d’implication des sous-unités du Médiateur dans des cancers.

Cependant le role du Médiateur dans le développement du cancer est bien plus important
qgue ne le laissent suggérer ces quelques exemples, comme en témoigne le tableau récapitulatif
précédent qui montre qu’un grand nombre de sous-unités est impliqué dans au moins un type de

cancer (Tableau 11).
Exemple 1 : Implication de MED1 et MED17 dans le cancer de la prostate

Le complexe Médiateur est un important co-activateur pour de nombreux facteurs de
transcription dont le récepteur aux androgenes (AR). MED1/TRAP220 agit comme une cible
directe du récepteur AR. Ce géne est surexprimé dans 50% des cancers de la prostate (Vijayvargia
et al., 2007). L'utilisation d’ARNi ciblant MED1 ou MED17 diminue la prolifération androgéne-
dépendante et indépendante et augmente I'apoptose des cellules de cancer de la prostate. De
plus, la perte de I'expression de MED1 ou de MED17 entraine une diminution de I'expression AR-
dépendante des génes codant les protéines PSA (antigéne prostatique spécifique) et KLK2

(« kallikrein-related peptidase ») dont des taux élevés sont associés au cancer de la prostate.

Le Médiateur est donc important pour la prolifération et la survie des cellules cancéreuses
prostatiques et pourrait représenter une nouvelle cible thérapeutique pour traiter cette
pathologie. De plus, du fait de la surexpression de MED1 a un stade précoce, cette sous-unité

pourrait servir de marqueur de diagnostic pour les investigations cliniques.

MED5/24, MED14 (Wang et al., 2002) et MED19 (Cui et al., 2011) sont également
surexprimés dans les cellules issues de cancer de la prostate. Ces genes jouent eux aussi un réle

important dans I'expression des genes AR-dépendants.
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Exemples 2 : Implication de MED23 dans le cancer du sein

L'oncoprotéine Her2 est surexprimée dans 30% des cancers primitifs du sein et résulte
souvent en une pathologie plus agressive, métastatique et résistante aux chimiothérapies. Le
facteur de transcription principal activant HER2 est ESX dont I'expression est augmentée dans les
cancers du sein surexprimant Her2. Des analyses par SDS/PAGE, a partir des protéines isolées
pour leur capacité a lier le domaine d’activation d’ESX, ont permis d’identifier la protéine
Med23/DRIP130/CRSP130 (Asada et al., 2002). L'inhibition de l'interaction entre Med23 et ESX
diminue I'expression de Her2 et entraine une tres nette diminution de la prolifération et de la
viabilité des cellules cancéreuses en augmentant leur apoptose. Cette derniere observation est

cohérente avec le fait qu’Her2 joue un role dans les voies anti-apoptotiques.

MED1 est également surexprimé dans les lignées cellulaires issues de cancer du sein. Son
expression corréle positivement avec la présence d’'Her2 et contribue a la résistance au
Tamoxiféne, une molécule utilisée dans le traitement des cancers du sein hormonaux dépendants
(Cui et al., 2012). Les sous-unités Med1 et Med23 pourraient donc étre utilisées comme cibles

thérapeutiques dans les cancers du sein surexprimant Her2.
Exemple 3 : Implication de CDK8 dans le cancer colorectal

Une activation constitutive de la voie WNT/B-caténine est retrouvée dans la majorité des
cancers colorectaux et contribue a leur croissance, leur invasion et leur survie. Des expériences
d’ARNi ont permis d’identifier les genes régulant 'activité de la B-caténine et participant a la
prolifération du cancer colorectal, parmi lesquels se trouve CDK8 (Firestein et al., 2008). Ce gene
est surexprimé dans la majorité des cancers du c6lon et sa suppression induit une diminution de
la prolifération cellulaire et un ralentissement du cycle cellulaire dans les lignées caractérisées par
une activité élevée de la B-caténine. Ceci indique que Cdk8, via son activité kinase, est essentielle
a la régulation de I'activité de la B-caténine dans les cellules cancéreuses du colon. Cette sous-
unité pourrait donc servir de cible thérapeutique dans les cancers présentant une surexpression

de la B-caténine.
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CHAPITRE III: LA REPARATION DE L’ADN CHEZ LES
EUCARYOTES.

Dans les conditions habituelles d'activité métabolique et d'exposition aux facteurs
environnementaux, I’ADN des cellules subit chaque jour des dizaines de milliers de lésions. Celles-
ci sont globalement néfastes pour la cellule qui doit étre capable de les éliminer rapidement pour
pouvoir survivre. Un ensemble trés efficace de processus biochimiques est capable d’identifier,
signaler et corriger les dommages de I'ADN et contribue ainsi a maintenir l'intégrité du génome et
le bon fonctionnement cellulaire. Cette machinerie de réparation de I'ADN est en permanence

active et finement contrélée dans la cellule.

Les mécanismes de réparation différent selon le type de lésion (Figure 17). Cing grands systémes
de réparation existent au sein des cellules : (1) la réparation par excision de base (BER « base
excision repair »); (2) laréparation par excision de nucléotides (NER « nucleotide excision
repair »); (3) la réparation des mésappariements (MMR « mismatch repair ») ; (4) la réparation
par jonction d'extrémités non-homologues (NHEJ « non-homologous end joining »); et (5)

la réparation par recombinaison homologue (HR « homologous recombination »).

Y \4 Y \/

X-rays
Oxygen radicals UV light ~ Xerays Replication
Alkylating agents Polycyclic aromatic ~ Anti-tumour agents e
Spontaneous reactions hydrocarbons (cis-Pt, MMC)

Uracil (6-4)PP Interstrand cross-link A-G Mismatch
Abasic site Bulky adduct Double-strand break T-C Mismatch
8-Oxoguanine CPD Insertion
Single-strand break Deletion
Base-excision Nucleotide-excision Recombinational Mismatch repair
repair (BER) repair (NER) repair (HR, EJ)

Repair process

Figure 17 : Les différents types de Iésions de I’ADN et les mécanismes de réparation associés
(Hoeijmakers, 2001).
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La suite de ce chapitre sera consacrée au systeme de réparation NER. Ce mécanisme
ubiquitaire qui existe a la fois chez les procaryotes et les eucaryotes est de loin le plus versatile
des systémes de réparation en termes de reconnaissance des lésions. |l permet I’élimination des
dommages a I’ADN qui génerent une distorsion de la double hélice d’ADN, notamment causés par

les rayonnements ultra-violets (UV).

I. LES LESIONS UV-INDUITES

Les lésions de I’ADN peuvent provenir a la fois de facteurs exogenes (environnementaux) et
endogenes. Les facteurs exogénes comprennent notamment des agents chimiques carcinogénes
et des agents physiques tels que les rayonnements UVs et les radiations ionisantes. Les sources
endogénes sont plus nombreuses et proviennent surtout de I’hydrolyse spontanée des bases
azotées ou de l'attaque par des radicaux libres. Cependant, des lésions peuvent également
apparaitre lors de processus tels que la réplication de I’ADN ou la ségrégation des chromosomes.
La nature des lésions va donc varier selon I'agent qui I'aura causée. La majorité des carcinogénes
environnementaux, tels que les rayonnements UVs ou les hydrocarbures contenus dans la fumées
de cigarette, vont conduire a la formation de dommages de I’ADN qui peuvent bloquer les

processus de réplication et de transcription (Hoeijmakers, 2001).

Les cycles aromatiques des bases constituant la molécule d’ADN absorbent I'énergie des
photons. L’énergie absorbée au niveau de deux pyrimidines (cytosine ou thymine) adjacentes va
permettre la formation d’une liaison covalente entre ces deux bases, au détriment des liaisons
hydrogenes assurant la cohésion de la double hélice d’ADN. Les dimeres de pyrimidine
majoritairement induits par les UVs sont les diméres cyclobutaniques de pyrimidines (CPD) et les
photo-produits pyrimidiques (6-4) pyrimidone (6-4 PP). Les UVs induisent également d’autres
types de lésions sur les bases de I’ADN, comme I’hydrate de cytosine, les diméres d’adénine ou les

adduits thymine-adénine, mais leur fréquence de formation est tres faible.

1. Les dimeres cyclobutaniques de pyrimidine (CPD)

Les CPD sont les lésions photo-induites les plus fréquentes et les plus cytotoxiques. Elles sont
formées par la liaison covalente de deux pyrimidines adjacentes en une structure « cyclique »
engageant les atomes de carbone C5 et C6 (Figure 18). Ce type de lésion crée une distorsion de la
double hélice d’ADN d’environ 7 a 10° par rapport a sa conformation initiale (Kim et al., 1995).
Cette distorsion bloque la progression des ADN polymérases lors de la réplication et de I’ARN

polymérase lors de la transcription.
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Figure 18 : Mécanisme de formation des CPD.

2. Les photo-produits pyrimidiques (6-4 PP)

Les 6-4 PP sont quantitativement les secondes lésions les plus fréquentes aprés une
irradiation aux UVs. Le ratio entre le nombre de CPD et le nombre de 6-4 PP formés pour une
dose UV donnée est estimé entre 8:1 et 3:1 (Douki et al., 2001; Perdiz et al., 2000). Les 6-4 PP
résultent de la formation d’'un pont stable entre les positions C6 et C4 de deux pyrimidines
adjacentes (Figure 19). La déformation de I’ADN induite est beaucoup plus importante que dans le
cas des CPD, elles créent une distorsion de 44° par rapport a sa conformation initiale (Kim et al.,

1995). Cette distorsion bloque également la progression des ADN et ARN polymérases.

{2 1R J\XQH
R Rz HN
l 5 HN 4 5 N - 0)\
V
"'R'
Q‘FEG (6-4) Photoproducts

Oxetane X;=0
Bipyrimidine sites Azetidine X;=NH
Thietane X~5

Figure 19 : Mécanisme de formation des 6-4PP.

II. MECANISME DE REPARATION DES LESIONS PAR LE

SYSTEME NER

Le mécanisme de la réparation par excision de nucléotide a été largement étudié,
notamment in vitro, a la fois chez la levure (Prakash and Prakash, 2000) et chez les mammiféres
(Park and Choi, 2006). La premiere étape consiste en la reconnaissance de la lésion par divers
facteurs (Figure 20). Puis, des hélicases interviennent afin d’ouvrir la double hélice d’ADN et des
endonucléases excisent le fragment d’ADN Iésé. Enfin, ’ADN est resynthétisé a partir du brin non
excisé qui sert de matrice aux ADN polymérases de la réparation et I’ADN ligase permet de lier

I'extrémité 5’ de I’ADN néosynthétisé au reste de la molécule.
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Figure 20 : Mécanismes de réparation par les
voies TCR et GGR du NER
(Hoeijmakers, 2001)

systéme

En premier lieu, la lésion est reconnue
soit par le complexe XPC-HR23B dans le cas
de la GGR, soit par la Pol Il dans le cas de la
TCR. Dans ce second cas, la Pol Il s’arréte et
les facteurs CSB et CSA interviennent pour
permettre la mise en place du complexe de
réparation.

Les étapes suivantes sont les mémes

pour les deux systemes. Les hélicases du
complexe TFIIH permettent l'ouverture de
I’ADN tandis que les complexes XPA et RPA
confirment la Iésion et stabilisent I’ADN sous
forme ouverte. Puis les endonucléase XPG et
XPF-ERCC1 clivent I’ADN respectivement en 3’
et 5 de la lésion. Enfin, la machinerie de
de I’ADN

resynthétiser le brin d’ADN manquant.

réplication intervient  pour

Le schéma présenté ici est relativement

simplifié, un schéma plus complet sera

présenté plus loin dans ce chapitre.

Il existe deux types de mécanismes de réparation par excision de nucléotides (Laat et al.,

1999) : (1) celui réparant les lésions sur I'ensemble du génome, appelé GG-NER ou GGR (« Global

genome NER ») et (2) celui réparant les Iésions sur le brin en cours de transcription appelé TC-NER

ou TCR (« Transcription coupled NER »). Ces deux systemes different seulement dans I'étape de

reconnaissance de la Iésion (Figure 20). Dans le systeme TCR, il est considéré que la Pol Il bloquée

au niveau de la lésion constitue un signal pour le recrutement de la machinerie de réparation

alors que dans le systéme GGR, la distorsion induite par la Iésion est reconnue par un complexe

protéique spécifique.
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Le tableau suivant recense les principaux facteurs impliqués dans le systeme NER chez
I’'homme et la levure (Tableau 12). La fonction de chacun sera décrite plus en détails dans les

paragraphes qui suivent.

Facteur
Human S. Activité Voie
cerevisiae

XPA Rad14 Reconnaissance du dommage et assemblage du NER
complexe

XPB (ERCC3) Rad25 Hélicase ATP-dépendante, Sous-unité de TFIIH NER

XPD (ERCC2) Rad3 Hélicase ATP-dépendante, Sous-unité de TFIIH NER

XPC Rad4 Reconnaissance du dommage GGR / NER

HR23B Rad23 Reconnaissance du dommage, forme un complexe GGR/ NER
avec XPC

CEN2 Rad33 Reconnaissance du dommage, forme un complexe GGR / NER
avec XPC

XPE (DDB2) Rad16 Forme un complexe avec E3-ub ligase, reconnaissance  GGR
du dommage

DDB1 Rad? Reconnaissance du dommage, forme un complexe GGR
avec XPE

XPF (ERCC4) Radl 5’ Endonucléase NER

ERCC1 Rad10 Forme un complexe avec XPF NER

XPG Rad2 3’ Endonucléase NER

RPA RPA Reconnaissance du dommage NER

PCNA PCNA Réplication de ’ADN NER

RFC1 RFC1 Recrute PCNA sur I’ADN NER

CSA (ERCC8) Rad28 Forme un complexe avec E3-ub ligase, interagit TCR
avec CSB

CSB (ERCC6) Rad26 Remodelage de la chromatine et assemblage TCR
du complexe

XAB2 - Facteur de transcription, lien entre XPA et Pol Il TCR

TFIIS TFIIS Stimulation du clivage du transcrit par la Pol Il TCR

LIG1 Cdc9 ADN ligase | NER

LIG3 - ADN ligase Il NER

XRCC1 - ADN ligase, forme un complexe avec Lig3 NER

Pol Pol ADN polymérase k NER

Pol g Pol g ADN polymérase ¢ NER

Pol Pol & ADN polymérase & NER

Tableau 12 : Facteurs impliqués dans la réparation par excision de nucléotide (d’apres
Prakash and Prakash, 2000; Rechkunova et al., 2008; Shuck et al., 2008).
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1. Reconnaissance de la lésion

Dans la voie GGR, les facteurs de réparation détectent la rigidité réduite de la double hélice
d’ADN au niveau des lésions induites par les UVs. Plusieurs protéines interviennent dans cette
étape. L'efficacité de la réparation varie le long du génome selon I'environnement chromatinien

(Feng et al., 2003; Mullenders et al., 1991)

Le premier facteur a reconnaitre la |ésion est formé par I'association entre XPC (« Xeroderma
pigmentosum complementation group C », Rad4 chez la levure) et HR23B (Rad23 chez la levure)
en un complexe stable au niveau du dommage. XPC permet de lier 'ADN tandis que HR23B
stimule sa fonction de liaison de ’ADN et permet de déplacer le complexe lors de |'étape suivante
de la GGR (Sugasawa et al., 1998). Rad23 permettrait également de stabiliser la liaison de XPC sur
I’ADN en empéchant sa dégradation par le protéasome (Lommel et al., 2002; Ng et al., 2003; Xie
et al., 2004). In vivo, CEN2 (« Centrin 2 », Rad33 chez la levure) peut également s’associer a XPC
et augmente encore I'affinité du complexe pour I’ADN (Nishi et al., 2005). Des analyses in vitro ont
montré que XPC-HR23B se lie préférentiellement sur les molécules d’ADN présentant une
distorsion (Hey et al., 2002; Trego and Turchi, 2006). Cette observation a été confirmée chez la
levure par I'analyse cristallographique du complexe Rad4-Rad23 lié a une lésion CPD (Min and
Pavletich, 2007). La structure obtenue montre que Rad4 lie 'ADN en 2 parties : les domaines TGD
(« transglutaminase homology domain ») et BHD1 (« B-hairpin domain 1 ») se lient sur une partie
de 'ADN non lésé, BHD2 et BHD3 sur le brin non |ésé, face a la Iésion CPD. Une autre portion du
domaine TGD de Rad4 permet de lier Rad23. Cette structure montre également que Rad4 ne
couvre que la partie 3’ de la Iésion, laissant la partie 5’ libre pour les interactions ultérieures. Chez
la levure, la délétion de Rad4 est |étale, car TCR et GGR sont abolies, alors que chez I’homme, XPC
n’est requis que dans la voie GGR (Venema et al., 1991; Verhage et al., 1994). A l'inverse, les
souches rad23A ou rad33A sont viables, avec seulement un ralentissement de la réparation, mais
la double délétion rad23A rad33A est létale, TCR et GGR étant également abolies (Dulk et al.,
2006).

Lors de cette premiere étape de la GGR, si XPC n’est pas bien positionné il est rapidement
dégradé, par un mécanisme indépendant du protéasome (Bernardes de Jesus et al., 2008). La
liaison de XPC-HR23B au niveau de la lésion induit le premier changement de conformation de
I’ADN (Evans et al., 1997; Tapias et al., 2004), indispensable au recrutement ultérieur de la
machinerie de réparation, notamment de TFIIH (Mocquet et al., 2007; Sugasawa and Hanaoka,

2007).
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Le facteur XPE ou DDB2 (« damage DNA binding protein 2 », Rad16 chez la levure) intervient
également dans la reconnaissance de la Iésion, indépendamment de XPC-HR23B (Luijsterburg et
al., 2007). DDB2 interagit avec DDB1 (Rad7 chez la levure) et forme le complexe UV-DDB (« UV-
damaged DNA binding protein ») requis pour la détection et la réparation des CPD in vivo (Tang et
al., 2000). La structure du complexe UV-DDB humain lié a une lésion CPD a été résolue (Fischer et
al., 2011). Celle-ci montre que DDB2 se lie a 'ADN contenant la lésion via une poche hydrophobe
dans laquelle la lésion va venir s’insérer. Chez la levure, le complexe Rad7-Rad16 possede une
activité ATPase qui est inhibée en présence d’'un dommage lié aux UVs (Guzder et al., 1997, 1998).
Une des hypothéses quant au réle de ce complexe in vivo serait qu’il scanne constamment le
génome, en utilisant I’"hydrolyse de I’ATP pour se déplacer, et I'inhibition de son activité ATPase
au niveau d’une lésion induirait sa stabilisation sur I’ADN. Lorsqu’il se lie, DDB2 induit une torsion
de I’ADN qui serait indispensable a la reconnaissance de la lésion par les autres facteurs dans le
cas d’une lésion ne modifiant pas la structure de I’ADN (Fitch et al., 2003). Chez la levure, le
complexe Rad7-Rad16 est requis in vivo (Guzder et al., 1995), son association avec le complexe

Rad4-Rad23 augmente I'efficacité de liaison a I’ADN |ésé (Guzder et al., 1999).

Des analyses biochimiques suggérent que UV-DDB fait partie du complexe E3 ubiquitine
ligase (E3-ub ligase) qui contient, entre autres, I'ubiquitine ligase CUL4A (Shiyanov et al., 1999) et
le signalosome Cop9 (CSN), un régulateur négatif de I'activité ubiquitine ligase (Groisman et al.,
2003). L’activité ubiquitine ligase du complexe E3-ub ligase est augmentée suite a une irradiation
UV et plusieurs de ses cibles ont été mises en évidences, notamment DDB2, XPC et les histones
H2A, H3 et H4. L'ubiquitination des histones permet de conférer un environnement chromatinien
dans lequel la liaison des facteurs de réparation est facilitée (cf. Ill. de ce chapitre). Elle
permettrait également la liaison de XPC-HR23B sur I’ADN via son domaine UBA (« ubiquitin-
associated domain ») (Bertolaet et al., 2001). Une fois cette premiere étape réalisée, DDB2 et XPC
sont, a leur tour, ubiquitinylés. L'ubiquitination de DDB2 permet sa dégradation par le
protéasome tandis que l'ubiquitination réversible de XPC accroit son affinité pour I'ADN
(Sugasawa et al., 2005) et est indispensable pour le recrutement des autres facteurs (Gillette et

al., 2006).

La voie TCR confere un systeme de réparation de I’ADN plus rapide et plus efficace sur le brin
transcrit que les autres systemes de réparation, afin de permettre une reprise rapide de la
transcription des genes (Bohr et al., 1985; Mellon and Hanawalt, 1989). Ce systeme reconnait les

Iésions qui bloquent I'activité transcriptionnelle de la Pol Il. Les dommages sont réparés plus
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efficacement sur le brin transcrit que sur le brin non transcrit et proportionnellement au niveau

transcriptionnel.

Le premier signal pour recruter la machinerie de réparation est conféré par la Pol Il
hyperphosphorylée, bloquée au niveau d’une lésion (Lainé and Egly, 2006; Sarker et al., 2005).
Cependant, les facteurs CSA (« Cockayne syndrome A protein », Rad28 chez la levure) et CSB
(« Cockayne syndrome B protein », Rad26 chez la levure) sont indispensables a I'initiation de la
réparation, des mutations dans ces protéines engendrant chez I’'hnomme une forte sensibilité aux
UVs (Henning et al., 1995; Troelstra et al., 1992). Chez la levure, les mutations de Rad26 (van Gool
et al.,, 1994), mais pas celles de Rad28 (Bhatia et al., 1996), affectent fortement la TCR.
Cependant, la délétion de I'un ou I'autre de ces facteurs ne confére pas de sensibilité particuliére
aux UVs. Cette constatation a permis de mettre en évidence |'existence de deux voies de
réparation TCR chez la levure, une dépendante de Rad26 et une totalement indépendante de
Rad26 mais dépendante de Rpb9, une sous-unité non essentielle de la Pol Il. Rpb4, une autre
sous-unité non-essentielle de la Pol Il, joue un role dans la régulation des deux voies en
supprimant la voie Rpb9-dépendante afin de faciliter celle dépendant de Rad26. Les doubles

mutants rad26A rpb9A sont totalement défectueux pour la TCR (Li and Smerdon, 2002).

CSB est une ATPase capable d’interagir avec I’ADN et qui partage de nombreuses homologies
avec les membres de la famille des remodeleurs SWI2/SNF2 excepté I'activité hélicase (Guzder et
al., 1996) (cf. lll). Apres irradiation UV, la Pol Il interagit avec CSB (van den Boom et al., 2004). Le
complexe stable ainsi formé va permettre le recrutement ultérieur de la machinerie de réparation
(Fousteri et al., 2006; Lainé and Egly, 2006). Des analyses réalisées chez la levure suggerent que
Rad26 serait associée a la Pol Il durant I'étape d’élongation de la transcription, elle pourrait ainsi
étre directement recrutée sur la Iésion en cas d’arrét de la Pol Il (Malik et al., 2010). En accord
avec cette hypothése, des expériences de filtration sur gel, réalisées chez I'’homme, ont montré
qgue CSB et la Pol Il co-purifient (van Gool et al., 1997). De plus, une mutation dans le domaine
ATPase de CSB augmente la sensibilité aux UVs et I'apoptose et diminue la reprise de la
transcription, confirmant le role essentiel de I'activité ATPase de CSB dans la réparation (Citterio

et al., 1998; Muftuoglu et al., 2002; Selzer et al., 2002).

CSA, tout comme DDB2 dans la voie GGR, forme un complexe E3-ub ligase dans lequel, en
partenariat avec CSN, il inhibe I'activité ubiquitine ligase. Cependant, la cinétique d’activation de
ces deux complexes est bien différente. Dans la GGR, |'ubiquitine ligase est activée juste aprées
irradiation UV et inhibée plus tard par 'association de CSN. A l'inverse, dans la TCR, l'ubiquitine
ligase est inhibée au début de la réparation par CSN et devient active plus tard pour permettre la

dégradation des facteurs de réparation a la fin du processus (Groisman et al., 2003). Une étude a
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d’ailleurs montré qu’aprés quelques heures de culture suite a l'irradiation UV, CSB serait
ubiquitinylé par le complexe E3-ub ligase puis dégradé par le protéasome et que cette
dégradation serait importante pour la reprise de la transcription (Groisman et al., 2006).
Cependant, des données plus récentes suggérent que CSB est simplement libéré (Lake et al.,,

2010).

CSA et CSB interagissent in vitro ainsi que dans un systeme double hybride chez la levure
(Henning et al., 1995). La liaison de CSA a la Pol Il bloquée est dépendante des UVs et de CSB
(Kamiuchi et al., 2002), alors que CSB peut également interagir avec la Pol Il en absence de Iésion
(Tantin et al., 1997). CSA fonctionne comme une interface pour les interactions protéine-protéine
(Bhatia et al., 1996; Henning et al., 1995) notamment via ses domaines WD-40. Il permet le
recrutement de HMGN1 (« high mobility group N non-histone nucleosome binding protein ») (Lim
et al.,, 2005); du facteur d’épissage XAB2 (« XPA-binding protein 2 »); et du facteur de
transcription TFIS (Fousteri et al.,, 2006). A l'inverse de CSB, CSA n’est pas requis pour

I’'assemblage des facteurs de réparation.

XAB2 est une protéine impliquée dans I'épissage des ARNm, elle est capable de lier XPA et
pourrait fonctionner comme un échafaudage pour I'assemblage des protéines du systeme TCR
(Nakatsu et al., 2000). Au moment de l'arrét de la transcription, la Pol Il recule, avec pour
conséquence un décalage de I'extrémité du transcrit en cours de synthése par rapport au site
actif. Le facteur TFIIS va alors stimuler I'activité de clivage de la Pol Il pour permettre le
repositionnement correct du transcrit et la reprise de la transcription apres élimination de la

Iésion bloquant la Pol Il (Kalogeraki et al., 2005).
2. Le complexe de pré-incision

Les étapes suivantes sont les mémes pour les deux voies GGR et TCR. Les analyses in vitro
montrent que le facteur XPC-HR23B dans le premier cas et CSB dans le second, permet le
recrutement des divers facteurs de réparations : XPA, RPA (« Replication factor A »), TFIIH, XPG et

XPF-ERCC1 pour former le complexe de pré-incision (Lainé and Egly, 2006; Mocquet et al., 2008).

L'ouverture de I’ADN serait la premiére étape non réversible de la réparation par le systeme
NER (Gillet and Scharer, 2006). Cette étape est réalisée par les deux hélicases XPB et XPD du
complexe TFIIH. Elle nécessite également les facteurs RPA et XPA qui vont stabiliser et orienter le

complexe de pré-incision et permettre le recrutement ultérieur des endonucléases.
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a. TFIIH

TFIIH est un complexe constitué de 10 sous-unités réparties en 2 modules : un module coeur
de 7 sous-unités et un module kinase CAK de 3 sous-unités, ce dernier étant dispensable dans la
réparation (Mu et al., 1996; Sung et al., 1996). Il intervient a la fois dans la réparation, dans la

transcription (cf. Chapitre 1) et dans le cycle cellulaire.

Dans la voie GGR, quand XPC est correctement positionné au niveau du dommage, sa partie
C-terminale peut adopter une structure tridimensionnelle qui permet le recrutement de TFIIH.
XPC interagit avec plusieurs sous-unité de TFIIH: p62 (Tfbl chez la levure) pour permettre le
recrutement du complexe sur la Iésion (Volker et al., 2001; Yokoi et al., 2000) ; et p8 (Tfb5 chez la
levure), p52 (Tfb2 chez la levure) et XPB pour stimuler son activité ATPase (Bernardes de Jesus et
al., 2008; Coin et al., 2006). La sous-unité p8 permet également de stabiliser TFIIH dans le
complexe de pré-incision puisque la concentration en TFIIH au niveau de la Iésion diminue
fortement quand p8 est mutée (Coin et al., 2006; Giglia-Mari et al., 2004). Cependant, cette sous-
unité est la seule non essentielle du complexe TFIIH, sa délétion chez S. cerevisiae a pour
conséguence un ralentissement de la croissance et une sensibilité aux UVs (Ranish et al., 2004;
Zhou et al., 2007). Le r6le des autres sous-unités est probablement de maintenir la structure de
TFIIH via des interactions protéine-protéine. Certaines études suggérent que TFIIH pourrait étre le
premier facteur a intervenir dans la TCR, en effet ce complexe est capable de se lier précocement

a la Pol Il bloquée par une lésion (Dvir et al., 1997).

Les sous-unités XPB (Ssl2 ou Rad25 chez la levure) et XPD (Rad3 chez la levure) de TFIIH sont
des hélicases avec une activité ATPase dépendante de I’ADN. XPB déroule ’ADN de 3’ en 5’ et XPD
de 5’ en 3’ (Schaeffer et al., 1993). Des mutations dans XPD conduisent a une diminution de la
capacité de TFIIH a ouvrir I’ADN (Coin et al., 1998). Son activité hélicase est absolument requise
dans la réparation (Dubaele et al., 2003; Tirode et al., 1999), des mutations de Rad3 conduisant a
une sensibilité aux UVs. Par contre, elle n’est pas indispensable dans la transcription puisque des
mutations affectant I'activité hélicase de XPD n’ont pas d’effet sur la viabilité cellulaire (Sung et
al., 1988). A I'inverse, une mutation affectant 'activité hélicase de Rad25 est létale, montrant son
réle essentiel dans la transcription (Guzder et al., 1994; Qiu et al., 1993). Dans la réparation, XPB
n’est cependant requise que pour son activité ATPase (Coin et al., 2007). Elle jouerait un réle de
« cale » (Fan et al., 2006) utilisant I’'hydrolyse de I’ATP pour garder les deux brins d’ADN séparés
pendant que XPD exerce son activité hélicase, déroulant 'ADN sur environ 30 nt autour de la
Iésion (Evans et al., 1997). XPB et p8 permettent également la réorganisation du complexe de pré-
incision en repositionnant XPC-R23B en aval de la Iésion pour permettre le recrutement ultérieur

de XPA et RPA (Tapias et al., 2004). XPD jouerait également un role dans la vérification du
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dommage, en association avec RPA et XPA (Mathieu et al., 2010), la fonction de XPC serait alors
limitée a la reconnaissance d’une torsion de I’ADN, XPD permettant de vérifier la réelle présence
d’une lésion (Reardon and Sancar, 2003). Sans cette étape de vérification, le processus de

réparation est interrompu (Sugasawa et al., 2001)

b. RPA-XPA

XPC-HR23B permet le recrutement de RPA-XPA (RPA-Rad14 chez la levure) (You et al., 2003)
qui va stabiliser le complexe déja en place (lkegami et al., 1998; Park and Sancar, 1994) et étendre
la bulle d’ADN autour du dommage (Evans et al., 1997). Le complexe RPA-XPA possede une
meilleure affinité pour le dommage que RPA ou XPA seul (He et al., 1995; Li et al., 1995; Matsuda
et al., 1995). RPA et XPA vont alors orchestrer le recrutement des nucléases XPG et XPF-ERCC1.
Chez la levure, le recrutement de RPA-Rad14 conduit a la libération de Rad4-Rad23-Rad33.

RPA posséde une affinité pour I’ADN simple brin et permet de stabiliser '’ADN simple brin
produit par TFIIH en interagissant avec les 2 bords opposés de la lésion (de Laat et al., 1998a).
Plusieurs analyses suggéerent que RPA possede la capacité de séparer les deux brins
complémentaires de 'ADN (Georgaki et al.,1992; Treuner et al.,, 1996). In vitro, RPA interagit
directement avec TFIIH (Guzder et al., 1995). En absence de RPA, tous les facteurs du complexe de
pré-incision sont tout de méme recrutés au niveau de la lésion apres irradiation UV. Cependant,
RPA est requis pour stabiliser le complexe, I'orienter correctement et activer les endonucléases
XPG et XPF-ERCC1 (Overmeer et al., 2011). En présence de XPA, RPA interagit préférentiellement
avec le brin non |ésé, le protégeant ainsi de I'activité des endonucléases (Lee et al., 2003). XPA
qguant a lui se lie préférentiellement au brin [ésé (Guzder et al., 1993) et stabilise le complexe en
inhibant la séparation des deux brins d’ADN induite par RPA (Patrick and Turchi, 2002). Son
activité est requise in vitro et in vivo (Guzder et al., 1995). Sa liaison au complexe de pré-incision
induit le détachement du module kinase (CAK) de TFIIH, qui aurait un rdle inhibiteur de la

réparation, stimulant ainsi I'ouverture de I’ADN (Coin et al., 2008).

L'ouverture I’ADN créée par TFIIH, XPA et RPA permet le recrutement des endonucléases XPG
(Rad2 chez la levure) et XPF-ERCC1 (Rad1-Rad10 chez la levure) qui incisent I’ADN en 3’ et en 5’ de
la Iésion, respectivement (Habraken et al., 1993; Mu et al., 1995). L’excision n’a lieu que sur le
brin 1ésé (Hess et al., 1997). XPG et XPF-ERCC1 sont des nucléases sensibles a la structure de
I’ADN, capables de dégrader I'ADN simple brin, et qui vont agir préférentiellement prés des

jonctions ADN simple brin — ADN double brin (Sijbers et al., 1996). Aucune de ces deux nucléases
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n‘a cependant de spécificité pour I’ADN lésé olu elles doivent donc étre dirigées via leur

interaction avec d’autres protéines.

XPG est une 3’ endonucléase qui possede deux domaines nucléases N et | séparés par une
région « spacer », ce qui la rattache a la méme famille que Fenl et Exol (Scherly et al., 1993)
(Figure 21). Les analyses structurales suggérent que les deux domaines N et | forment le coeur
catalytique de I'enzyme (Hosfield et al.,, 2001). La région « spacer » est importante pour les
interactions avec TFIIH et RPA (He et al., 1995; Thorel et al., 2004) et permet le recrutement de
XPG sur la lésion (Dunand-Sauthier et al., 2005). Cette région forme une boucle, qui doit subir une
modification de structure pour rendre I'enzyme catalytiquement active. XPG possede plusieurs
sites d’interaction avec TFIIH (Araujo et al., 2001; lyer et al., 1996), créant un lien tres fort et tres
stable entre ces deux facteurs. Dans la GGR, c’est cette interaction qui va permettre le
recrutement de XPG au sein du complexe de pré-incision (Zotter et al., 2006). Dans la TCR, XPG
pourrait étre recruté au tout début de la réparation, en méme temps que CSB, en coopération
avec ce dernier ou indépendamment, et interagirait directement avec la Pol Il bloquée (Sarker et
al., 2005). Avant d’exercer son role d’endonuclease, XPG posséde un réle structural. Arrivé sur la
lésion, il forme un complexe trés stable avec TFIIH et RPA-XPA. A ce stade son activité
endonucléase est nulle mais son recrutement induit un changement de conformation requis pour
le recrutement de XPF-ERCC1 (Dunand-Sauthier et al., 2005). Plusieurs facteurs ont été proposés
comme régulateurs de I'activité nucléase de XPG. RPA est capable de stimuler I'incision par XPG in
vitro (Overmeer et al., 2011) et serait donc un bon candidat pour I'activation de la fonction
nucléase de XPG. PCNA interagit avec XPG (Gary et al., 1997) et permet l'incision de I'ADN par
Fenl durant la réplication (Chapados et al., 2004). Un réle similaire peut donc étre imaginé dans
I'activation de XPG. Ainsi, les activités de liaison a 'ADN et de clivage de ’ADN sont totalement

découplées chez XPG et XPF empéchant ainsi les incisions non spécifiques.

TFIH RPA  TFIIH
D77 UBM E791 D812 PIP
XPG . Spacer |
25 95 184 210 766 873 9811009 1186

Figure 21 : Structure primaire de I’endonucléase XPG (Fagbemi et al., 2011)

Les domaines nucléases N et | sont représentés en bleu clair. La région « spacer » est
indiquée en rose, elle contient un site de liaison pour l"ubiquitine (UBM) en bleu foncé. Les
résidus des sites actifs qui ont été analysés sont indiqués en rouge. Enfin sont également
présentés les sites d’interaction avec TFIIH, RPA et PCNA (PIP).
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XPF-ERCC1 chez I'homme et Radl-Radl0 chez la levure, forment un hétérodimere
obligatoire, chacune des deux protéines étant instable en I'absence de I'autre (van Vuuren et al.,
1993) (Figure 22). Leur dimérisation s’effectue grace a deux motifs hélice-épingle-hélice (HhH
« helix — hairpin — helix ») a 'extrémité C-terminale de chacune des deux protéines (de Laat et al.,
1998b). Le motif HhH ainsi que la partie N-terminale de XPF sont également importants pour la
liaison du complexe sur I’ADN (Tsodikov et al., 2005). Le domaine nucléase est porté par XPF
(Enzlin and Schérer, 2002). L’hétérodimére XPF-ERCC1 interagit spécifiguement avec XPA qui
permet son recrutement (Li et al., 1994). Un modeéle de l'interaction entre XPA et ERCC1 a été
obtenu par cristallographie (Orelli et al.,, 2010; Tsodikov et al., 2005). Celui-ci montre que
seulement une petite région de XPA est requise pour l'interaction avec ERCC1. /n vitro, ce peptide
de XPA en solution inhibe la réparation par le systéme NER. Suite a l'interaction avec ERCC1 il

passe d’'une structure désordonnée a une structure ordonnée et n’est alors plus inhibiteur.

D676 ERCC1
XPF { SF2 helicase-like domain H |nuclease
636 656 813837 905
XPA

N110 Y145 XPF

ERCC1
96 214220 297

Figure 22 : Structure primaire de I’endonucléase XPF-ERCC1 (Fagbemi et al., 2011)

Les domaines hélice-épingle-hélice (HhH) par lesquels XPF et ERCC1 interagissent sont
indiqués en orange. Le domaine nucléase de XPF est représenté en bleu avec le site actif en
rouge. Le domaine assimilé aux hélicases de la famille SF2 est indiqué en rose. Enfin est
également représenté le site d’interaction avec XPA, les résidus important pour cette
interaction sont notés en rouge.

Chez la levure, Rad1-Rad10 forme un complexe avec Rad14 (Guzder et al., 2006), tandis que
Rad2 interagit avec TFIIH via Tfb1 (Lafrance-Vanasse et al., 2012). Ces interactions permettraient
leur recrutement au sein du complexe de pré-incision. Rad2 crée alors une incision en 3’ de la
Iésion et Rad1-Rad10 en 5’. L'oligonucléotide généré, toujours lié par les facteurs de réparation,
peut alors étre libéré et les étapes de re-synthese et ligation peuvent avoir lieu. Chez ’homme, un
mécanisme différent a été proposé. L'incision en 5’ par XPF-ERCC1 est nécessaire pour révéler
I’activité endonucléase de XPG (Constantinou et al., 1999; Tapias et al., 2004; Wakasugi et al.,
1997). Elle va également permettre la libération des facteurs XPC, XPA et TFIIH qui pourront étre
recyclés (Mocquet et al., 2008). Réciproquement, I'activité endonucléase de XPF-ERCC1 requiert
XPB puisque des mutations de ce facteur inhibent l'incision en 5’ (Coin et al.,, 2004). Enfin,
I'initiation de la synthése d’ADN par la polymérase pour réparer la lésion ne nécessite pas
I'activité catalytique de XPG et peut donc démarrer juste aprés l'incision générée par XPF-ERCC1,

avant l'incision par XPG (Staresincic et al., 2009).
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Les endonucléases XPG et XPF-ERCC1 ne sont pas spécifiques au systéeme de réparation NER.
XPF-ERCC1 intervient également dans les systemes BER et HR (Lyndaker and Alani, 2009) et XPG
dans le systeme BER (Bessho, 1999; Klungland et al., 1999). De plus, le phénotype tres grave
observé chez les patients présentant des mutations dans XPG, avec notamment des retards de
croissance, suggere que ce facteur pourrait également avoir un role en dehors de la réparation
(van Gool et al., 1997). Chez la levure, un réle transcriptionnel a été suggéré pour Rad2 (cf. IV. de
ce chapitre). Cette protéine aurait également un role dans la régulation du cycle cellulaire apres

une irradiation UV (Kang et al., 2014).
3. Re-synthese et ligation

L'excision du dommage est suivie par I'assemblage du complexe de post-incision qui va
permettre la re-synthese d’ADN et la ligation des extrémités du nouveau fragment synthétisé a la

molécule d’ADN initiale.

Apres libération de I'oligonucléotide contenant la lésion, la protéine PCNA (« proliferating
cell nuclear antigen ») qui appartient a la famille des clamps glissants, est recrutée par RFC
(« Replication factor C ») (Kelman, 1997). Elle forme alors une pince a laquelle différentes ADN
polymérases peuvent s’associer. Chez I’homme, Pol ¢, Pol 8 et Pol k sont capables de réparer la
Iésion en utilisant le brin non endommagé comme matrice (Aboussekhra et al., 1995; Araujo et al.,
2000; Ogi and Lehmann, 2006). Le choix de I'une ou l'autre des polymérases pour effectuer la
réparation dépendrait de I'étape du cycle cellulaire. Ainsi, Pol d et Pol k seraient les polymérases
préférentielles des cellules quiescentes tandis que les cellules en division nécessiteraient
également Pol ¢ (Ogi et al., 2010). Chez la levure, Pol € et Pol 3 pourraient réaliser cette étape

(Budd and Campbell, 1995).

L'étape de ligation qui suit est effectuée par XRCC1-ligase Il (XRCC1-LIG3) dans les cellules
quiescentes et nécessite en plus la ligase | (LIG1) dans les cellules en division (Moser et al., 2007).
Chez la levure, il semblerait que LIG1 (CDC19) réalise seule cette étape (Budd and Campbell,

1995), aucun homologue de LIG3 n’ayant a ce jour été révélé chez cet organisme.

4. Séquences d’assemblage des facteurs NER in vitro

Des systémes reconstitués in vitro ont permis d’étudier I'ordre d’assemblage des différents
facteurs de réparation notamment dans la voie GGR (Aboussekhra et al., 1995; Park and Sancar,
1994; Wood et al., 1988). Six facteurs sont essentiels et suffisants pour reconnaitre la Iésion et
I'exciser a la fois chez 'homme et la levure : XPC-HR23B, TFIIH, RPA, XPA, XPG et XPF-ERCC1
(Guzder et al., 1995; Mu et al., 1995).
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Plusieurs modeles ont été proposés quant au mode d’assemblage des facteurs de réparation
in vitro. De nombreux complexes multiprotéiques pré-assemblés existent a la fois chez la levure et
chez ’lhomme : XPF-ERCC1-XPA (Rad1-Rad10-Rad14=NEF1), XPC-HR23B (Rad4-Rad23=NEF2), XPG-
TFIIH (Rad2-TFIIH=NEF3), DDB1-XPE (Rad7-Rad16=NEF4) et pourraient étre recrutés tels quels en
un assemblage séquentiel et ordonné. Chez la levure, la Iésion serait reconnue par NEF2 et NEF4
combinés. NEF1 et NEF3 arriveraient en second lieu suivis par RPA (Guzder et al., 1999). Chez
I’'homme, aucun consensus n’a encore permis de déterminer de facon définitive le premier
facteur a reconnaitre la Iésion. Les candidats pour cette fonction sont les facteurs ayant le plus
d’affinité pour I’ADN lésé : XPC-HR23B, XPA, DDB et RPA. Cependant, aucun de ces facteurs ne
possede seul I'affinité suffisante a la reconnaissance du dommage, une coopération est donc
nécessaire. La majorité des modeles suggerent que XPC-HR23B serait le premier a se lier
(Sugasawa et al., 1998). Ainsi une lésion pré-incubée avec ce facteur est plus rapidement réparée
gu’une lésion pré-incubée avec XPA-RPA (Hey et al., 2002). Dans ce cas, XPA-RPA n’interviendrait
gu’en second lieu, pour aider TFIIH a ouvrir I’ADN. Cependant, sur certains types de Iésions, XPA
et RPA interviennent avant XPC (Volker et al., 2001; Wakasugi and Sancar, 1999). Les modeles plus
récents montrent que XPC peut s’accumuler sur la lésion en absence de XPA, alors que le
recrutement de XPA nécessite XPC. De plus, TFIIH, RPA et XPG ne nécessitent pas XPA pour leur

recrutement (Rademakers et al., 2003; Reardon and Sancar, 2002).

Des modéles mathématiques ont été concus afin de trouver un consensus dans le mode
d’assemblage des facteurs de réparation. Les résultats obtenus sont disparates selon les
laboratoires, méme si tous s’accordent sur le fait qu’un processus ordonné résulte en une excision
plus efficace (Politi et al., 2005). Finalement, il se pourrait que le recrutement des facteurs de
reconnaissance de la lésion n’ait pas d’ordre précis. La Iésion serait reconnue par XPA, RPA ou
XPC. L'effet coopératif des trois permettrait de créer le complexe de réparation. Un modeéle
mathématique récent va dans ce sens d’un recrutement aléatoire. Il permettrait d’atteindre une
spécificité de reconnaissance des lésion plus importante et rendrait le processus plus flexible et

multifonctionnel (Kesseler et al., 2007).

Les deux schémas ci-apreés présentent les modeles d’assemblage proposés chez la levure

(Figure 23) et chez les mammiféres (Figure 24).
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Figure 23 : Modeéle probable d’assemblage des facteurs de réparation dans la GGR et la TCR
chez la levure (Boiteux and Jinks-Robertson, 2013).

(A) Dans la GGR, une torsion de I’ADN est reconnue par les complexes Rad4-Rad23-Rad33
et Rad7-Rad16 (A gauche). Le complexe Rad7-Rad16-Abfl a une activité de remodelage de la
chromatine, tandis que Rad7-Rad16-Elc1-Cul3-E2 a une activité ubiquitine-ligase qui modifie
Rad4 et va lui permettre de reconnaitre la Iésion et d’ouvrir I’ADN. Dans la TCR, la Pol Il bloquée
au niveau d’une lésion stabilise son interaction avec Rad26 (A droite). La Pol Il recule ce qui
rend la lésion accessible aux facteurs de réparation. (B) Puis TFIIH, Rad14 et RPA sont recrutés
pour former le complexe de pré-incision qui vérifie la Iésion et déroule I’ADN de part et d’autre
de celle-ci. (C) Rad4-Rad23-Rad33 et Rad7-Rad16-Abfl sont libérés et les endonucléases Rad1l-
Rad10 et Rad2 incisent la Iésion. (D) L'oligonucléotide contenant la Iésion est libéré, suivi par la
resyntheése et la ligation.
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Figure 24 : Modeéle probable d’assemblage des facteurs de réparation dans la TCR et la GGR
chez les mammiféres (Hanawalt and Spivak, 2008).

La Iésion est reconnue soit par la Pol Il bloquée (TCR a gauche) soit par un des complexes
DDB ou XPC-R23B-CEN2 (GGR a droite). Puis les deux voies convergent. RPA et XPA
interviennent afin de vérifier la Iésion et stabiliser le complexe de pré-incision. Le facteur TFIIH
est recruté en méme temps que XPG. Les sous-unités XPD et XPB de TFIIH ouvrent I’ADN.
L’endonucléase XPF-ERCC1 incise en 5’ de la Iésion et RFC recrute PCNA qui permet I’arrivée de
I’ADN polymérase. La re-synthése d’ADN débute avant que n’ait eu lieu 'incision en 3’ par XPG.
L’étape finale de ligation est réalisée par LIG1 ou LIG3-XRCC1.
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III. CONTEXTE CHROMATINIEN

La réparation fonctionne dans un contexte chromatinien et nécessite donc des modifications
de la chromatine pour avoir acces a la Iésion. Il existe deux moyens de modifier la structure de la
chromatine (cf. Chapitre I. lll.) : (1) la modification des histones, afin de diminuer leur affinité pour

I’ADN et/ou (2) I'intervention de remodeleurs qui vont modifier les contacts histones — ADN.

On sait depuis longtemps que la chromatine subit des réarrangements pendant la réparation.
Ainsi en 1978, Smerdon et Lieberman décrivent le modele ARR : acces, réparation, restauration
(Smerdon and Lieberman, 1978) dans lequel la chromatine subit une premiére modification qui va
donner accés aux facteurs de réparation, puis sa structure est restaurée a I'état initial en fin de
processus. Ce modéle est soutenu par les analyses in vitro qui montrent que la vitesse de
réparation est bien plus rapide sur un ADN nu que sur des nucléosomes reconstitués et que dans
ce dernier cas, la vitesse peut étre augmentée par ajout de remodeleurs tels que SWI2/SNF2

(Hara et al., 2000; Ura et al., 2001).

UV-DDB (DDB2-DDB1), qui intervient dans la voie GGR, possede un role clé en facilitant la
réparation dans un contexte chromatinien. Ce complexe s’associe avec CUL4A et ROC1 et va
ubiquitinyler les histones H2A et H3, réduisant leur interaction avec I’ADN, avec pour
conséguence une déstabilisation des nucléosomes (Bergink et al., 2006; Guerrero-Santoro et al.,
2008; Wang et al., 2006a; Kapetanaki et al., 2006). Cependant, DDB2 posséde également une
fonction indépendante de CUL4A et ROC1 en facilitant la polyribosylation par I'enzyme PARP1
(« poly-ADP ribose polymerase 1 ») qui permet le recrutement de ALC1, un remodeleur de la
famille SWI/SNF (Pines et al., 2012). Dans les cellules humaines, une délétion d’ALC1 induit un
défaut partiel de la réparation des Iésions UV-induites et une sensibilité accrue aux UVs. Chez S.
cerevisiae, Rad16 comprend un domaine SWI2/SNF2 et posséde une activité d’ADN translocase
(Yu et al., 2004, 2009). Ce facteur controle également I'acétylation de I’histone H3 sur les lysines 9
et 14 par Gen5 (Teng et al., 2008). Ainsi, I'occupation de Gen5, et par conséquent I'acétylation de
H3, augmente en réponse aux UVs (Yu et al., 2011). L'incorporation du variant Htz1 de H2A facilite
également la NER. Sa suppression diminue I'occupation de Gen5 et donc I'acétylation de H3 avec
pour conséquence une diminution du recrutement de Rad14. CSB, qui intervient dans la voie TCR,
posséde une activité de remodelage intrinseque et se lie aux histones in vitro (Citterio et al.,
2000). Ce facteur est également important pour le recrutement de I’'HAT p300 tandis que CSA

permet le recrutement du remodeleur HMGN1 (Fousteri et al., 2006).

De nombreux remodeleurs de la famille SWI/SNF interviennent dans la réparation par le

systeme NER. C’est le cas des facteurs BRG1 (ou SMARCA4) et SNF5 chez ’'homme (Ray et al.,,
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2009; Zhao et al., 2009), et SNF6 chez la levure (Gong et al., 2006). Ces remodeleurs sont recrutés
par XPC/Rad4 et interviendraient dans les étapes finales de la réparation. La délétion de INO8O,
un autre membre de la famille SWI/SNF induit une légére sensibilité aux UVs et un ralentissement
de la réparation des lésions CPD et 6-4PP (Jiang et al., 2010). Chez I'homme, ce remodeleur
interagit avec DDB1 qui pourrait permettre son recrutement, et permet le recrutement ultérieur
de XPA et XPC. Ces données suggerent qu’INO80O intervient dans les étapes précoces de la
réparation. A l'inverse, chez S. cerevisiae, INO80 interagit avec Rad4-Rad23 et participe a la
restauration de la chromatine apres la réparation (Sarkar et al., 2010). Ce remodeleur intervient

donc a des étapes différentes de la réparation chez I’'homme et la levure.

L’'hétérodimere CAF1 (« chromatin assembly factor 1) et la chaperone d’histone ASF1 sont
recrutés par PCNA a la fin du processus de réparation pour permettre le réassemblage de la
chromatine en recyclant les histones (Gaillard et al., 1996; Green and Almouzni, 2003). CAF1
incorpore également le variant d’histone H3.1 sur I’ADN néosynthétisé ce qui permettrait la
maintenance de lI'information épigénétique mais également de conserver la trace d’une lésion

passée (Polo et al., 2006).

IV. COUPLAGE DE LA REPARATION AVEC LA TRANSCRIPTION

Les arréts de la transcription causés par une lésion de I’ADN sont trés délétéres pour la
cellule en affectant I'expression des génes et, par conséquent, la croissance et la survie cellulaire.
C’est pourquoi la cellule a mis au point un systeme de réparation dépendant de la transcription
(TCR) qui assure une réparation rapide des lésions sur le brin transcrit et empéche un blocage de
la transcription. Bien que les acteurs principaux soient maintenant bien décrits in vitro, de
nombreuses questions demeurent quant au couplage de ce processus avec la transcription,

notamment in vivo.

La premiére interrogation concerne le devenir de la Pol Il au moment de la mise en place du
systeme de réparation. En effet, lorsque celle-ci se trouve bloquée au niveau de la Iésion, elle
bloque physiquement I'accés de la machinerie de réparation a ’ADN (Mei Kwei et al., 2004). Elle
doit alors soit étre déplacée, soit étre dégradée. Chez la bactérie, I’ARN polymérase est
systématiquement libérée (Selby and Sancar, 1994). Chez les eucaryotes, les premiéres analyses
suggéraient une ubiquitination de la Pol Il dépendante de CSA et CSB qui conduirait a sa
dégradation (Beaudenon et al., 1999). Cependant, celle-ci ne serait requise que pour la reprise de
la synthése d’ARNm, mais pas pour la réparation elle-méme (McKay et al., 2001). En accord avec
cette hypotheése, la Pol Il isolée a partir de la chromatine de cellules irradiées aux UVs n’est pas

ubiquitinylée, alors que la Pol Il isolée de la fraction soluble I'est (Groisman et al., 2003). Chez la
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levure, Rad26 interagit avec DEF1 (« RNAPII degradation Factor 1 »), une protéine impliquée dans
I'ubiquitination de la Pol Il et sa dégradation par le protéasome (Reid and Svejstrup, 2004;
Woudstra et al., 2002). Une autre hypothese suggére que I'ubiquitination et la dégradation de la
Pol Il n'aurait lieu qu’en cas d’arrét prolongé de la transcription, suite a une impossibilité a
réparer la lésion (Harreman et al., 2009; Somesh et al., 2005; Wilson et al., 2013). Une étude in
vitro dans des cellules Hela a d’ailleurs montré que I'assemblage des facteurs de la TCR peut avoir
lieu en présence de la Pol Il (Tremeau-Bravard et al.,, 2004). Ainsi, dans le modéle désormais
couramment admis, la Pol Il n’est pas éliminée du site contenant la Iésion mais seulement
déplacée en amont pour laisser suffisamment de place a I'assemblage des facteurs de réparation.
Si la réparation est efficace, la Pol Il peut alors repartir en élongation, a l'inverse, en cas d’arrét

trop long, elle pourra étre ubiquitinylée et dégradée.

La seconde question concerne la spécificité des facteurs de réparation et de la transcription.
En effet, certains d’entre eux, initialement identifiés comme des composants de I'un des deux
systémes pourraient jouer un réle dans les deux processus. Le premier facteur a s’étre vu
attribuer cette double fonction est TFIIH. Ce complexe a été identifié dans les années 90 comme
un composant essentiel de la machinerie de transcription par la Pol Il (Flores et al., 1992). Une
étude par microséquencage a par la suite révélé qu’il contient les sous-unités XPB et XPD
(Schaeffer et al., 1993, 1994), deux hélicases impliquées dans la réparation de ’ADN (Weber et al.,
1990; Weeda et al., 1991). Depuis, le complexe TFIIH s’est également vu attribuer un réle dans le
contréle du cycle cellulaire, plus précisément durant la transition entre les phase G2 et M
(Larochelle et al., 1998). La démonstration selon laquelle TFIIH aurait plusieurs fonctions a été
grandement facilitée par 'observation que des mutations dans ses sous-unités XPB ou XPD
causent diverses pathologies telles que la trichothiodystrophie (TTS), le Xeroderma pigmentosum
(XP) ou une combinaison de XP avec le syndrome de Cockayne (CS), dont certains symptdémes ne
peuvent s’expliquer uniqguement par un défaut de réparation mais pourrait également provenir
d’un défaut de transcription. Cependant, les fonctions de TFIIH dans les deux processus sont bien
distinctes. TFIIH joue un réle dans I'ouverture de ’ADN autour de la Iésion (dans le cas de la
réparation) ou au niveau du promoteur (dans le cas de la transcription). Dans le premier cas, XPB
n’est requis que pour son activité ATPase, |'activité hélicase étant apportée par XPD (Oksenych et
al., 2009; Tirode et al., 1999). A I'inverse, dans la transcription, XPB est requis pour son activité
hélicase (Holstege et al., 1996) alors que cette méme activité pour XPD est dispensable. La
transcription requiert le module CAK de TFIIH qui contient la kinase Cdk7, indispensable a la
phosphorylation du CTD de la Pol Il, tandis que dans la réparation, le module CAK est dispensable
et rapidement éliminé pour permettre la liaison des autres facteurs de réparation (Coin et al.,

2008; Svejstrup et al., 1995). La sous-unité p8, dispensable dans la transcription est requise dans
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la réparation pour stimuler I'activité ATPase de XPB et promouvoir le recrutement de XPA. Ainsi,
bien que le facteur TFIIH intervienne a la fois dans la réparation et la transcription, les sous-unités

requises pour chacun des deux processus sont différentes.

Des analyses chez la levure ont montré que la délétion de Rad26 entraine une sensibilité au
6AU indiquant un défaut d’élongation, de plus la croissance des souches rad26A dstlA est
ralentie. Un role dans I’élongation de la transcription a ainsi été proposé pour Rad26 (Lee et al.,
2001). Un réle transcriptionnel a également été suggéré pour Rad2, la double délétion de Rad2 et
Rad26 affectant plus fortement la croissance des souches que la simple délétion (Lee et al., 2002).
Les auteurs ont donc proposé que Rad2 serait important pour promouvoir la transcription efficace
par la Pol Il. De plus, les travaux récents réalisés par I'équipe de JM. Egly montrent la présence des
facteurs de réparation, notamment XPG et XPF, sur le promoteur et les régions distales des genes
dépendants des récepteurs nucléaires, en absence de stress génotoxique (Le May et al., 2010).
Ceux-ci permettraient de promouvoir la modification des histones et la méthylation de I’ADN
nécessaire a la transcription. Cette équipe a également suggéré 'implication des nucléases XPF et
XPG dans la formation des boucles de chromatine entre le promoteur et le terminateur du géne
humain RARS2 activé, importante pour la régulation de I'expression de ce gene (Le May et al.,
2012). Enfin, XPG serait également important pour la transactivation des récepteurs nucléaires en
stabilisant le module CAK de TFIIH qui permet leur phosphorylation (Ito et al., 2007). Cependant,
aucune de ces données ne permet aujourd’hui de certifier I'implication de ces facteurs de la

réparation dans la transcription.

Certains activateurs de la transcription, tels que GAL4-VP16 ou RAR, sont également capables
de stimuler la réparation de I'ADN (Frit et al., 2002). A I'inverse, un complexe contenant XPC peut
également fonctionner en tant que co-activateur des facteurs OCT4 et SOX2 durant la
transcription dans les cellules ES (Fong et al., 2011). Enfin, des mutants de PAF et Ccr4-Not, deux
complexes impliqués dans I’élongation de la transcription, sont déficients dans la réparation par le
systeme NER, suggérant qu’ils possedent également un réle dans ce processus (Gaillard et al.,

2009).

Ainsi, les processus de réparation et de transcription sont bien plus liés que ce que I'on
imaginait initialement, et des pathologies que I'on définit comme dles a un défaut dans I'un de

ces deux systémes, pourrait en fait résulter de défauts dans les deux mécanismes.
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V. PATHOLOGIES LIEES A UN DEFAUT DE REPARATION PAR

LE SYSTEME NER

La réparation est importante pour le maintien de l'intégrité du génome, une instabilité
génétique pouvant mener au cancer, ou a la mort de la cellule et donc au vieillissement
prématuré de I'organisme. Des défauts dans le mécanisme de réparation NER sont responsables
de divers syndromes chez 'lhomme : Xeroderma pigmentosum (XP), syndrome de Cockayne (CS),
trichothiodystrophie (TTD)... que l'on retrouve parfois associés chez un méme patient. Ces
pathologies ont pour symptéme commun une hypersensibilité aux agents qui endommagent
I’ADN, notamment les UVs. Cependant, bien qu’affectant le méme processus, la réparation par le
systeme NER, ces trois syndromes ont des conséquences cliniques bien différentes selon que la

protéine mutée appartient a la voie TCR, GGR ou les deux (Figure 25).
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Figure 25 : Conséquences des dommages a I’ADN et phénotypes observés en cas de défaut
dans les voies GGR ou TCR (Menck and Munford, 2014).
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Gene Pathologie Voie Symptomes cliniques

défectueuse

XPA XP NER Photosensibilité, cancer de la peau, défauts
neurologiques de moyen a sévere

XPB  XP,XP/CS,TTD NER Photosensibilité, cancer de la peau, défauts
neurologiques moyens

XPC XP GGR Cancer de la peau

XPD  XP,XP/CS, TTD NER Photosensibilité, cancer de la peau

XPE XP GGR Cancer de la peau

XPF  XP,CS NER Photosensibilité, cancer de la peau

XPG XP, XP/CS NER Photosensibilité, cancer de la peau, parfois des défauts
neurologiques

XPV XP NER Photosensibilité

CSA CS, UVSS TCR Photosensibilité, retard mental, microcéphalie, défauts
de croissance

CSB  CS, UVSS TCR Photosensibilité, retard mental, microcéphalie, défauts

de croissance

Tableau 13 : Facteurs impliqués dans les pathologies de réparation de I’ADN par la voie NER et
symptomes associés (Menck and Munford, 2014).

1. Xeroderma pigmentosum (XP)

Découvert en 1870 par M. Kaposi, le Xeroderma pigmentosum (XP) est une maladie
autosomique récessive rare qui se caractérise par une hypersensibilité de la peau aux UVs, une

pigmentation anormale et une prédisposition au cancer (risque multiplié par 1000).

Les cellules des patients XP montrent une fréquence de mutation augmentée apres
exposition aux UVs (D’Errico et al., 2000), corrélée avec un défaut de réparation des dommages
de I’ADN qui conduisent a une fréquence des tumeurs augmentée (Cleaver, 2000; van Steeg and

Kraemer, 1999).

Des tests de complémentation (De Weerd-Kastelein et al., 1972) ont permis d’identifier 7
genes responsable du XP : XPA, XPB, XPC, XPD, XPE, XPF et XPG (Tableau 13). Tous ces génes sont
impliqués dans la GGR et un défaut de ce processus serait donc la principale cause des
symptomes observés. Plus tard, un nouveau cas de patient a été mis en évidence, chez lequel la
NER est fonctionnelle mais qui présente un défaut de re-synthese de I’ADN apreés réparation de la
Iésion (Fujiwara et al., 1981). Le géne responsable de ce type de XP a été identifié comme XPV (XP

variant) et code pour I’ADN polymérase n (Masutani et al., 1999).

Dans 20 a 30% des cas, des problémes neurologiques s’ajoutent aux symptomes XP
(DiGiovanna and Kraemer, 2012). Cette caractéristique est dlie a une association de deux
syndromes : Xeroderma pigmentosum et syndrome de Cockayne (XP/CS) dans lesquels les deux

voies TCR et GGR sont affectées. Les troubles associés au syndrome de Cockayne seront décrits
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dans la partie suivante de ce chapitre. La pathologie XP/CS résulte de mutations dans les
protéines XPB, XPD et XPG qui interviennent dans les deux voies de réparation (Oh et al., 2006;
Scharer, 2008; Theron et al., 2005). Ainsi, une mutation de XPG affectant seulement son activité
nucléase va conduire au XP, dans lequel une réparation résiduelle peut encore avoir lieu. A
I'inverse, une mutation résultant en la troncature de la partie C-terminale de la protéine,
importante pour son interaction avec les autres facteurs de réparation, va conduire au double
syndrome XP/CS dans lequel tout le systéme de réparation NER est aboli (Emmert et al., 2002). Le
phénotype plus grave observé dans ce second cas serait notamment di au fait que XPG intervient
également dans le systéme BER pour réparer les dommages oxydants de I’ADN. L'étude des
alleles portés par les patients XP-B, XP-D et XP-G présentant une association des complexes XP et
CS permet d’en apprendre davantage sur les mécanismes moléculaires a I'origine des symptomes
observés mais également sur le réle de ces facteurs dans la réparation par le systéme NER ou

d’autres processus.

2. Syndrome de Cockayne (CS)

Découvert en 1936 par E.A. Cockayne, le syndrome de Cockayne (CS) est une maladie
autosomale récessive rare caractérisée par un retard de développement causant un nanisme, un
dysmorphisme facial, une microcéphalie, une neurodégénération responsable de retards mentaux
et un vieillissement prématuré. Ces patients présentent également une hypersensibilité aux UVs

sans prédisposition au cancer.

Les cellules des patients CS présentent une hypersensibilité aux UVs alors que la réparation a
lieu (Schmickel et al., 1977). Cette constatation a permis de déterminer que la cause principal de
cette pathologie serait un défaut de reprise de la transcription apres la réparation du dommage
par la voie TCR (Mayne and Lehmann, 1982). Les souris CS présentent une prédisposition au
cancer qui n’est pas retrouvée chez 'homme (van der Horst et al.,, 1997). Or la TGR est plus
efficace dans les cellules humaines et pourrait ainsi protéger du cancer les patients CS. Une autre
hypothése serait que les cellules ne pouvant pas reprendre la transcription envoient un signal
d’apoptose, notamment par accumulation de p53 (McKay et al.,, 2001), empéchant le
développement du cancer. Cette mort cellulaire importante serait a I'origine du vieillissement

prématuré observé chez les patients CS.

Des tests de complémentation ont permis de mettre en évidence 2 genes responsables du
CS: CSA et CSB (Mayne and Lehmann, 1982) (Tableau 13). Cette découverte est d’ailleurs a

I’origine de I'identification de la voie TCR.
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Dans certains cas, les mutations de CSA ou CSB ne ménent pas au CS mais au syndrome de
sensibilité aux UVs (UVSS) qui ne se caractérise qu’en une hypersensibilité aux UVs, sans
symptomes associés (Horibata et al., 2004; Nardo et al., 2009). Chez ces patients, les cellules sont
tres sensibles aux dommages oxydants I’ADN (D’Errico et al., 2007). Les protéines CSA et CSB
seraient donc impliquées dans la suppression des Iésions oxydatives et des mutations affectant ce

processus, sans bloquer la TCR, seraient a I'origine du phénotype observé chez les patients UVSS.
3. Trichothiodystrophie (TTD)

La trichothiodystrophie (TTD) est une maladie autosomique récessive rare caractérisée par
des cheveux courts, épars et fragiles et des ongles anormaux dus a un défaut de synthese des
sulfures dans la kératine. Les patients présentent également un retard mental et un défaut de

croissance et dans la moitié des cas, une hypersensibilité aux UVs.

Les cas de TTD avec photosensibilité présentent une mutation dans une des sous-unités XPB,
XPD ou p8 de TFIIH. Ces mutations déstabilisent le complexe, causant une insuffisance de
transcription avant la différenciation terminale des kératinocytes (Faghri et al., 2008; Stefanini et

al., 2010).

115



116



RESULTATS ET DISCUSSION

117




118



ARTICLE I : ROLE DU MEDIATEUR DANS LA MISE EN
PLACE DU PIC IN vIVO

I. CONTEXTE DU TRAVAIL

Les modeles d’initiation de la transcription basés sur les études in vitro décrivent une
séquence d’assemblage linéaire des GTFs et de la Pol Il, débutant par le recrutement de TFIID sur
le promoteur, suivi par 'assemblage de TFIIA et TFIIB, puis la Pol Il liée a TFIIF et, enfin, TFIIH et
TFIIE (Sikorski and Buratowski, 2009). Cependant, ce modéle ne tient pas compte des co-
activateurs, tels que le Médiateur, dont la présence pourrait influencer I'assemblage du PIC in

vivo.

Le Médiateur est un complexe multiprotéique qui permet de moduler le niveau de
transcription en réponse aux signaux de régulation. In vitro, il est nécessaire a |'activation de la
transcription en réponse aux activateurs spécifiques, il augmente le niveau de la transcription
basale et stimule I’activité kinase de TFIIH (Kim et al., 1994). On sait désormais que le Médiateur
établit de nombreux contacts avec la machinerie de base de la transcription, notamment avec TBP
(Lariviére et al., 2006), TFIIB (Kang et al., 2001), TFIIF (Takagi et al., 2006), TFIIE (Sakurai and
Fukasawa, 2003), TFIIH (Esnault et al., 2008) et la Pol Il (Soutourina et al., 2011). Toutes ces
observations suggérent que le Médiateur influence la mise en place du PIC en interagissant avec
les GTFs et la Pol Il pour permettre leur recrutement sur I’ADN. In vivo, le Médiateur est requis
pour la transcription de la quasi-totalité des génes de S. cerevisiae (Holstege et al., 1998;
Thompson and Young, 1995). De plus, des études de génomique fonctionnelle par ChIP et/ou
ChlIP-on-chip sur I'ensemble du génome de S. cerevisiae ont permis de déterminer que ce
complexe est présent sur les régions régulatrices de la majorité des genes de classe I, actifs ou

inactifs, constitutifs ou inductibles (Andrau et al., 2006; Ansari et al., 2009).

Bien que le Médiateur ait fait 'objet de nombreuses études ces dernieres années, sa
complexité et notamment la présence de nombreuses sous-unités essentielles, ont empéché de
parvenir a une compréhension détaillée des mécanismes mis en jeu dans le contréle de
I’expression génique. C'est pourquoi nous étudions ce complexe dans notre laboratoire, I'objectif
principal étant de comprendre les mécanismes moléculaires de I'activation de la transcription par
le Médiateur in vivo. Plus particulierement nous souhaitons appréhender comment les

interactions protéine-protéine au sein du Médiateur et entre le Médiateur et ses partenaires
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permettent la transmission des signaux de régulation des activateurs vers la Pol Il et les GTFs et

contribuent au recrutement des divers composants du PIC.

Un crible double-hybride nous a déja permis de décrire en détail les interactions protéine-
protéine qui existent entre les sous-unités du Médiateur (Guglielmi et al., 2004). Ce complexe,
conservé de la levure a 'homme, se compose chez S. cerevisiae de 25 sous-unités réparties en 4
modules : la téte, le milieu, la queue et le module Cdk8. 10 de ces sous-unités sont essentielles
chez S. cerevisiae. Ce crible double-hybride a également identifié toute une série d’interactions
entre le Médiateur et des protéines appartenant aux différents complexes nucléaires. Une de ces
interactions, entre la sous-unité Med1l du Médiateur et Rad3 de TFIIH, a été analysée avec
succes et a permis de montrer que le Médiateur favorise indépendamment le recrutement de la
Pol Il, de TFIIE et de TFIIH, ainsi que la stabilisation du module kinase de TFIIH (Esnault et al.,
2008). Ces résultats ont abouti a la construction d’un modele ramifié d’assemblage du PIC,
différant fortement du modele séquentiel proposé in vitro en absence de co-activateur,
confirmant le r6le majeur du Médiateur pour coordonner le recrutement des divers composants

du PIC.

Mon travail de thése porte sur la sous-unité Med17, qui joue un rble central au sein du
module de téte du Médiateur. Des expériences de photo-pontage in vivo réalisées dans notre
laboratoire ont permis de montrer que Med17 interagit directement avec la sous-unité Rpb3 de la
Pol 1l. Des mutations de Med17 induisent une co-létalité avec le mutant rpb3-2, dans lequel le
contact entre Med17 et Rpb3 est affecté. De plus, I'association de la Pol Il a ’'ADN est fortement
diminuée dans les mutants med17ts. Ces résultats indiquent que l'interaction entre Rpb3 et
Med17 est essentielle au recrutement de la Pol Il sur I’ADN in vivo (Soutourina et al., 2011). Un
mutant conditionnel med17-138 (srb4-138ts) a permis de montrer que le Médiateur est requis
pour la transcription de I'ensemble des genes de classe Il (Thompson and Young, 1995 ; Holstege
et al., 1998). L’étude de ce méme mutant a également démontré que le Médiateur est essentiel a
la transcription basale par la Pol Il (Takagi and Kornberg, 2006). Cependant, cette mutation induit
une dissociation du module de téte du reste du complexe Médiateur et conduit donc a la perte de
fonction du Médiateur. L'étude d’autres mutants de Med17 avec des phénotypes différents, et
notamment dont la structure du Médiateur est peu modifiée, pourrait nous permettre d’en
apprendre davantage sur le réle de cette sous-unité essentielle et par extrapolation sur celui du
Médiateur dans la transcription des genes de classe Il. L'importance de la sous-unité Med17 est
également soulignée par son implication dans le cancer. En effet, une diminution de I'expression
de MED17 dans les cellules du cancer de la prostate inhibe la prolifération cellulaire, ralenti la
progression du cycle cellulaire et augmente I'apoptose (Vijayvargia et al., 2007). Cette sous-unité

pourrait donc étre une cible potentielle des traitements anti-cancéreux.
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La stratégie suivie pour ce projet est celle mise au point par notre laboratoire pour I'étude de
la sous-unité Med11 (Esnault et al., 2008). Elle consiste a mutagéniser aléatoirement un gene
codant pour une sous-unité essentielle du complexe Médiateur afin d’obtenir des mutants
thermosensibles (ts), et de rechercher ensuite les causes de ce phénotype. Avant mon arrivée au
laboratoire, une collection de 29 mutants med17ts avait ainsi été obtenue. 5 de ces mutants
montrent une co-létalité avec le mutant de la Pol Il rpb3-2 et ont été utilisés pour confirmer le
role essentiel du contact Med17-Rpb3 in vivo. Dans la méthodologie suivie par C. Esnault, la
caractérisation des mutants débute par la recherche de pertes d’interaction de la protéine
mutagénisée avec ses partenaires par la méthode du double-hybride. La découverte d’un défaut
d’interaction spécifigue avec un seul de ses partenaires devient alors un atout pour la
compréhension du réle du Médiateur dans un nouveau processus. Cependant, aprés de
nombreux essais infructueux, nous avons constaté I'impossibilité d’utiliser le double-hybride pour
étudier les interactions de Med17 dans les mutants med17ts. Nous avons donc d{i nous baser sur

d’autres méthodes afin de sélectionner les mutants les plus intéressants pour la suite de |'étude.

Comme nous cherchons a étudier des mutants n’affectant pas la structure globale du
Médiateur, nous avons commencé par vérifier, grace a des expériences de co-IP, que dans la
majorité des mutants de Med17, I'arrangement du complexe Médiateur en 3 modules principaux
est conservé. Pour la suite de I'’étude nous nous sommes concentrés sur 6 des 29 mutants de
Med17, sélectionnés pour leur Médiateur intégre, leur faible nombre de mutations et leurs

phénotypes variés.

Au méme moment, I'équipe d’O. Elpeleg publiait un article impliquant la sous-unité Med17
dans I'atrophie cérébrale infantile. La mutation détectée (L371P) se trouvant dans une région tres
conservée de la protéine, il est possible de produire la mutation équivalente (M504P) chez la
levure S. cerevisiae. La transformation de la souche thermosensible med17-138 avec un plasmide
exprimant la protéine mutée med17-M504P ne permet pas de complémenter le phénotype ts,
démontrant un défaut fonctionnel du Médiateur porteur de la mutation M504P (Kaufmann et al.,
2010). Nous avons construit la souche med17-M504P et montré que cette mutation confére un
phénotype ts. Nous avons donc décidé d’inclure ce mutant a notre étude afin de décrypter les

mécanismes moléculaires pouvant mener a la pathologie observée chez I'homme.

Notre but étant d’étudier 'effet des mutations de Med17 sur le recrutement des partenaires
connus du Médiateur, il nous faut partir d’'un complexe dont la fonctionnalité globale n’est pas
affectée et notamment qui conserve sa capacité a s’associer a la chromatine. C’est pourquoi, en
premier lieu, nous avons vérifié par ChIP sur 3 génes modeles que les mutants étudiés n’affectent

pas l'occupation du Médiateur. Les ChIP de la Pol I, de TFIIH et de TBP ont, par ailleurs, montré
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gue les mutations de Med17 affectent différentiellement I'occupation et/ou le recrutement des
composants du PIC sur I’ADN. S'il avait déja été montré avec les travaux sur Medll que le
Médiateur influence le recrutement de TFIIH indépendamment des autres facteurs, cette fonction
n’avait pas encore été démontrée pour la TBP. Ces résultats nous ont permis de sélectionner 3
mutants intéressants pour des analyses complémentaires : med17-98 affecté pour I'occupation de
tous les facteurs sauf la TBP, med17-444 affecté pour I'occupation de tous les facteurs sauf le
module coeur de TFIIH et med17-670 affecté pour I'occupation du module cceur de TFIIH et de Ia

Pol Il mais pas de TBP ni du module kinase de TFIIH (Figure 26).
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Figure 26 : Influence des mutations med17ts sur le recrutement du Médiateur, de la Pol Il, de
TFIIH et de la TBP.

Pour savoir si les effets observés par ChIP sont géne-spécifiques ou globaux, des expériences
de ChlP-sequencing (ChlP-seq) ont été réalisées pour le mutant med17-M504P et les 3 mutants
sélectionnés précédemment. Aprés avoir aligné les séquences obtenues sur le génome de la
levure, nous avons identifié les régions avec un enrichissement significatif par rapport au
contrdle. Cette étape nous a permis de définir les profils de liaison des différents composants du
PIC sur la chromatine. Par la suite, la comparaison des densités de lectures dans ces régions

enrichies entre les mutants et la souche sauvage pour chacune des protéines étudiées nous a
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permis de montrer I'effet global des mutations de Med17 sur I'occupation des composants du PIC.
Nos résultats confirment le réle universel du Médiateur dans la transcription des genes et sont en

accord avec le réle central de la sous-unité Med17 au sein du complexe Médiateur.

Afin d’expliquer les défauts d’occupation observés par ChIP, nous avons vérifié |'interaction
entre le Médiateur et les différents composants du PIC par co-IP. Seul le mutant med17-M504P
présente une diminution d’interaction entre Med17 et Rpb3, qui pourrait expliquer la diminution
de I'occupation des facteurs observée par ChIP. Nos résultats suggerent que la mutation de
Med17 responsable de I'atrophie cérébrale infantile induit une diminution de l'interaction entre
le Médiateur et la Pol Il conduisant a une déstabilisation de I'ensemble des composants du PIC, et

sont donc importants pour notre compréhension de cette pathologie.

L'ensemble de ces résultats confirme que le Médiateur influence I'assemblage du PIC in vivo
en permettant le recrutement indépendant des GTFs et de la Pol Il. Nous savions déja que le
Médiateur est capable d’influencer le recrutement indépendant de TFIIH et TFIIE, cette étude
montre qu’il influence également le recrutement et/ou la stabilisation de TBP indépendamment
des autres facteurs. De facon inattendue, nos résultats suggerent aussi que le Médiateur
coordonne le recrutement et/ou la stabilisation des modules coeur et kinase de TFIIH
indépendamment. Nos travaux confirment ainsi qu’in vivo, I'assemblage du PIC n’est pas
séquentiel comme ce qui est observé in vitro, et que le Médiateur est important pour orchestrer
I'arrivée des différents composants de la machinerie de transcription. Notre travail révele
notamment que le Médiateur, via sa sous-unité centrale Med17, coordonne la formation du PIC, a

différents niveaux in vivo, comprenant en plus de la Pol Il, les deux modules de TFIIH et la TBP.
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Abstract

Mediator is a large multiprotein complex conserved in all eukaryotes. This complex has a
crucial coactivator function in transcription by RNA polymerase Il (Pol 1I). It transmits the
regulatory signals from the specific transcription factors to Pol 1l transcription machinery and
stimulates the formation of preinitiation complex (PIC) and the phosphorylation of the Pol 11
CTD by TFIIH. While Mediator has been studied intensively, its complexity has precluded a
detailed understanding of the molecular mechanisms of its function in vivo. Med17 is an
essential and central component of Mediator head module. Previously, we have shown that
the direct Mediator-Pol 1l interaction between Med17 Mediator subunit and the Rpb3 Pol 11
subunit is essential for global Pol 11 recruitment in vivo. In this work, we took advantage of
our large collection of conditional temperature-sensitive medl7 mutants to investigate
Mediator role in coordinating PIC formation in vivo at the genome level. The effect of a yeast
mutation equivalent to human Med17-L371P responsible for an infantile cerebral atrophy was
also analyzed. Our ChlIP-seq results showed that med17 mutations differentially affected the
global presence of several PIC components including Mediator, TBP, TFIIH modules and Pol
[l.  This work provides a comprehensive genome-wide view of Mediator role in PIC
formation indicating that Mediator coordinates multiple steps of a branched PIC assembly

pathway.



Introduction

Transcription, the first step of gene expression, is well regulated, ensuring that the
eukaryotic cells can realize the genetic programs adapted to the environmental conditions. In
eukaryotes, the synthesis of mMRNAs and a number of small non-coding RNAs requires the
RNA polymerase Il (Pol Il) and the general transcription factors (GTFs: TFIIA, B, D, E, F, H)
that assemble into a large complex on the promoter DNA. This transcription preinitiation
complex (PIC) is a key intermediate in Pol Il transcription. In vitro reconstitution studies of
transcription initiation suggested a model in which PIC components assemble in a linear
sequence (Buratowski et al. 1989; Ranish and Hahn 1996). TFIID is the first GTF that binds
the promoter. Then, TFIIA and TFIIB are recruited followed by Pol Il probably in association
with TFIIF. Finally, TFIIE and TFIIH complete the formation of a PIC sufficient for basal in
vitro transcription but unable to drive activated transcription in response to specific activators.
Important insights have been made on the PIC architecture in yeast and human systems by
biochemical and structural studies (for review(Grunberg and Hahn 2013). Recently, two
structural models of human PIC (He et al. 2013) and yeast PIC (Murakami et al. 2013) have
been proposed by cryo-electron microscopy approaches. However, all these systems include
only basal transcription components. In vivo, a precise map of PIC locations across the yeast
genome, including Pol Il and GTFs, has been recently obtained permitting to identify TATA-
like elements bound by TBP on TATA-less promoters and distinct PICs for divergent
transcription (Xu et al. 2009; Rhee and Pugh 2012).

Unlike bacterial or archaeal transcriptional systems, an additional level of Pol I
transcription regulation is brought about by multiprotein complexes, coactivators and
corepressors, which modify the chromatin structure or directly contribute to PIC formation.
Mediator of transcription regulation is one of these coregulators. While Mediator has been

studied intensively, its complexity has precluded a detailed understanding of the molecular



mechanisms of its function in vivo. Mediator is a large multiprotein complex that transmits
the regulatory signals from the specific transcription factors to Pol Il transcription machinery
(Kornberg 2005; Ries and Meisterernst 2011). Together with the GTFs, this coactivator
promotes PIC formation and transcription initiation. Mediator also stimulates the
phosphorylation of the Pol Il carboxy-terminal domain (CTD) by TFIIH. This coactivator is
generally required for Pol Il transcription (Holstege et al. 1998; Andrau et al. 2006; Zhu et al.
2006). Mediator is a huge complex (1.5 MDa) composed of 25-30 subunits that are organized
into four structural modules: head, middle, tail and Cdk8 kinase modules. Mediator subunits
are engaged in numerous contacts within the complex (Guglielmi et al. 2004; Koschubs et al.
2010; Lariviere et al. 2012). The large size, complexity and extreme flexibility have precluded
the determination of a complete crystallographic structure of Mediator complex. Recently,
structural data have been obtained for the yeast Mediator head module, the largest Mediator
subcomplex characterized to date at high resolution (Lariviere et al. 2012; Robinson et al.
2012).

Mediator complex is conserved in all eukaryotes (Bourbon 2008) supporting a very
ancient eukaryotic origin for this four-module complex. Given its central role in transcription
regulation, it is not unexpected that Mediator has been implicated in numerous developmental
processes in animals and mutations in Mediator subunits are involved in a number of
pathologies (Risheg et al. 2007; Schwartz et al. 2007). For example, a mutation in Med23
subunit cosegregates with intellectual disability (Hashimoto et al. 2011). In line with the fact
that oncogenesis results from gene disregulation, Mediator has been found to be involved in
several cancers (Zhang et al. 2005; Vijayvargia et al. 2007; Firestein et al. 2008; Gade et al.
2009; Li et al. 2010; Kuuselo et al. 2011).

Mediator complex is at the heart of PIC assembly helping to regulate PIC activity and

interacting with Pol 1. Mediator is capable of receiving the activation signals through protein-



protein interactions with the hundreds of transcription activators of the eukaryotic cell,
integrates these signals and activates transcription by triggering the recruitment of Pol Il and
possibly some of the GTFs. For example, Mediator cooperates with TFIID in yeast and
human cells to stabilize the PIC (Johnson et al. 2002; Lariviere et al. 2006; Cai et al. 2010;
Takahashi et al. 2011). Previously, we have identified a direct contact between the Med11
Mediator head subunit and the Rad3 TFIIH subunit and showed that this contact is essential
for the recruitment of the GTF to the PIC independently of Pol Il (Esnault et al. 2008).
Recently, we showed that the Rpb3 Pol Il subunit and the Med17 Mediator subunit are in
direct contact to position Pol 11 on promoters and activate transcription strongly supporting a
notion that the Mediator-Pol Il interaction is generally required for Pol Il recruitment and
transcription of class Il genes in eukaryotes (Soutourina et al. 2011). We showed that
Mediator plays an essential role in PIC assembly at the level of Pol II, TFIIH and TFIIE
recruitment (Esnault et al. 2008; Soutourina et al. 2011).

Med17 is one of the ten essential yeast Mediator subunits. MED17 was initially
isolated as SRB4, one of the SRB genes whose mutations suppressed the growth phenotype of
truncations of the Pol Il Rpbl CTD (Thompson et al. 1993). The general requirement of
Mediator for Pol Il transcription has been shown using med17-138 mutant that generally
affects Pol Il transcription in a manner comparable with that of the rpbl-1 Pol Il mutant
(Holstege et al. 1998). This classical med17 allele causes dissociation of the head module
from the rest of Mediator leading to a loss of Mediator function (Linder et al. 2006; Takagi et
al. 2006; Takagi and Kornberg 2006). The central role of Med17 subunit in Mediator function
is also consistent with a central and extended positioning of this subunit within the Mediator
head structural model (Lariviere et al. 2012). This Mediator head subunit is directly involved
in Mediator-Pol Il contact essential for global Pol Il transcription (Soutourina et al. 2011). An

important role of Med17 subunit has also been highlighted by the fact that a mutation in this



subunit has been associated with infantile cerebral atrophy (Kaufmann et al. 2010) and by the
involvement of this subunit in cancer (Vijayvargia et al. 2007).

In this work, we aimed at obtaining a detailed genome-wide view of the Mediator role
in PIC assembly in vivo by characterizing our large collection of conditional temperature-
sensitive (ts) mutants in Med17 Mediator head subunit. A mutant of yeast Med17 equivalent
to human Med17-L371P responsible for the infantile cerebral atrophy having a severe ts
phenotype was also included in our analysis. Our ChlIP-seq results show that med17 mutations
differentially affect the global presence of several PIC components including Mediator, TBP,
TFIIH modules (TFIIH core and TFIIK kinase modules) and Pol Il. This work provides a
comprehensive genome-wide view of Mediator Med17 subunit role in PIC formation
indicating that Mediator differentially coordinates multiple steps of a branched assembly
pathway. We also suggest that an infantile cerebral atrophy could result from a defect in

Mediator-Pol 1l contact and a global destabilization of PICs.

Results
Collection of conditional med17 Mediator mutants

Previously, to investigate the in vivo role of Med17 in Pol Il recruitment, we have
selected a large collection of conditional med17 mutants (Soutourina et al. 2011). med17
mutants with different thermosensitive phenotypes, from slow growth to lethal at non-
permissive temperature (37°C), were selected by random mutagenesis (Figure S1, Table S1).
We separated some multiple mutations to obtain 5 additional point mutants by site-directed
mutagenesis. A L371P mutation in Med17 subunit has been associated with infantile cerebral
atrophy (Kaufmann et al. 2010). A corresponding M504P mutation in the homologous S.
cerevisiae Med17 inactivated the protein at 37°C. To study the molecular consequences of

med17 mutation associated with infantile cerebral atrophy, we constructed a med17-504 yeast



strain carrying med17-M504P mutation and investigated the growth phenotype of this mutant.
Figure 1A shows that med17-504 leads to a slow growth phenotype at 30°C and a strong
thermosensitive phenotype at 37°C. In total, we obtained a collection of 30 conditional
mutants in Med17 subunit. The integrity of the three main Mediator modules in all med17

mutants has been verified by ColP experiments (Table S2).

Effects of med17 mutations on Mediator stability, interaction with Pol 11 and mRNA level

Four mutants were selected for further study based essentially on their growth
phenotypes (normal or slightly slower growth at 30°C combined with pronounced
temperature-sensitive phenotype at 37°C), Mediator integrity and low mutation number:
med17-98 (L86Q, E186G, E448Q), med17-444 (Q444P), med17-504 (M504P corresponding
to L371P human mutation) and med17-670 (V670E) (Figure 1A). All med17 mutations are
localized within or near the conserved domains of this subunit defined by a comparative
genomics approach (Figure S2A) (Bourbon 2008). We mapped, when possible, the mutated
amino acid residues of med17 mutants on the structural model of Mediator head module
(Lariviere et al. 2012) (Figure S2B) and showed that they are often located close to the
module surface.

The effect of med17 mutations on the integrity of the three main Mediator modules
was first verified by ColP experiments (Figure S3 and Table S2). HA-tagged Med5 Mediator
subunit was immunoprecipitated with anti-HA antibody and coimmunoprecipitated Med17
Mediator head subunit and Med14 Mediator subunit bridging tail and middle modules were
detected by Western blotting with antibodies produced in house. We observed that Mediator
head and tail modules coimmunoprecipitated with the Med5 middle module subunit in all four

mutants without any significant difference compared to the wild-type strain.



To investigate in more detail Mediator integrity in selected med17 mutants, Mediator
was immunoprecipitated from crude extracts of Med5-HA tagged strains and
immunoprecipitated proteins were analyzed by mass spectrometry approach (Figure 1B). To
improve Mediator subunit identification by mass spectrometry, the immunoprecipitated
proteins were separated on gel and the bands corresponding to 1gG heavy and light chains
were cut out. This procedure thus excluded some Mediator subunits with molecular weights
close to those of IgG chains. A strain carrying untagged Med5 subunit was used as a negative
IP control. We identified up to 19 Mediator subunits belonging to all four Mediator modules.
13 Mediator subunits of head, middle, tail and Cdk8 modules, indicated in red on Figure 1B,
were present for all med17 mutants and the wild type strain. Mediator subunits with low
molecular weight (Med9, 10, 11, 21, 22) could not be detected in all samples. Our mass
spectrometry analysis indicated the presence of Mediator head, middle, tail and Cdk8 modules
for all med17 mutants suggesting that mutations did not affect Mediator stability.

Med17 Mediator subunit directly interacts in vivo with Rpb3 Pol Il subunit
(Soutourina et al. 2011). We examined if this contact was modified in med17 mutants. For
these experiments, we constructed yeast strains carrying EGFP-tagged Med17 subunit and
Myc-tagged Rpb3 subunit in wild-type and med17 mutant contexts. Proteins were cross-
linked with formaldehyde, Med17-EGFP-tagged subunit was immunoprecipitated under
denaturing conditions and cross-linked Rpb3-Med17 band was detected with anti-Myc
antibody (Figure 1C, red arrow). Our results demonstrated that Rpb3-Med17 contact was
reduced in the med17-504 mutant, but was not affected in med17-98, -444 and -670 compared
to the wild-type.

We investigated the effect of med17 mutations after a shift to 37°C on mRNA
abundance of ADH1, PYK1 and PMAL genes (Figure S4). med17-98, 444 and 607 mutants

affected the level of these mMRNAs. The effect of med17-98 was accentuated at 37°C and that



of other mutations was essentially similar at 30°C (TO) and 37°C. It should be noted that
med17-504 shows little, if any, effect on steady state levels of the three mRNAs. The
measurement of mMRNA levels being a cumulative result of RNA synthesis and RNA
processing, we decided to measure Pol Il occupancy by ChIP since it directly reflects

transcriptional activity in yeast.

Mutations in Med17 differentially affect chromatin association of PIC components on
selected constitutively expressed genes

To analyze the molecular effect of med17 mutations on PIC formation, we determined
the occupancy of Pol Il, GTFs and Mediator by ChIP experiments on selected constitutively
expressed genes. Yeast strains grown in YPD rich medium and transferred to non-permissive
temperature (37°C) for 45 min were used for chromatin preparation. The association of
Mediator was measured by ChIP experiments with three different Mediator subunits: Med6-
HA (head), Med15-HA (tail) and Med5-HA (middle) (Figure 2A, B, C). The Mediator
occupancy of ADH1, PYK1 and PMA1 promoter regions remained largely unchanged except
for Med15 Mediator occupancy that was reduced in med17-444 mutant and to some extent for
other mutants on PMAL promoter region. In contrast, all examined mutations led to a decrease
in Pol Il association with promoter and transcribed regions of class Il genes compared to the
wild type (Figure 2D), med17-444 and med17-504 showing the most pronounced effect,
reflecting the effects on Pol II transcription.

Mediator head module directly interacting with TFIIH and TBP, we wondered if
med17 mutations influenced occupancy of these GTFs in vivo. Two TFIIH modules, TFIIH
core (Rad3-HA subunit) and TFIIK kinase module (Kin28-HA) were ChiPed (Figure 2E and
F). Interestingly, we found that mutations in Med17 Mediator subunit affected differentially

the presence of the two TFIIH modules on ADH1, PYK1 and PMA1 promoters. In med17-98



and med17-504 mutants, Med17 mutations led to a decrease in occupancy of both TFIIH
modules. med17-444 mutation specifically affected Kin28 occupancy. More unexpectedly, a
decrease in Rad3 occupancy without any effect on Kin28 occupancy was observed in med17-
670.

We also analyzed TBP occupancy in med17 mutants (Figure 2G). As we previously
observed for med11l Mediator mutants, TBP occupancy was similar to that of the wild-type
strain in med17-98 and -670 mutants. In contrast, TBP association to ADH1, PYK1 and PMA1
gene promoters was reduced in med17-444 and med17-504 indicating that Mediator could

affect the recruitment or stability of this GTF in vivo.

Effects of medl7 mutations on chromatin occupancy of PIC components on inducible
GAL1 gene

To address the recruitment of PIC components on an inducible yeast gene, we
performed ChIP experiments of Mediator, Pol Il and GTFs in med17 mutants on GAL1 gene.
The association of Mediator (Med5 subunit), Pol Il, TFIIH core (Rad3 subunit), TFIIH kinase
module (Kin28 subunit) and TBP were analyzed by ChIP at 45 min of galactose induction
(data not shown). The association of PIC components was affected generally in the same
manner than for the three constitutively expressed genes, med17-504 being an exception with
reduced Mediator recruitment and unmodified Rad3 and TBP recruitment on GAL1 promoter
region at 45 min of galactose induction.

Two med17 mutants were chosen for further experiments to address the kinetics of
GAL1 induction. med17-444 mutant is the only one that affected TBP recruitment on GAL1
promoter and med17-504 effects on GALL gene differ from those on ADH1, PYK1 and PMA1
genes for several PIC components. Yeast cells were grown in YP raffinose medium at 30°C,

then galactose was added at the O time point and cultures were transferred to 37°C. Samples

10



were collected at 0, 20, 40 and 60 min of galactose induction and a shift to 37°C. We
analyzed the kinetics of Mediator, Pol Il and TBP recruitment upon galactose induction in
med17-444 and -504 mutants compared to the wild-type (Figure 3). Mediator recruitment
was decreased in med17-504 for all kinetics points, showing a particular Mediator behavior
on GALL1 gene in this mutant (Figure 3A). In med17-444 mutant, Mediator occupancy of
GAL1 gene promoter reached the similar to the wild-type level, even though the kinetics of
Mediator recruitment was slowed by this mutation (20-min point). Pol 11 occupancy generally
followed that of Mediator (Figure 3B). We confirmed that med17-444 mutation slowed the
TBP recruitment during galactose induction. med17-504 showed a TBP recruitment Kinetics
similar to that of the wild-type strain (Figure 3C).

Taken together, our ChIP results demonstrated that mutations in Medl17 Mediator
subunit could differentially affect the recruitment of PIC components and also pointed out
some gene-specific effects suggesting that regulatory mechanisms might differ depending on

particular Pol Il-transcribed genes.

Genome-wide location analysis of Mediator, Pol I, TBP and TFIIH modules

To extend our ChIP analysis of PIC assembly to the whole yeast genome, we
performed ChlP-seq experiments for Mediator (Med15 subunit), Pol 1l and GTFs (TBP and
two TFIIH subunits: Kin28 and Rad3). Input DNA and DNA from ChIP with an untagged
strain were used as negative controls. Figure 4A shows examples of ChlP-seq density
distributions using the Integrated Genome Browser (IGB) for all the proteins at selected class
I genes in wild-type strains. To correct for chromatin-state bias corresponding to the highly
expressed genomic loci observed for control samples (Chen et al. 2012; Eyboulet et al. 2013;
Teytelman et al. 2013; Jeronimo and Robert 2014), we subtracted the normalized signal of

untagged strain sample from the ChIP samples for each protein as described previously

11



(Eyboulet et al. 2013) and in Materials and Methods. The ChIP signals of Mediator inside
ORFs most likely resulted from chromatin-state bias and are mostly corrected by untagged
strain signal subtraction.

We compared the location of Mediator, Pol 1l and GTFs peaks around transcription
start sites (TSS) in wild-type strains in a metagene analysis (Figures 4B). To consider only
Pol 1l transcribed gene promoters, intergenic regions encompassing Pol Ill-transcribed genes
were excluded. We also excluded from the analysis divergent genes with double peaks for
GTFs. Mean tag density (1 bp bin) was determined for each protein in a 1600-bp window
centered on the TSS. These analyses show that ChIP-seq distributions of TFIIH subunits and
TBP superposed with each other close to TSS. As expected, Pol Il is distributed inside
transcribed regions. Mediator distribution was located upstream of TSS on regulatory regions.
We also calculated the frequency of the transcription factor binding sites upstream of TSS and
showed that Mediator and transcription factor binding profiles overlapped indicating Mediator

association to the UAS (Figure S5).

med17 mutations can globally destabilize the PIC in vivo

To investigate whether PIC assembly is generally affected in med17 mutants or in a
gene-specific manner, we analyzed the genome-wide occupancy of Mediator, Pol 1l and GTFs
by ChlIP-seq experiments in mutants compared to the wild-type (WT) strains. The
normalization step is essential for ChIP-seq comparative analysis, but widely used
normalization methods like a quantile normalization step cannot be applied in situations
where occupancy increases or decreases genome-wide. To be able to detect potential global
effects of Mediator mutations on PIC component occupancy, we performed the following
normalization step. A count of reads was determined on promoter regions of Pol II-

transcribed genes for Med15, Rad3, Kin28 and TBP, and on Pol Il-transcribed genes ORFs
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for Pol Il and then normalized relative to gPCR data on a set of selected regions, as described
in Materials and Methods. Regression analysis of PIC components binding in WT versus each
med17 mutant was systematically performed.

We analyzed genome-wide Mediator occupancy only for Med15 Mediator subunit. It
was impossible for us to obtain a good quality ChlP-seq results for Med5 Mediator middle
module subunit or Med6 and Med8 Mediator head module subunits. Low ChlIP signals were
obtained for Med8-HA subunit. High background levels in ChlP-seq experiments for Med5-
HA and Med6-HA subunits precluded the accurate enrichment detection. It should be noted
that Mediator enrichment levels in ChIP experiments are relatively low, depending on the
Mediator subunit used, possibly due to a low efficiency of formaldehyde crosslinking and/or a
dynamic association of Mediator to chromatin. Chromatin associated with Med17 Mediator
head subunit can be ChiPed efficiently. However, we have observed on several occasions that
the addition of tags to mutant subunits could lead to an aggravation of growth phenotypes. For
this reason, the Med17 occupancy was not investigated in mutant strains.

Our ChIP results on the selected class Il genes showed the most pronounced effects on
Pol Il, TBP and Kin28 occupancy for med17-444 mutant whereas Rad3 occupancy remained
unaffected in this mutant (Figure 2, 3). Genome-wide analysis of med17-444 mutant revealed
a global 1.8-fold decrease (the slope of regression line, shown in red, equal to 0.55) in Med15
Mediator occupancy with a high correlation coefficient (R* equal to 0.93) (Figure 5A). As a
consequence, the presence of other PIC components like Pol 1I, TFIIH and TBP was also
globally reduced to the different extent. We observed a global decrease in genome-wide
occupancy for Pol Il and Kin28 TFIIK subunit (2.6 and 2.7-fold, respectively). TBP
association to chromatin was also globally affected with a 1.6-fold decrease. Rad3 TFIIH core
subunit binding was affected but only slightly (1.2-fold decrease), consistent with ChIP

results on the ADH1, PYK1 and PMAL gene promoters. Taken together, our genome-wide
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results on med17-444 mutant confirmed a central role for Med17 Mediator subunit in PIC
formation and suggested that Mediator tail module destabilization on the chromatin had a
global effect on in vivo binding of several PIC components but only marginally affected Rad3
occupancy.

We showed that med17-504 mutation, equivalent to a human mutation responsible for
an infantile cerebral atrophy, impaired Pol Il-Mediator interaction (Figure 1C) and led to
reduced binding of Pol Il and GTFs to ADH1, PYK1 and PMA1 genes (Figure 2) and
Mediator, Pol 1l and some GTFs on GALL1 gene (Figure 3 and data not shown). To determine
how global were the effects of med17-504, we compared the genome-wide Mediator, Pol 11,
Rad3, Kin28 and TBP occupancy in this mutant and the WT (Figure 5B). The genome-wide
binding of Mediator Med15 subunit in med17-504 was similar to that of the wild-type strain
(the slope of regression line equal to 0.93 and R? equal to 0.98). In contrast, the association of
Pol Il and GTFs was globally diminished in this mutant compared to the WT, suggesting that
the impaired Pol 1I-Mediator interaction leads to a general PIC assembly defect. Our genome-
wide analysis of med17-444 and -504 mutants demonstrated that a destabilization of Mediator
binding to chromatin or an impaired interaction between Mediator and Pol Il globally

destabilize the PIC assembly in vivo.

Mutations in Med17 Mediator subunit specifically affect the genome-wide association of
TFIIH core subcomplex

Previously, we have shown that mutations in Mediator Med11 subunit affecting its interaction
with Rad3 TFIIH core subunit can selectively impair the binding of TFIIH kinase module
(Esnault et al. 2008). Unexpectedly, our ChIP experiments suggested that some medl7
mutations like med17-670 could lead to a selective dissociation of Rad3 TFIIH core subunit.

We therefore addressed the question of the TFIIH core genome-wide binding in medl7
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mutants. Our ChIP-seq results revealed that the genome-wide association of this TFIH
subcomplex was affected independently of TFIIK subcomplex in med17-670 (Figure 6A) and
-98 mutants (Figure 6B). We observed a global 2-fold decrease of the Rad3 TFIIH core
subunit binding in these mutants with the slope of regression line equal to 0.55 and 0.51 for
med17-670 and -98, respectively, with high correlation coefficients. In contrast, the
association of Kin28 TFIIK subunit was similar to the WT level (the slope of regression line
equal to 1.01 and 0.94, R? equal to 0.98 and 0.94 for med17-670 and -98, respectively). The
presence of Med15 Mediator subunit was mostly unchanged or only slightly decreased (the
slope of regression line equal to 0.87 and 0.80, R? equal to 0.93 and 0.94 for med17-670 and -
98, respectively). The genome-wide binding of TBP was not reduced and even slightly
increased (the slope of regression line equal to 1.25 and 1.14, R? equal to 0.92 and 0.96 for
med17-670 and -98, respectively). In med17-670 mutant, a global 1.4-fold decrease in Pol 1l
occupancy was observed compared to the WT strain with the slope of regression line equal to
0.72 and a high correlation coefficient equal to 0.97. Pol Il association was also reduced in
med17-98 mutant showing 1.2-fold global decrease with a reduced correlation coefficient of
0.83 that suggested a more complex transcriptional effect for this mutation. Our genome-wide
analysis of PIC components of med17-670 and -98 mutants suggests that Mediator can
selectively affect the TFIIH core subcomplex binding to the yeast genome without impairing

that of the TFIIH kinase module or TBP.

Discussion

In this work, we have performed a genome-wide analysis of PIC assembly in vivo
taking advantage of Mediator mutants of essential Med17 head module subunit. We propose
that Mediator head module in general, and Med17 in particular, independently coordinates the

PIC assembly in vivo at different levels. (i) Our results support a central role of Mediator
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Med17 subunit in Mediator organization and function, since med17 mutants globally affect
Pol 11 transcription and specific mutations in Med17 could result in a global destabilization of
PIC assembly in vivo. (ii) We show that Mediator recruitment stabilizes TFIIK kinase and
TFIIH core modules independently, since med17 mutations can differentially affect the
genome-wide occupancy of TFIIH modules. We therefore propose that the recruitment or the
stability of TFIIH modules is regulated independently on yeast genome. (iii) Our ChIP and
ChlP-seq results show that Mediator selectively contributes to TBP recruitment or
stabilization to chromatin, supporting Mediator head-TBP functional contact. (iv) This work
suggests a mechanism for an infantile cerebral atrophy caused by a mutation in Med17. We
propose that the disease results from a defect in Mediator-Pol 11 contact that leads to a global
destabilization of PICs.

Previously, we proposed a model of PIC assembly through multiple pathways (Esnault
et al. 2008; Soutourina et al. 2011). Our results suggested several pathways for PIC formation
that may coexist on the promoters of Pol Il-transcribed genes challenging the linear model of
PIC assembly based on in vitro studies and expanding the regulatory mechanisms of gene
transcription. We proposed that Mediator association to regulatory regions (Figure 7A) leads
to PIC formation (Figure 7E) via preinitiation intermediates (Figure 7C, C’, D) suggesting
two hypothetical intermediates (Figure 7B, B’). In line with this model, the present work
suggests the existence of new intermediates in PIC formation (Figure 7). The model from
Esnault et al. (Esnault et al. 2008) was significantly enriched and consolidated considering a
direct in vivo Mediator-Pol 1l interaction (Soutourina et al. 2011) (Figure 7B) and the present
work that suggests the existence of Mediator-TFIIK and Mediator-TBP PIC intermediates
(Figure 7B’°, B>*’, C”°). TFIIE occupancy was not analyzed in this study, that is why no
information on this GTF is present on the B’’, B”’” and C*’ cartoons. We also incorporate

TBP recruitment to our current model.
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Mediator head module directly interacts with TFIIH complex via Med11-Rad3 contact
and this interaction is important for the recruitment of this GTF to promoters (Esnault et al.
2008). Mutations in Med11 subunit differentially affected the promoter occupancy of TFIIH
core and TFIIK kinase modules. A med11l mutation that impaired Mediator-TFIIH contact
destabilized TFIIK on a group of promoters. Our genome-wide analysis of med17 mutants
supports a functional role of Mediator in the independent recruitment of TFIIH core (Rad3
subunit) and TFIIK kinase (Kin28 subunit) modules. Indeed, med17-504 mutation reduced the
global association of Rad3 and Kin28 to a similar extent. On the contrary, med17-444
mutation, while affecting the occupancy of both TFIIH modules, displayed a particularly
pronounced decrease in Kin28 occupancy. These results show that TFIIK module was further
destabilized in med17-444 mutant, similarly to med11-T47A mutant (Figure 7C). Vice versa,
we also observed that the genome-wide association of TFIIH core subcomplex could be
affected independently of TFIIK subcomplex in med17-670 and med17-98 mutants. A large
decrease of Rad3 genome-wide occupancy was observed in these mutants, whereas the
association of Kin28 TFIIK subunit remained unchanged. Taken together, our results suggest
that Mediator differentially affects the recruitment or the stabilization of TFIIH modules and
that the stability of TFIIH modules is regulated independently within the PICs. We show that
two biochemically separable TFIIH modules have independent in vivo behavior. The
recruitment of core TFIIH module can be selectively affected, independently of TFIIK and
TBP (Figure 7C”?). This intermediate presumes the potential existence of Mediator-TFIIK-
containing subcomplex in the absence of core TFIIH (Figure 7B°*’). In line with this
suggestion, one of the Mediator functions consists in stimulating the CTD phosphorylation by
Kin28 TFIIK kinase (Kim et al. 1994). Moreover, Kin28 was reported to phosphorylate Med4
and Med14 Mediator subunits in vitro (Liu et al. 2004) and Kin28 phosphorylation of Med4

occurs in vivo (Guidi et al. 2004). Recently, Kin28 TFIIK kinase has been reported to regulate
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the transient association of Mediator to core promoters and a release of Mediator from the
PIC and the promoter escape (Jeronimo and Robert 2014; Wong et al. 2014), highlighting
reciprocal links between Mediator and TFIIK kinase module.

TBP directly binds to the Mediator head module via Med8-Med18-Med20
subcomplex (Lariviere et al. 2006; Cai et al. 2010). Previously, human Mediator and TBP-
containing TFIID complexes have been shown to assemble cooperatively on promoter DNA
in vitro (Johnson et al. 2002). In accordance with in vitro data, our in vivo genome-wide
analysis of yeast Mediator mutants showed that TBP chromatin binding could be affected by
Mediator mutations (med17-444 and -504). It should be noted that the loss of Mediator
function in med17-138 mutant has been previously shown to reduce TBP occupancy of
several class Il promoters (Kuras and Struhl 1999; Li et al. 1999). TBP association depended
on the Mediator mutant examined in this study. The genome-wide binding of this GTF did not
decrease or even slightly increased in med17-670 and med17-98 mutants. In this work, we
identified mutations in Med17 subunit that affected global TBP binding to chromatin further
supporting a coordinated behavior with Mediator. Interestingly, even though the effects of
med17 mutations are global, the range of the effects can depend on specific genes. For
example, med17-504 mutation resulted in a global decrease in TBP occupancy, but did not
affect TBP recruitment to GALL1 gene promoter upon transcription activation. Conversely,
med17-98 mutation did not reduce the genome-wide TBP or TFIIK occupancy. However, in
this mutant the TFIIK binding together with that of Pol Il and core TFIIH module was
reduced on the three model promoters, but not that of TBP. These results suggest the
existence of a Mediator-TBP intermediate in PIC assembly (Figure7B’’), consistent with a
direct interaction between Mediator head and TBP protein from in vitro experiments
(Lariviere et al. 2006; Cai et al. 2010).

In med17-444 and -504 mutants, PIC assembly was destabilized leading to a decrease
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of Pol Il, Rad3 TFIIH core subunit, Kin28 TFIIK subunit and TBP presence. The following
mechanistic explanations specific for each mutant can be proposed. The presence of Mediator
tail module (Med15 subunit) on chromatin was globally affected in med17-444 mutant. We
propose that, as a consequence of this effect on tail module occupancy, overall PIC assembly
is destabilized with a large decrease in Pol 1l, Kin28 and TBP occupancy and a moderate
effect on Rad3 occupancy. In contrast, the binding of Mediator remained globally unaffected
in med17-504 mutant. This mutation led also to a global decrease in Pol Il and GTFs
occupancy. We propose that an impaired interaction between Mediator (Med17 subunit) and
Pol 1l (Rpb3 subunit) in this mutant destabilized the global PIC assembly in vivo, as was
observed for Pol Il rpb3-2 mutant with reduced Mediator-Pol Il interaction (Soutourina et al.
2011) highlighting functional importance of Mediator-Pol Il contact (Figure 7B). Taken
together, our results revealed that specific point mutations in Med17 Mediator head subunit
(med17-Q444P, med17-M504P) could result in a global destabilization of PIC assembly in
vivo through two different mechanisms, a destabilization of Mediator binding to chromatin or
an impaired interaction between Mediator and Pol I, consistent with a central role of Med17
subunit in Mediator function.

Among medl7 mutants examined, only med17-444 mutation reduced the global
Mediator tail (Med15 subunit) occupancy. Other med17 mutations did not affect or only
slightly reduced the level of genome-wide Med15 binding to the chromatin. Our ChIP
experiments on ADH1, PYK1 and PMAL genes did not reveal any decrease in Mediator head
or middle occupancy in medl7 mutants. Moreover, Mediator stability in med17 mutants
examined in this study is supported by mass spectrometry and ColP experiments indicating
the presence of all Mediator modules. A decrease in ChIP signal for Mediator tail module in
med17-444 might reflect a conformational change in Mediator complex bound to chromatin

leading to reduced cross-linking efficiency or Mediator tail destabilization on chromatin.
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Mediator is conserved in all eukaryotes. The mutated residues in medl7 mutants
characterized in this study correspond to the same (human Q310 for yeast Q444P in med17-
444 and human E314 for yeast E448Q, one of the three mutations in med17-98) or
functionally close (human L371 for yeast M504P in med17-504) amino acids in human
Med17 protein (Figure S6). Given the conservation of the Mediator subunits, the molecular
mechanisms of Mediator function in PIC assembly are likely to be conserved from yeast to
human and may extend to all eukaryotes. We showed that med17-M504P mutation, equivalent
to human mutation responsible for an infantile cerebral atrophy, led to a severe temperature-
sensitive phenotype in yeast, impaired Pol lI-Mediator interaction and resulted in a decrease
of genome-wide occupancy of all PIC components tested except Mediator itself. Our results
suggest that infantile cerebral atrophy is the direct consequence of a defect in Mediator-Pol Il
contact and a global destabilization of PICs. Recently, we have shown that Mediator, in
addition to its coactivator role, also can serve as a link between transcription and DNA repair
(Eyboulet et al. 2013). Several med17 mutants were UV-sensitive in a global-genome repair
deficient context. The med17-504 and other mutants analyzed in this study do not show any
increase in UV sensitivity (data not shown), suggesting that these mutations led to
transcriptional defects only.

One of the questions that we addressed analyzing the impact of conditional mutations
in Med17 Mediator subunit on genome-wide PIC assembly was its gene-specific versus
global nature. A high correlation between genome-wide densities of PIC components points
out global effects of med17 mutations. It should be noted that the range of the effects could
still be gene-specific. Consistent with a central role of Med17 subunit in Mediator function,
all med17 mutations reduced the global Pol Il chromatin binding, but to a different extent.
The global decrease of Pol Il occupancy in med17 mutants compared to the wild type was

associated with a high correlation coefficient, indicating that most of the genes were affected
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to a similar extent. med17-98 mutant was an exception since it showed a global decrease of
Pol 11 presence but with a reduced correlation coefficient (R? equal to 0.83) suggesting a more
complex and gene-specific transcriptional effect for this mutation. The occupancy of Kin28
TFIIK subunit remained globally unchanged in med17-98 mutant compared to the wild type,
but Kin28 ChlIP signals were decreased on ADH1, PYK1 and PMAL gene promoter. med17-
444 mutation did not modify the presence of Rad3 TFIIH core subunit on the three
constitutively expressed genes or GALL inducible gene, but our genome-wide analysis
revealed a slight decrease in global Rad3 occupancy. med17-504 mutant had a particular
effect on GAL1 gene showing a reduced Mediator association and unmodified Rad3 and TBP
recruitment, whereas the genome-wide Mediator occupancy was similar to that of the wild-
type and occupancy of all other PIC components was globally reduced. Our results suggest
that specific PIC assembly pathways could be active on specific genes and/or that multiple
pathways could operate on the same gene.

In conclusion, we suggest that Mediator differentially coordinates multiple steps of a
branched assembly pathway in vivo at the level of independent recruitment or stabilization of
several PIC components including Pol Il, TBP and two TFIIH modules. The global effects of
Mediator mutations on PIC formation are consistent with a central role of Med17 subunit in
Mediator function and organization. Additional PIC components, for example, GTFs that
were not examined in this study might contribute to PIC assembly. Together with Mediator,
other coactivators like SAGA or TFIID complexes modify the PIC assembly and activity. In
the future, it would be relevant to consider the dynamics of PIC assembly to improve our

understanding of in vivo transcription mechanisms at work in eukaryotes.
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Materials and Methods
Strains and plasmids
All S. cerevisiae strains are described in Table S3. All plasmids are listed in Table S4.

The oligonucleotides used in this study can be found in Table S5.

ChIP and ChlIP-seq

ChIP experiments were performed as described (Ghavi-Helm et al. 2008). 100 ml cell
cultures were grown to exponential phase in YPD medium at 30°C, shifted for 45 minutes to
37°C and cross-linked with 1% formaldehyde for 10 min. The 3HA-tagged proteins were
immunoprecipitated with 12CA5 antibody and Pol Il with 8WG16 anti-CTD antibody, bound
to 1gG magnetic beads (Dynabead). ChIP-seq experiments were performed as described
(Eyboulet et al. 2013). Chromatin preparation for ChlP-seq experiments was performed as
described for conventional ChIP, except that an additional sonication step with Bioruptor
(Diagenode, 6 cycles of 30s with medium intensity setting) was included to generate DNA
fragments of approximately 200 bp mean size. DNA sequencing of 40 nt-tags was performed
on Solexa genome analyzer GA-lIx or Hi-Seq using the procedures recommended by the
manufacturer (Illumina). Input DNA and DNA from ChIP with untagged strain were used as

negative controls.

Coimmunoprecipitation experiments

Whole yeast extracts were prepared from 100 ml of cells growing to exponential phase
in YPD medium at 30°C. Whole yeast extract preparation, immunoprecipitation in IP buffer
(50 mM HEPES, pH 7.5, 100 mM NacCl, 20% glycerol, 1 mM dithiothreitol, 0.5 mM EDTA,
0.05% NP-40) supplemented with a protease inhibitor cocktail (Complete, Roche) and 1 mM

PMSF and Western blotting were performed as described previously (Soutourina et al. 2006).
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The 12CA5 anti-HA antibodies were used against HA- or Myc-tagged proteins and rabbit
polyclonal anti-Med14 and anti-Med17 antibodies against corresponding N-terminal peptides
were used to detect Med14 and Med17 Mediator subunits, respectively.

Formaldehyde cross-linking experiments were performed as described previously
(Soutourina et al. 2011). Briefly, cells were cross-linked with 1% formaldehyde for 10 min, as
described for ChIP. Lysis was performed in 0.5 ml FA/SDS buffer in the presence of glass
beads (0.75 ml, 425 to 600 um) by vortexing for 45 min at 4°C. Crude extract preparation and
immunoprecipitations were performed as described for conventional ColP except that the
immune complexes were washed as described for ChIP. A sonication step was added to
recover chromatin-associated proteins. Denaturing conditions (8 M urea for 20 min at room
temperature, cooled to 4°C and diluted with lysis buffer to final urea concentration of 2 M)

were used before immunoprecipitation to dissociate the subunits of Pol Il and of Mediator.

Mass spectrometry analysis

To analyze the Mediator integrity in medl7 mutants, Mediator was
immunoprecipitated from crude extracts of Med5-HA tagged strains as described for ColP
experiments except that protein G magnetic beads were used instead of IgG magnetic beads
(Dynabead) and the elution was performed for 20 min at 65°C instead of 2 min at 85°C.
MED17 strain carrying non-tagged Mediator subunit was used as a negative control. Proteins
from each eluate were separated by SDS-PAGE in order to fractionate the protein samples
into three fractions and exclude the regions corresponding to heavy and light IgG chains. The
gels were stained with Coomassie Blue and each fraction was cut in bands of about 2 mm and
subjected to in-gel trypsin digestion with the Progest robot (Genomic Solutions, Chemsford,
MA) using standard conditions including reduction and alkylation. After overnight tryptic

digestion, peptides were extracted with 60% acetonitrile and 0.1% (v/v) formic acid. Tryptic
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peptides extracted from different bands of three gel regions were pooled, vacuum dried and
resuspended in 0.1% (v/v) formic acid prior to nanoLC-MS/MS mass spectrometry analyses.
The same cutting pattern of the SDS-PAGE lane was performed for each eluate.
NanoLC-MS/MS analyses were performed with the Triple-TOF 4600 mass
spectrometer (AB Sciex) coupled to the nanoRSLC ultra performance liquid chromatography
(UPLC) system (Thermo Scientific) equipped with a trap column (Acclaim PepMap100C18,
75 umi.d.x 2 cm, 3 um) and an analytical column (Acclaim PepMapRSLCCI18, 75 pumi.d.x 15
cm, 2 um, 100 A). Peptide separation was performed with a 5 to 35% solvent B gradient in 40
min. Solvent A was 0.1% formic acid in water, and solvent B was 0.1% formic acid in 100%
acetonitrile. NanoLC-MS/MS experiments were conducted in a Data Dependent acquisition
method by selecting the 20 most intense precursors for CID fragmentation with Q1
quadrupole set at low resolution for better sensitivity. Raw data were processed with MS Data
Converter software (AB Sciex) for generating .mgf data files and protein identification were
performed using the MASCOT search engine (Matrix science, London, UK) against the
Swissprot database (release 2014 _08) with carbamidomethylation of cysteines and oxidation
of methionines set as fixed and variable modifications respectively. Peptide and fragment
tolerance were respectively set at 20 ppm and 0.05 Da. Results were analysed with Scaffold
3.6.5 software (Proteome Software). Only proteins with at least two unique peptides and 95 %

probability for both peptides and proteins identifications were considered.

Quantitative RT-PCR analysis

RNA was extracted with hot acidic phenol following a protocol derived from Schmitt
et al. (Schmitt et al. 1990). Reverse transcription of 0.5 pug RNA samples was performed
using iScript cDNA synthesis Kit (BIO-RAD) with a mix of oligo(dT) and random hexamers

for priming. Quantitative PCR results were normalized using 25S rRNA, 18S rRNA and SCR1
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RNA as internal controls. Values represent the average of three independent experiments, and

error bars indicate standard deviations.

Data analysis

ChlP-seq data were analyzed essentially as described (Eyboulet et al. 2013). The
sequences were aligned on S. cerevisiae genome (UCSC version sacCer3) with Bowtie
version 0.12.7 (Langmead et al. 2009). Only uniquely mapped tags were used, and a
maximum of two mismatches was allowed. Conversions to different file formats were
performed using Samtools version 0.1.16. To avoid possible sequencing artifacts, reads with
the best-quality scores were conserved for each position. The number of mappable tags for
each ChIP-seq experiment is indicated in Table S6.

To calculate ChlIP-seq density, reads were extended to an assumed fragment length of
150 to 180 nt, and a count of reads was determined per 1-bp bin using Bedtools version
2.15.0. ChIP-seq density profiles were displayed using IGB yeast genome browser. We used
input DNA and DNA from ChIP with untagged strain as negative controls. The ChIP sample
from the untagged strain generally shows very low tag density on the genome, except some
regions representing <1% of the genome that display an apparent enrichment. It should be
noted that the majority of these regions were located inside the highly transcribed class 1l
genes. To correct for this non-random background distribution, we subtracted the normalized
signal of untagged strain sample from the ChIP samples for each protein. The ChIP signals of
untagged strain have different impacts on the ChIP signals for different proteins. For this
reason, the subtraction step was preceded by a normalization of the ChIP signal of an
untagged strain compared with the corresponding ChIP sample based on the gPCR analyses

of nontranscribed control regions.
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The significantly enriched regions were identified using peak calling MACS2 software
version 2.0.10.20120703 (Zhang et al. 2008). To avoid possible sequencing artifacts, reads
beyond five repetitions at the same position of the genome were removed. A minimum false
discovery rate (g-value) cutoff peak detection of 0.01 was used for Med15 and 0.05 for Pol II,
Rad3, Kin28 and TBP. This step was followed by PeakSplitter step of PeakAnalyzer software
for subdivision of ChlIP-seq regions into discrete peaks (Salmon-Divon et al. 2010). The
significantly enriched regions were also identified in control ChIP sample with untagged
strain using Bayespeak version 1.10.0 (Spyrou et al. 2009) with a threshold of 0.9. Around
200 peaks were identified by this method in control sample and were used to correct
peakcalling data from Med15, Rad3, Kin28 and TBP ChlIP-seq.

GTFs, Mediator and Pol |1 significantly enriched peaks were annotated relative to the
intergenic region or the ORF in which they were detected using BedTools version 2.15.0. The
nomenclature used for intergenic regions was as follows: tandem regions were named relative
to the downstream-located gene, divergent and convergent regions were named relative to the
two genes surrounding the region.

To compare read counts in WT and med17 mutant ChIP-seq data, a count of reads was
determined on promoter regions of Pol Il-transcribed genes for Rad3, Kin28, TBP and
Med15, and on Pol Il-transcribed genes ORFs for Pol Il, using Bedtools. For this step, all
mapped reads were conserved to allow quantitative comparison between the different
samples. Read numbers were normalized relative to qPCR data on a set of selected regions
using the ratio between WT and mutant strains. The ratio of ChIP-gPCR values between WT
and mutant strains was calculated for each selected region. In parallel, the ratio of ChIP-seq
reads between WT and mutant strains was determined for the same region. The median of
normalization coefficients between ChIP-gPCR and reads ratios was used for data

normalization.
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The coordinates of transcription factor binding sites (TFBS) were retrieved from the
UCSC transRegCode genome browser track. These data were then filtered to keep only those
having ChIP evidence for DNA binding (9777 TFBS). We then use BedTools to associate the
TFBS with the closest TSS (2337 TSS). The frequency of TFBS was finally computed in a
3000-bp windows centered on the TSS using R software with 1-bp bin. Mediator, Pol 1I, TBP,
Rad3 and Kin28 tag density was determined around the same 2337 TSS and mean tag density

for each nucleotide position was then calculated and plotted over the 3000-bp window.

Data access
The ChIP-seq data have been deposited to the Array Express under accession numbers E-

MTAB-2961 for the mutant strains and E-MTAB-1595 for the wild-type strain.
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Figure Legends

Figure 1. med17 thermosensitive mutants.

(A) Med17 mutant phenotypes. Cultures of wild-type (WT) and mutant med17 yeast strains
were serially diluted, spotted on YPD agar plates and incubated for 3 days at permissive
(30°C) or non-permissive (37°C) temperature.

(B) Mass spectrometry analysis of Mediator integrity in medl7 mutants. Mediator was
immunoprecipitated through Med5-HA from crude extracts using magnetic protein G beads
coupled to anti-HA antibodies. Mediator subunits identified by mass spectrometry analysis in
a wild-type and med17 mutants are indicated. MED17 strain carrying non-tagged Mediator
subunit was used as a negative control (Control IP). Mediator subunits identified in all
samples are shown in red.

(C) Interaction between Pol Il and Mediator in med17 mutants. Rpb3-Myc Med17-EGFP
strains were grown at 30°C in YPD medium and cross-linked or not with formaldehyde (FA),
as indicated. Med17-EGFP was immunoprecipitated (IP) with anti-EGFP antibody from crude
extracts (Input) and analyzed by western blotting with anti-Myc antibody (ColP) against Rpb3.
The cross-linked Rpb3-Med17 band is indicated in red. The position of unidentified cross-

linked proteins with the tagged Med17 or Rpb3 subunits is indicated by a vertical bar.

Figure 2. Effect of med17 mutations on Mediator, Pol I, TFIIH, and TBP occupancy.

Cells were grown to exponential phase at 30°C on YPD medium and then transferred for 45
min to 37°C. Quantitative ChIP experiments were performed using anti-HA antibody
(12CAD5) against Mediator subunits Med6-HA (A), Med15-HA (B) or Med5-HA (C), Rad3-
HA (E), Kin28-HA (F), TBP-HA (G) or anti-Rpbl Pol Il antibody (8WG16) (D).
Immunoprecipitated DNA was amplified with primers corresponding to ADH1, PMA1 and

PYK1 ORF (O) or promoters (P). GAL1 ORF was used as a negative control. Mean values and
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standard deviation (indicated by error bars) of three independent experiments are shown.

Figure 3. Kinetics of galactose induction in med17-444, 504 and wild-type strains.

Yeast strains were grown in a raffinose-supplemented medium at 30°C, then galactose was
added, cultures were transferred at the same time to 37°C and samples were collected for
ChIP experiments at indicated time points upon galactose induction (TO, T20, T40 and T60
min). Quantitative ChIP experiments were performed using anti-HA antibody (12CAb5)
against Mediator subunit Med5-HA (A), TBP-HA (C) or anti-Rpb1 Pol Il antibody (8WG16)
(B). Mean values and standard deviation (indicated by error bars) of three independent
experiments are shown. Immunoprecipitated fragments from ChIP experiments were
amplified with primers corresponding to GAL1 gene promoter (GAL1 P) or ORF (GAL1 O).

A nontranscribed region on chromosome V was used as a negative control.

Figure 4. Enrichment profiles of Mediator, Pol Il, TFIIH and TBP on yeast genome.

(A) Examples of Mediator, Pol I, TBP, and TFIIH ChIP-seq enrichment profiles on selected
class Il genes. Densities of sequence tags were assessed from ChlIP-seq experiments
performed with Med15-HA (Mediator), TBP-HA, Rad3-HA (TFIIH core), and Kin28-HA
(TFHK) strains using anti-HA antibody. Pol 11 was immunoprecipitated using anti-Rpbl
antibody. ChlIP-seq density profiles are displayed using IGB yeast genome browser. Input
DNA and DNA from ChIP with an untagged strain were used as negative controls. Densities
of sequence tags were displayed after subtraction of normalized control of untagged strain.

(B) Distribution of Mediator, TBP, TFIIH and Pol Il ChIP-seq densities around TSS.
Intergenic regions encompassing Pol Il1-transcribed genes and divergent genes were excluded.
The tag density was determined for each protein in a 1600-bp window centered on the TSS

from (Xu et al. 2009; Rhee and Pugh 2012). Mean tag density for each nucleotide position
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was then calculated and plotted over the window.

Figure 5. Correlation of PIC components density between WT and med17-444 and -504
mutant strains.

The density of sequence tags in Med15, Rad3, Kin28 and TBP ChlP-seq experiments has
been calculated for promoter regions of Pol Il-transcribed genes. The density of sequence tags
in Pol Il ChIP-seq experiments has been calculated for Pol Il-transcribed genes. 3852 Pol II-
enriched genes were used for these analyses. Tag densities have been normalized relative to
gPCR data on a set of selected genes. Each point on the plot corresponds to one promoter
region or one ORF. Promoter regions correspond to intergenic regions in tandem or in
divergent orientation, excluding intergenic regions encompassing Pol Ill-transcribed genes. A
linear regression (red line) for ChlP-seq density in WT versus ChIP-seq density in mutant and
a R? correlation coefficient are indicated.

(A) Med15, Pol 11, Rad3, Kin28 and TBP ChIP-seq density in WT versus ChIP-seq density in
med17-444 on class Il promoter regions or ORFs (for Pol I1).

(B) Med15, Pol Il, Rad3, Kin28 and TBP ChlPseq density in WT versus ChlP-seq density in

med17-504 on class Il promoter regions or ORFs (for Pol I1).

Figure 6. Correlation of PIC components density between WT and med17-670 and -98
mutant strains.

The density of sequence tags in Med15, Rad3, Kin28 and TBP ChIP-seq experiments has
been calculated for promoter regions of Pol lI-transcribed genes as in Figure 5.

(A) Med15, Pol I, Rad3, Kin28 and TBP ChlP-seq density in WT versus ChlP-seq density in
med17-670 on class Il promoter regions or ORFs (for Pol I1).

(B) Med15, Pol 11, Rad3, Kin28 and TBP ChIPseq density in WT versus ChlIP-seq density in

med17-98 on class 1l promoter regions or ORFs (for Pol 1I).

30



Figure 7. Model of multiple steps of PIC assembly differentially orchestrated by
Mediator.

Different preinitiation intermediates in multistep pathways of PIC assembly are indicated and
connected by arrows. Selected PIC components are shown in the figure. A model from
Esnault et al. (Esnault et al. 2008) was enriched considering a direct in vivo Mediator-Pol |1
interaction (Soutourina et al. 2011) (B) and the present work (B’’, B>*’, C*”). The predicted

intermediates are indicated by the translucent colors.
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Supplementary data

Supplementary Materials and Methods

Plasmid constructions and cloning

Plasmids are listed in supplementary Table S4. All cloning experiments were done using the
Gateway Invitrogen cloning method. Wild-type MED17 gene was amplified from YPH499
genomic DNA using oligonucleotides matching the gene sequence initiation codon and
following codons for the 5’ forward primer and the stop codon and preceding codons for the
3’ reverse primer. The oligonucleotides were flanked with attBl or attB2 sequences,
respectively. The amplified sequence was cloned into pPDONR201 (Invitrogen) using standard
BP reaction. The recombinant plasmid was sequence verified. The cloned sequence was then
transferred into pVV208 (CEN URA3), pVV204 (CEN TRP1) vector (Van Mullem et al.
2003) or pAG414-GPD-EGFP (Alberti et al. 2007) by the LR reaction.

Point mutations and M504P mutation in Medl17 equivalent to human L371P mutation
responsible for the infantile cerebral atrophy were obtained using QuikChange Lightning site-
directed mutagenesis kit (Agilent), cloned using the Gateway standard method and transferred

into pVV204.

Yeast strains

Strains are listed in supplementary Table S3. MED17 was deleted in YPH499 (MATa ura3-52
his3-A200 ade2-101luaa trpl-A63 Iys2-801luag leu2-A7) complemented with pVV208-
MED17 and replaced by a KanMX6 marker using the standard one-step method (Longtine et
al. 1998). med17 conditional mutants were obtained as previously described (Soutourina et al.
2011).

Med5-HA, Med6-HA, Med15-HA, Rad3-HA and Kin28-HA strains carrying C-terminal HA-

tagged version of Med5, Med6 and Medl5 Mediator subunits, Rad3 and Kin28 TFIIH



subunits were constructed by inserting 3HA epitopes followed by His3MX6 marker using the
standard one-step methods. The HA-TBP strain expressing N-terminal HA-tagged version of
TBP was obtained by inserting 3HA epitopes preceded by LEU2 marker.

Med17-EGFP Rpb3-Myc double-tagged strains were derived from Y4945 (med17A/pVV208-
MED17) strain that was first tagged for Rpb3-Myc by insertion of 13Myc epitopes followed
by a HISMX marker using the standard one-step method, then transformed by pAG414-GPD-
EGFP-MED17 plasmid. Finally, MED17 URA3 plasmid was chased on 5-FOA medium.
Unless otherwise stated, yeast strains were grown at 30°C in YPD rich medium containing
2% of glucose. For galactose induction, yeast cells were grown in YP Raffinose rich medium

containing 2% of raffinose. Galactose was then added to reach 2% final concentration.



Supplementary Table S1. med17 mutants and their phenotypes

Name Mutations Phenotype’
Simple mutants

med17-96 L674P N30/S37
med17-249 L558P S$30/S37
med17-370%  P370S N 30/S 37
med17-444"  Q444P S30/L37
med17-504"  M504P S30/L37
med17-510°  L510P S30/L37
med17-546°  L546P S$30/S37
med17-670°  V670E S$30/S37
Double mutants

med17-8 E123G L510P N 30/L 37
med17-68 P370S L441P S30/L37
med17-95 P104T L510P S30/L37
med17-140 M442L Q444P S30/L37
med17-241 F295L L546P N 30/S 37
med17-326 F388L L546P N 30/S 37
med17-327 M442V V670E S30/L37
Triple mutants

med17-98 L.86Q E186G E448Q N30/S37
med17-218 I397N Y554F L617P N30/L 37
med17-247 S230P K4331 L508W N 30/S 37
med17-233 K3871 A450T L674P S30/L37
med17-257 L520S 1541K E669G S30/L37
med17-248 1393T L469Q 1647N N30/S37
med17-299 N761 1467T D568Y S$30/S37
med17-348 D498N I545F V670E S30/L37
Multiple mutants

med17-157 R352K C449F K517R N534Y K618Q N 30/L 37
med17-158 F159Y S226T K280M K377N E438G VA465E S30/L37
med17-187 N35S K247E L2541 K266R N356D E400G L617P N30/S37
med17-208 L441P N611H AB55T E669D S30/L37
med17-239 M207K N276Y L302S R543C N 30/L 37
med17-396 S12G 160V S283G Y348F 1476T L609Q N 30/L 37
med17-404 1404V 1429N E472V K517E N30/L 37

" Normal (N), slow growth (S) and lethal (L) phenotypes at 30°C (30) or 37°C (37) are
indicated.

2 Mutants obtained by site-directed mutagenesis are indicated by asterisk.

The four mutants chosen for a detailed analysis are shown in red.



Supplementary Table S2. Mediator integrity in med17 mutants’

Mutant

Co-IP

IP

med17-8
med17-68
med17-95
med17-96
med17-98
med17-140
med17-157
med17-158
med17-187
med17-208
med17-218
med17-233
med17-239
med17-241

Head

Med6

Med8-
HA

+

+/-
++

+/-
+/-

med17-247 +
med17-248 +
med17-249 +

med17-257
med17-299
med17-326
med17-327
med17-348
med17-370
med17-396
med17-404
med17-444
med17-510
med17-546
med17-670

++
+
+/-
+
+
+
+

Med20
Med5-

Med8-
HA

Med8- Med2- Med8-

HA

HA

+ + + + o+ + + + o+ 4+ o+

+ 4+ + + + + 4+ + o+
= =

+ + + + + + o+

Middle

Med5-HA Med14

Med5- Med2- Med8-

Med5-HA HA  HA

+ + + + F + + + F +
-

+
I

+ + + +

Tail

+

F A+ F F F FF ¥

+
—

F A+ F F F FF F A F A A

HA

+/-

++
++

+/-

+
+

+ + + + 4+ + + + +

Med2-
HA

Med2-
HA

+ + 4+ + 4+ + 4+ + + +

+ +
=T

+ + + + + + + + + + + + + + + 4+

! Yeast strains carrying a HA-tag on Med8, Med5 or Med2 Mediator subunits were used for
ColP experiments. Med6, Med20, Med8-HA, Med5-HA, Med14 and Med2-HA subunits were
detected by western blotting with corresponding antibodies. Levels of western blotting signals
compared to the control IP with a wild-type strain are indicated as follows: similar (+),
slightly decreased (+/-), decreased (-) and slightly increased (++) levels. It should be noted
that lower IP signals could explain lower ColP signals.



Supplementary Table S3. Yeast strains

Tagged
Name or Mutant  Genotype Reference
protein

YPH499 WT MATa ura3-52 his3-A200 ade2-101uaa trpl-A63 lys2-801luag leu2- (Sikorski and
Al Hieter 1989)

Y4945 MED17 MATa ura3-52 his3-A200 ade2-101uaa trpl-A63 lys2-801luag leu2- (Soutourina et
Al AMEDI17::KanMX6 / MED17 CEN URA3 al. 2011)

Y5084 MED17 MATa ura3-52 his3-4200 ade2-101uaa trpl-463 lys2-801uag leu2- (Soutourina et
Al medl7::KanMX6 // MED17 CEN TRP1 al. 2011)

Y 5304 med17-8 MATa ura3-52 his3-4200 ade2-101uaa trpl-463 lys2-801luag leu2- This work
Al medl7::KanMXG6 // med17-8 CEN TRP1

Y 5305 med17-68  MATa ura3-52 his3-4200 ade2-101uaa trpl-463 lys2-801uag leu2- This work
Al medl7::KanMX6 // medl7-68 CEN TRP1

Y 5306 med17-95  MATa ura3-52 his3-4200 ade2-101uaa trpl-463 lys2-801luag leu2- This work
Al medl7::KanMX6 // medl7-95 CEN TRP1

Y 5307 med17-96  MATa ura3-52 his3-4200 ade2-101uaa trpl-463 lys2-801uag leu2- This work
Al medl7::KanMX6 // medl7-96 CEN TRP1

Y5308 med17-98  MATa ura3-52 his3-4200 ade2-101uaa trpl-463 lys2-801uag leu2- This work
Al medl7::KanMX6 // medl17-98 CEN TRP1

Y5309 med17-140 MATa ura3-52 his3-4200 ade2-101uaa trpl-463 lys2-801uag leu2- (Eyboulet et
Al medl7::KanMX6 // med17-140 CEN TRP1 al. 2013)

Y5310 med17-157 MATa ura3-52 his3-4200 ade2-101uaa trpl-463 lys2-801luag leu2- This work
Al medl17::KanMX6 // medl17-157 CEN TRP1

Y5311 med17-158 MATa ura3-52 his3-4200 ade2-101uaa trpl-463 lys2-801luag leu2- This work
Al medl7::KanMX6 // medl17-158 CEN TRP1

Y5312 med17-187 MATa ura3-52 his3-4200 ade2-101uaa trpl-463 lys2-801luag leu2- This work
Al medl7::KanMX6 // medl7-187 CEN TRP1

Y5313 med17-208 MATa ura3-52 his3-4200 ade2-101uaa trpl-463 lys2-801uag leu2- This work
Al medl7::KanMX6 // medl7-208 CEN TRP1

Y5314 med17-218 MATa ura3-52 his3-4200 ade2-101uaa trpl-463 lys2-801uag leu2- This work
Al medl7::KanMX6 // medl17-218 CEN TRP1

Y5315 med17-233  MATa ura3-52 his3-4200 ade2-101uaa trpl-463 lys2-801luag leu2- (Eyboulet et
Al medl7::KanMX6 // med17-233 CEN TRP1 al. 2013)

Y5316 med17-239 MATa ura3-52 his3-4200 ade2-101uaa trpl-463 lys2-801uag leu2- This work
Al medl7::KanMX6 // medl17-239 CEN TRP1

Y5317 med17-241 MATa ura3-52 his3-4200 ade2-101uaa trpl-463 lys2-801luag leu2- This work
Al medl17::KanMX6 // medl7-241 CEN TRP1

Y5318 med17-248 MATa ura3-52 his3-4200 ade2-101uaa trpl-463 lys2-801uag leu2- This work
Al medl7::KanMX6 // medl7-248 CEN TRP1

Y5319 med17-247 MATa ura3-52 his3-4200 ade2-101uaa trpl-463 lys2-801uag leu2- This work
A1 medl7::KanMX6 // medl7-247 CEN TRP1

Y5320 med17-249 MATa ura3-52 his3-4200 ade2-101uaa trpl-463 lys2-801uag leu2- This work
A1 medl7::KanMX6 // medl7-249 CEN TRP1

Y5321 med17-257 MATa ura3-52 his3-4200 ade2-101uaa trpl-463 lys2-801luag leu2- (Eyboulet et
Al medl7::KanMX6 // med17-257 CEN TRP1 al. 2013)

Y5322 med17-299 MATa ura3-52 his3-4200 ade2-101uaa trpl-463 lys2-801luag leu2- This work
Al medl7::KanMX6 // medl17-299 CEN TRP1

Y5323 medl17-326 MATa ura3-52 his3-4200 ade2-101uaa trpl-463 lys2-801luag leu2- This work
Al medl7::KanMX6 // medl17-326 CEN TRP1

Y5327 medl17-327 MATa ura3-52 his3-4200 ade2-101uaa trpl-463 lys2-801luag leu2- This work
A1 medl7::KanMX6 // medl7-327 CEN TRP1

Y5328 med17-348 MATa ura3-52 his3-4200 ade2-101uaa trpl-463 lys2-801uag leu2- This work
A1 medl7::KanMX6 // medl7-348 CEN TRP1

Y5324 med17-370 MATa ura3-52 his3-4200 ade2-101uaa trpl-463 lys2-801uag leu2- This work
Al medl7::KanMX6 // medl7-370 CEN TRP1

Y5329 med17-396 MATa ura3-52 his3-4200 ade2-101uaa trpl-463 lys2-801luag leu2- This work

Al medl7::KanMX6 // medl7-396 CEN TRP1




Y5331

Y5325

Y6106

Y5326

Y5327

Y5328

Y5485

Y5773

Y5540

Y5551

Y5557

Y5545

Y5637

Y5643

Y5538

Y5639

Y5640

Y5641

Y6063

Y5491

Y5489

Y5520

Y5494

Y5496

Y5521

Y6060

med17-404

med17-444

med17-504

med17-510

med17-546

med17-670

Med5-HA

Med6-HA

Med15-
HA
HA-TBP

Rad3-HA

Kin28-HA

Med15-
HA
med17-98
Med15-
HA
med17-257
Med15-
HA
med17-326
Med15-
HA
med17-444
Med15-
HA
med17-546
Med15-
HA
med17-670
Med15-
HA
med17-504
Med5-HA
med17-98
Med5-HA
med17-257
Med5-HA
med17-326
Med5-HA
med17-444
Med5-HA
med17-546
Med5-HA
med17-670
Med5-HA
med17-504

MATa ura3-52 his3-4200 ade2-101uaa trpl-463 lys2-801luag leu2-
Al medl7::KanMX6 // medl7-404 CEN TRP1

MATa ura3-52 his3-4200 ade2-101uaa trpl-463 lys2-801luag leu2-
Al medl7::KanMX6 // medl7-444 CEN TRP1

MATa ura3-52 his3-4200 ade2-101uaa trpl-463 lys2-801luag leu2-
Al medl7::KanMX6 // medl7-504 CEN TRP1

MATa ura3-52 his3-4200 ade2-101uaa trpl-463 lys2-801luag leu2-
Al medl7::KanMX6 // medl7-510 CEN TRP1

MATa ura3-52 his3-4200 ade2-101uaa trpl-463 lys2-801luag leu2-
Al medl7::KanMX6 // medl7-546 CEN TRP1

MATa ura3-52 his3-4200 ade2-101uaa trpl-463 lys2-801luag leu2-
Al medl7::KanMX6 // medl7-670 CEN TRP1

MATa ura3-52 his3-A200 ade2-101uaa trpl-A63 lys2-801uag leu2-
Al Amedl7::KanMX6 / MED17 CEN TRPI1 MEDS5::3HA::HIS3
MATa ura3-52 his3-A200 ade2-101uaa trpl-A63 lys2-801uag leu2-
Al Amedl7::KanMX6 / MED17 CEN TRPI1 MEDG6::3HA::HIS3
MATa ura3-52 his3-A200 ade2-101uaa trpl-A63 lys2-801uag leu2-
Al Amedl7::KanMX6 / MED17 CEN TRPI1 MED15::3HA::HIS3
MATa ura3-52 his3-4200 ade2-101uaa trpl-463 lys2-801uag leu2-
Al LEU2::3HA::SPT15 medl7::KanMX6 // MED17 CEN TRP1
MATa ura3-52 his3-4200 ade2-101uaa trpl-463 lys2-801uag leu2-
A1 RAD3::3HA::HIS3 med17::KanMX6 // MED17 CEN TRP1
MATa ura3-52 his3-4200 ade2-101uaa trpl-463 lys2-801uag leu2-
A1 KIN28::3HA::HIS3 med17::KanMX6 // MED17 CEN TRP1
MATa ura3-52 his3-4200 ade2-101uaa trpl-463 lys2-801uag leu2-
A1 MED15::3HA::HIS3 med17::KanMX6 // med17-98 CEN TRP1

MATa ura3-52 his3-4200 ade2-101uaa trpl-463 lys2-801uag leu2-
A1 MED15::3HA::HIS3 med17::KanMX6 // med17-257 CEN TRP1

MATa ura3-52 his3-4200 ade2-101uaa trp1-463 lys2-801luag leu2-
A1 MED15::3HA::HIS3 med17::KanMX6 // med17-326 CEN TRP1

MATa ura3-52 his3-4200 ade2-101uaa trpl-463 lys2-801uag leu2-
A1 MED15::3HA::HIS3 med17::KanMX6 // med17-444 CEN TRP1

MATa ura3-52 his3-4200 ade2-101luaa trpl-463 lys2-801uag leu2-
A1 MED15::3HA::HIS3 med17::KanMX6 // med17-546 CEN TRP1

MATa ura3-52 his3-4200 ade2-101uaa trp1-463 lys2-801luag leu2-
A1 MED15::3HA::HIS3 med17::KanMX6 // med17-670 CEN TRP1

MATa ura3-52 his3-4200 ade2-101uaa trpl-463 lys2-801uag leu2-
A1 MED15::3HA::HIS3 med17::KanMX6 // med17-504 CEN TRP1

MATa ura3-52 his3-4200 ade2-101uaa trpl-463 lys2-801uag leu2-
A1 MED5::3HA::HIS3 med17::KanMX6 // med17-98 CEN TRP1
MATa ura3-52 his3-4200 ade2-101uaa trpl-463 lys2-801uag leu2-
A1 MED5::3HA::HIS3 med17::KanMX6 // med17-258 CEN TRP1
MATa ura3-52 his3-4200 ade2-101uaa trp1-463 lys2-801uag leu2-
A1 MED5::3HA::HIS3 med17::KanMX6 // med17-326 CEN TRP1
MATa ura3-52 his3-4200 ade2-101uaa trp1-463 lys2-801uag leu2-
A1 MED5::3HA::HIS3 med17::KanMX6 // med17-444 CEN TRP1
MATa ura3-52 his3-4200 ade2-101uaa trpl-463 lys2-801uag leu2-
A1 MED5::3HA::HIS3 med17::KanMX6 // med17-546 CEN TRP1
MATa ura3-52 his3-4200 ade2-101uaa trpl-463 lys2-801uag leu2-
A1 MEDS5::3HA::HIS3 med17::KanMX6 // med17-670 CEN TRP1
MATa ura3-52 his3-4200 ade2-101uaa trpl-463 lys2-801uag leu2-
A1 MEDS5::3HA::HIS3 med17::KanMX6 // med17-504 CEN TRP1
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Y5774

Y5779

Y5775

Y5776

Y5777

Y7778

Y6061

Y5558

Y5602

Y5559

Y5560

Y5561

Y5562

Y6025

Y5546

Y5600

Y5547

Y5548

Y5549

Y5550

Y6066

Y5552

Y5601

Y5553

Y5554

Y5555

Y5556

Y6064

Y5563

Med6-HA
med17-98
Med6-HA
med17-257
Med6-HA
med17-326
Med6-HA
med17-444
Med6-HA
med17-546
Med6-HA
med17-670
Med6-HA
med17-504
Rad3-HA
med17-98
Rad3-HA
med17-257
Rad3-HA
med17-326
Rad3-HA
med17-444
Rad3-HA
med17-546
Rad3-HA
med17-670
Rad3-HA
med17-504
Kin28-HA
med17-98
Kin28-HA
med17-257
Kin28-HA
med17-326
Kin28-HA
med17-444
Kin28-HA
med17-546
Kin28-HA
med17-670
Kin28-HA
med17-504
HA-TBP
med17-98
HA-TBP
med17-257
HA-TBP
med17-326
HA-TBP
med17-444
HA-TBP
med17-546
HA-TBP
med17-670
HA-TBP
med17-504
Rpb3-Myc
MED17

MATa ura3-52 his3-4200 ade2-101uaa trp1-463 lys2-801uag leu2-
A1 MED6::3HA::HIS3 med17::KanMX6 // med17-98 CEN TRP1
MATa ura3-52 his3-4200 ade2-101uaa trpl-463 lys2-801uag leu2-
A1 MEDG6::3HA::HIS3 med17::KanMX6 // med17-257 CEN TRP1
MATa ura3-52 his3-4200 ade2-101uaa trpl-463 lys2-801uag leu2-
A1 MEDG6::3HA::HIS3 med17::KanMX6 // med17-326 CEN TRP1
MATa ura3-52 his3-4200 ade2-101uaa trpl-463 lys2-801uag leu2-
A1 MEDG6::3HA::HIS3 med17::KanMX6 // med17-444 CEN TRP1
MATa ura3-52 his3-4200 ade2-101uaa trp1-463 lys2-801uag leu2-
A1 MED6::3HA::HIS3 med17::KanMX6 // med17-546 CEN TRP1
MATa ura3-52 his3-4200 ade2-101uaa trp1-463 lys2-801uag leu2-
A1 MED6::3HA::HIS3 med17::KanMX6 // med17-670 CEN TRP1
MATa ura3-52 his3-4200 ade2-101uaa trp1-463 lys2-801uag leu2-
A1 MEDG6::3HA::HIS3 med17::KanMX6 // med17-504 CEN TRP1
MATa ura3-52 his3-4200 ade2-101uaa trpl-463 lys2-801luag leu2-
A1 RAD3::3HA::HIS3 med17::KanMX6 // med17-98 CEN TRP1
MATa ura3-52 his3-4200 ade2-101uaa trpl-463 lys2-801luag leu2-
A1 RAD3::3HA::HIS3 med17::KanMX6 // med17-257 CEN TRP1
MATa ura3-52 his3-4200 ade2-101uaa trpl-463 lys2-801luag leu2-
A1 RAD3::3HA::HIS3 med17::KanMX6 // med17-326 CEN TRP1
MATa ura3-52 his3-4200 ade2-101uaa trpl-463 lys2-801uag leu2-
A1 RAD3::3HA::HIS3 med17::KanMX6 // med17-444 CEN TRP1
MATa ura3-52 his3-4200 ade2-101uaa trpl-463 lys2-801uag leu2-
A1 RAD3::3HA::HIS3 med17::KanMX6 // med17-546 CEN TRP1
MATa ura3-52 his3-4200 ade2-101uaa trpl-463 lys2-801uag leu2-
A1 RAD3::3HA::HIS3 med17::KanMX6 // med17-670 CEN TRP1
MATa ura3-52 his3-4200 ade2-101uaa trpl-463 lys2-801luag leu2-
A1 RAD3::3HA::HIS3 med17::KanMX6 // med17-504 CEN TRP1
MATa ura3-52 his3-4200 ade2-101uaa trpl-463 lys2-801luag leu2-
A1 KIN28::3HA::HIS3 med17::KanMX6 // med17-98 CEN TRP1
MATa ura3-52 his3-4200 ade2-101uaa trp1-463 lys2-801luag leu2-
A1 KIN28::3HA::HIS3 med17::KanMX6 // med17-257 CEN TRP1
MATa ura3-52 his3-4200 ade2-101uaa trpl-463 lys2-801uag leu2-
A1 KIN28::3HA::HIS3 med17::KanMX6 // med17-326 CEN TRP1
MATa ura3-52 his3-4200 ade2-101uaa trpl-463 lys2-801uag leu2-
A1 KIN28::3HA::HIS3 med17::KanMX6 // med17-444 CEN TRP1
MATa ura3-52 his3-4200 ade2-101uaa trp1-463 lys2-801uag leu2-
A1 KIN28::3HA::HIS3 med17::KanMX6 // med17-546 CEN TRP1
MATa ura3-52 his3-4200 ade2-101uaa trp1-463 lys2-801luag leu2-
A1 KIN28::3HA::HIS3 med17::KanMX6 // med17-670 CEN TRP1
MATa ura3-52 his3-4200 ade2-101uaa trp1-463 lys2-801luag leu2-
A1 KIN28::3HA::HIS3 med17::KanMX6 // med17-504 CEN TRP1
MATa ura3-52 his3-4200 ade2-101uaa trpl-463 lys2-801luag leu2-
Al LEU2::3HA::SPT15 medl7::KanMX6 // med17-98 CEN TRP1
MATa ura3-52 his3-4200 ade2-101uaa trpl-463 lys2-801luag leu2-
Al LEU2::3HA::SPT15 medl7::KanMX6 // medl7-257 CEN TRP1
MATa ura3-52 his3-4200 ade2-101uaa trpl-463 lys2-801luag leu2-
Al LEU2::3HA::SPT15 medl17::KanMX6 // med17-326 CEN TRP1
MATa ura3-52 his3-4200 ade2-101uaa trpl-463 lys2-801uag leu2-
Al LEU2::3HA::SPT15 medl7::KanMX6 // medl7-444 CEN TRP1
MATa ura3-52 his3-4200 ade2-101uaa trpl-463 lys2-801uag leu2-
Al LEU2::3HA::SPT15 medl7::KanMX6 // medl7-546 CEN TRP1
MATa ura3-52 his3-4200 ade2-101uaa trpl-463 lys2-801uag leu2-
Al LEU2::3HA::SPT15 medl17::KanMX6 // med17-670 CEN TRP1
MATa ura3-52 his3-4200 ade2-101uaa trpl-463 lys2-801luag leu2-
Al LEU2::3HA::SPT15 medl17::KanMX6 // med17-504 CEN TRP1
MATa ura3-52 his3- 4200 ade2-101uaa trpl- 463 lys2-801luag leu2-
A1 Amed17::KanMX6 RPB3::13Myc::HIS3MX MED17 CEN URA3
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Y5651

Y5739

Y5652

Y5740

Y5741

Y5742

Y5743

Y6341

Rpb3-Myc
MED17-
GFP
Rpb3-Myc
med17-98-
GFP
Rpb3-Myc
med17-
257-GFP
Rpb3-Myc
med17-
326-GFP
Rpb3-Myc
med17-
444-GFP
Rpb3-Myc
med17-
546-GFP
Rpb3-Myc
med17-
670-GFP
Rpb3-Myc
med17-
504-GFP

MATa ura3-52 his3- 4200 ade2-101uaa trpl- 463 lys2-801luag leu2-
A1 Amedl17::KanMX6 RPB3::13Myc::HIS3MX EGFP-MED17 CEN
TRP1

MATa ura3-52 his3- 4200 ade2-101uaa trpl- 463 lys2-801luag leu2-
A1 Amed17::KanMX6 RPB3::13Myc::HIS3MX EGFP-med17-98
CEN TRP1

MATa ura3-52 his3- 4200 ade2-101uaa trpl- 463 lys2-801luag leu2-
A1 Amed17::KanMX6 RPB3::13Myc::HIS3MX EGFP-med17-257
CEN TRP1

MATa ura3-52 his3- 4200 ade2-101uaa trpl- 463 lys2-801luag leu2-
A1 Amed17::KanMX6 RPB3::13Myc::HIS3MX EGFP-med17-326
CEN TRP1

MATa ura3-52 his3- 4200 ade2-101uaa trpl- 463 lys2-801luag leu2-
A1 Amed17::KanMX6 RPB3::13Myc::HIS3MX EGFP-med17-444
CEN TRP1

MATa ura3-52 his3- 4200 ade2-101uaa trpl- 463 lys2-801luag leu2-
A1 Amed17::KanMX6 RPB3::13Myc::HIS3MX EGFP-med17-546
CEN TRP1

MATa ura3-52 his3- 4200 ade2-101uaa trpl- 463 lys2-801luag leu2-
A1 Amed17::KanMX6 RPB3::13Myc::HIS3MX EGFP-med17-670
CEN TRP1

MATa ura3-52 his3- 4200 ade2-101uaa trpl- 463 lys2-801luag leu2-
A1 Amed17::KanMX6 RPB3::13Myc::HIS3MX EGFP-med17-504
CEN TRP1
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Supplementary Table S4. Plasmids

Name

Genotype

Reference

pVV208-MED17
pVV204-MED17
pVV204-med17-8
pVV204-med17-68
pVV204-med17-95
pVV204-med17-96
pVV204-med17-98

pPVV204-med17-140
pPVV204-med17-157

pVV204-med17-158
pVV204-med17-187
pVV204-med17-208
pVV204-med17-218
pVV204-med17-233
pVV204-med17-239

pVV204-med17-241
pVV204-med17-248

pVV204-med17-247

pVV204-med17-249
pVV204-med17-257

pVV204-med17-299

pVV204-med17-326
pVV204-med17-327
pVV204-med17-348

pVV204-med17-370
pVV204-med17-396

pVV204-med17-404

pVV204-med17-444
pVV204-med17-504
pVV204-med17-510
pVV204-med17-546
pVV204-med17-670

pAG414GPD-EGFP-MED17
pPAG414GPD-EGFP-med17-98
PAG414GPD-EGFP-med17-444
pPAG414GPD-EGFP-med17-670
pPAG414GPD-EGFP-med17-504

Amp CEN URA3 MED17

Amp CEN TRP1 MED17

Amp CEN TRP1 med17-E123G, L510P
Amp CEN TRP1 med17-P370S, L441P
Amp CEN TRP1 med17-P104T, L510P
Amp CEN TRP1 med17-L674P

Amp CEN TRP1 med17-L86Q, E186G,
E448Q
Amp CEN TRP1 med17-M442L, Q444P

Amp CEN TRP1 med17-R352K, C449F,
K517R, N534Y, K618Q

Amp CEN TRP1 med17-F159Y, S226T,
K280M, K377N, E438G, V465E

Amp CEN TRP1 med17-N35S, K247E,
L2541, K266R, N356D, E400G, L617P
Amp CEN TRP1 med17-L441P,
N611H,A655T, E669D

Amp CEN TRP1 med17-1397N, Y554F,
L617P

Amp CEN TRP1 med17-K3871, A450T,
L674P

Amp CEN TRP1 med17-M207K, N276Y,
L302S, R543C

Amp CEN TRP1 med17-F295L, L546P

Amp CEN TRP1 med17-1393T, L469Q,
1647N

Amp CEN TRP1 med17-S230P, K433l,
L508W

Amp CEN TRP1 med17-L558P

Amp CEN TRP1 med17-L520S, 1541K,
E669G

Amp CEN TRP1 med17-N76l, 1467T,
D568Y

Amp CEN TRP1 med17-F388L, L546P
Amp CEN TRP1 med17-M442V, V670E
Amp CEN TRP1 med17- D498N, 1545F,
V670E

Amp CEN TRP1 med17-P370S

Amp CEN TRP1 med17-S12G, 160V,
S283G, Y348F, 1476T, L609Q

Amp CEN TRP1 med17- 1404V 1429N
E472V K517E

Amp CEN TRP1 med17-Q444P

Amp CEN TRP1 med17-M504P

Amp CEN TRP1 med17-L510P

Amp CEN TRP1 med17-L546P

Amp CEN TRP1 med17-V670E

AmpR MED17 CEN TRP1

AmpR med17-98 CEN TRP1

AmpR med17-444 CEN TRP1

AmpR med17-670 CEN TRP1

AmpR med17-504 CEN TRP1
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Supplementary Table S5. Oligonucleotides

Name Forward Reverse

ATP1-O TCTTGCAGTCGGTGATGGTA TATCGGAACCGAAAAGAACG
ALDG6-P AGCCGACAAAAGAAAAACGA CGTTCCCAAGAGGAGATCAA
ALD6-O CCCATTTGGTCTTTGACGAT GCCTTGAAAGCAGCCAATAG
SRM1-Pr GGCAAGGCAGGATGAATAAA ATTGGTGGCGACTGTTCTTT
PHO84-0 TTGGGTTGGGTACCGTTCTA TTCGCCATCTTGTTCTTGTG
QCR6-0 GATGACGATAACGAGCAGCA TACCCTCCTCCGTGTTCTTG
PIL1-O GATTCTTTGGGAAGGGTGGT ATCGTCATCGTTTTCCAACC
MGR1-P TGCATGGCATCGTCTTTTAC GTATGGTCGGTGGAATTGCT
RPA34-Pr CATCAGGGCCAATCAATTCT TTTCGACTTCAGCATTGCAC
PSA1-Pr CTGCACCCGATCCTTCTTAC TTCTGTTTTCGCGTTCTTCA
ALDG6-P ATGCGATATAGCACCGACCA CTTGACCTCGAACGGTGTTT
ACT1-P TCCACGTCCTCTTGCATAAA GGTTTGAGTAGAAAGGGGAAGG
APA1-P GAGCGGCCTGAAATACTGTC AACGTTCCGAAACAGGACAC
PIM1-P GCCACCGGAAGGAAATAAGT GTTCAAGCACCTCGAAAACC
STI1-P CCAAAAGTCTGCTCCCAAAT TGCAGCGTTACCTTGTTGTT
YIP5-P CAACGTCCTACGCTCAAGGT CCCTCGAGATCATCGTCAAT
PSA1-P1 CTGCACCCGATCCTTCTTAC TTCTGTTTTCGCGTTCTTCA
PSA1-P2 GGAGCCACCACGTTTATTTT GTTTACAAGAGCGCCACGAG
PRB1-P CCGGGTTAGCAGAGTAGCAG CTCTTTATCGCGGGTGTGTT
ARG3-P GTGAATTTTCGAGGGTCACG AAAATTTGTCCGGGCATTTC
FLC1-P GCGGAGAGGAGGAGAGAGAC CGTAGGAAACGCATGTGGTA
HSP42-P GGGAGGCCTCTGTGAAGTTA GCCTGAACGTGTCCCTATGT
HSP42-0 CACCTGGTAACGCAAGAACA CATCGTTCGCTCACCTACAA
HSP150-P1 GGAACACTTGAAGTCTAACGACA AAGCAGAGGCAACCAAAGTC
HSP150-P2 ATTATCCTGGCCGCTAATCC GTGGCAAAGCAGTGAGATTG
HSP150-0 CCGTTCAACCAATCTCCACT GGCAGCGGTACTCTTGGTAG
HSP104-P1 CCCATCTCAAAGAACTGCAA GGAACAAGTGACAAAGGAACG
ADH1-Prom1l ATAGGCGCATGCAACTTCTT CATCAGCTCTGGAACAACGA
ADH1-Prom2 TTCCTTCATTCACGCACACT AGGGAACGAGAACAATGACG
ADH1-ORF GGGTATTGACGGTGGTGAAG AAACGTTGATGACACCGTGA
PYK1-Proml CGCACCGTCACAAAGTGTT TGGGAAGGAAAGGAAATCAC
PYK1-Prom2 CCTTTCCTTCCCATATGATGC ACTTTGAAAGGGGACCATGA
PYK1-ORF TGCTTTGAGAAAGGCTGGTT TCTGATTTCTGGACCCTTGG
PYK1-ATG GGTCCCCTTTCAAAGTTATTCTCT CTTGAGAAGAACCTCCATCATTG
PMA1-ORF GGTTTTGGTCATTGCCACTT ACGGCCATAGTGGTGGTAAC
PMA1-Proml AACAAACCCGGTCTCGAAG GAAGTGCCGCATTAGGAAAT
PMA1-Prom2 GATGGTGGGTACCGCTTATG TTGGTGTTATAGGAAAGAAAGAGA
GAL1-Prom ACGCTTAACTGCTCATTGCT TGTTCGGAGCAGTGCGGCGC
GAL1-ORF1 AAAGAAACTTGCACCGGAAA GGCCCATATTCGCTTTAACA
GAL1-ORF2 ACATTTCCACACCCTGGAAC TTCTTCGCGAGAACAATTCA
rDNA-25S GGTTATATGCCGCCCGTCTTGA CCCAACAGCTATGCTCTTACTC
rDNA-18S GGTCTGTGATGCCCTTAGACG AGTTTCACAAGATTACCAAGACCTC
SCR1 GTCCTGGGCAGAGCTGTCT AAGGTGGAGCCCCTAAGGA
RPN2 GCGGATACAGGCACATTGGATAC TGTTGCTACCTTCTCTACCTCCTTAC
TAF10 ATATTCCAGGATCAGGTCTTCCG GTAGTCTTCTCATTCTGTTGATGTTG
PMA1-ORF2 TCTCCAAAGCCCGTTAAATG CCGTTCATAGCACCGAAGTT
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Supplementary Table S6. Total number of mapped reads for ChlP-seq experiments

Sample Million of mapped reads
INPUT-MED17 2.9
INPUT-med17-98 3.0
INPUT-med17-444 4.0
INPUT-med17-670 35
POL2-MED17 7.9
POL2- med17-98 8.7
POL2- med17-444 10.4
POL2- med17-670 7.8
TBP-WT 2.8
TBP- med17-98 2.8
TBP- med17-444 3.2
TBP- med17-670 3.6
RAD3-WT (core TFIIH) 5.0
RAD3- med17-98 3.4
RAD3- med17-444 11.3
RAD3- med17-670 3.9
KIN28-WT (TFIHIH kinase module) 2.9
KIN28- med17-98 3.0
KIN28- med17-444 4.0
KIN28- med17-670 3.5
MED15-WT (Mediator) 35
MED15- med17-98 9.2
MED15- med17-444 3.0
MED15- med17-670 3.7
INPUT- med17-504 15.2
POL2-WT 18.7
POL2- med17-504 16.2
TBP-WT 9.9
TBP- med17-504 11.7
RAD3-WT 10.6
RAD3- med17-504 8.0
KIN28-WT 5.0
KIN28- med17-504 3.2
MED15-WT 6.3
MED15- med17-504 35
NT-WT 1.7

11



Supplementary figures legends

Figure S1. Growth phenotypes of med17 mutants.

Cultures of wild-type (WT) and mutant med17 yeast strains were serially diluted, spotted on
YPD agar plates and incubated for 3 days at permissive (30°C) or non-permissive (37°C)

temperature. med17 mutants selected for a detailed analysis are indicated in red.

Figure S2. Schematic representation of the localization of selected Med17 mutations.

(A) Localization of Med17 mutations is indicated for selected mutants: med17-98 (L86Q,
E186G, E448Q) in blue, medl17-444 (Q444P) in orange, med17-504 (M504P) in green,
med17-670 (V670E) in red.

The grey boxes indicate the positions of the conserved domains (Bourbon 2008).

(B) Location of sites of medl7 (red spheres) mutations is indicated on the model of
S. cerevisiae Mediator head module from Lariviere et al. (Lariviere et al. 2012) for med17-98,
-444, -504 and -670 when the corresponding residues are present on the model. The residues

L86 and E186 mutated in med17-98 are absent in this model.

Figure S3. Mediator integrity in med17 mutants.

Wild-type (WT) and mutant strains were grown to exponential phase at 30°C. Mediator was
immunoprecipitated (IP) through Med5-HA from crude extracts (Input) of wild-type and
mutant strains using magnetic beads coupled to anti-HA antibodies. MED17 strain carrying
non-tagged Mediator subunit was used as a negative control. Coimmunoprecipitated Mediator

subunits were detected by western blotting using anti-Med14 and -Med17 antibodies.
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Figure S4. med17 mutations influence mMRNA abundance after a shift at 37°C.

Yeast strains were grown at 30°C in YPD medium and then shifted for the indicated time at
37°C. mRNA levels were determined by quantitative RT-PCR. qPCR results were normalized
to the WT signal. 25S, 18S rRNA and SCR1 genes were used as internal controls for

normalization.

Figure S5. Frequency of transcription factor binding sites (TFBS) around TSS.

The frequency of TFBS was computed in a 3000-bp window centered on the TSS with 1-bp
bin. Mediator, Pol Il, TBP, Rad3 and Kin28 tag density was determined around TSS and
mean tag density for each nucleotide position was then calculated and plotted over the

window.

Figure S6. Conservation of Med17 Mediator subunit from yeast S. cerevisiae to human.

Alignment of Med17 Mediator subunit from yeast S. cerevisiae (Sc) and human (Hs) was
modified from (Bourbon 2008). Localization of Med17 mutations is indicated for mutants
characterized in this study: med17-98 (L86Q, E186G, E448Q), med17-444 (Q444P), medl7-

504 (M504P), med17-670 (V670E).
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ARTICLE II : ROLE DU MEDIATEUR DANS LA
REPARATION DE L’ADN

I. CONTEXTE DU TRAVAIL

Les mécanismes de réparation de I’ADN different selon le type de lésion. Le systéeme de
réparation par excision de nucléotides (NER) présent a la fois chez les procaryotes et les
eucaryotes, est le plus versatile des systemes de réparation en termes de reconnaissance des
Iésions. Il permet I'élimination des dommages qui génerent une distorsion de la double hélice
d’ADN, tels que les CPD (« cyclobutane pyrimidine dimers »), générés par les UVs. Ce mécanisme
de réparation a été largement étudié, notamment in vitro, a la fois chez la levure (Prakash and
Prakash, 2000) et chez les mammiferes (Park and Choi, 2006) et consiste en 4 grandes étapes : (1)
reconnaissance de la Iésion, (2) ouverture de la double hélice d’ADN, (3) excision du fragment
d’ADN Iésé, et (4) re-synthése du fragment manquant. Il existe 2 voies différentes dans le systéme
NER : (1) celle réparant les lésions sur I'ensemble du génome, appelé GGR (« global genome
NER ») et (2) celle réparant les lésions bloquant la transcription, appelé TCR (« transcription

coupled NER »).

Dans le processus TCR, la réparation de I’ADN est couplée au mécanisme de la transcription.
Ce systeme répare efficacement les dommages bloquant la progression de la Pol Il sur le brin
transcrit pour permettre une reprise rapide de [l'activité transcriptionnelle. Bien que les
composants requis pour la reconnaissance de la lésion et sa réparation par le systeme TCR soient
désormais bien compris in vitro, de nombreuses questions demeurent quant au couplage de la
réparation avec la transcription. Certaines protéines, initialement identifiées comme des
composants de la machinerie de transcription ou de la machinerie de réparation de I'’ADN
peuvent jouer un rble dans les deux processus. C'est notamment le cas du facteur TFIIH, qui
intervient dans la transcription des genes par la Pol Il en tant que GTF mais également dans le
systeme de réparation NER (Compe and Egly, 2012). Les complexes PAF et Ccr4-Not qui jouent un
role dans I'étape d’élongation par la Pol Il seraient également requis dans la TCR chez la levure

(Gaillard et al., 2009).

TFIIH contient deux hélicases, Rad3/XPD et Ssl2/XPB, qui servent a ouvrir la double hélice
d’ADN durant l'initiation de la transcription et la NER. Des mutations dans XPD sont responsables
de la trichothiodystrophie (TTD) et du Xeroderma pigmentosum (XP) qui se caractérisent par une

hypersensibilité de la peau aux UVs et une prédisposition au cancer. Les endonucléases Rad2/XPG
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et Rad1-Rad10/XPF-ERCC1 permettent de cliver le dommage respectivement en 3’ et 5’ dans les
deux voies du systeme NER. Rad2/XPG interviendrait également dans la reconnaissance de la
Iésion avant la mise en place du complexe de réparation (Sarker et al., 2005). Des mutations dans
le gene XPG humain conduisent a une pathologie associant Xeroderma pigmentosum et syndrome
de Cockayne (XP/CS) (Clarkson, 2003; Scharer, 2008). En plus, un réle transcriptionnel de Rad2 a
été suggéré chez la levure S. cerevisiae (Lee et al., 2002) et des expériences de ChIP ont montré la
présence de XPG sur le promoteur et les régions distales des génes dépendants des récepteurs
nucléaires, en absence de stress génotoxique (Le May et al., 2010). XPG aurait également un role
dans la formation des boucles de chromatine entre le promoteur et le terminateur du géne

RAR/[2 activé, et cette fonction serait importante pour sa régulation (Le May et al., 2012).

Les sous-unités du Médiateur sont impliquées dans de nombreux contacts au sein du
complexe lui-méme mais également avec les composants de la machinerie transcriptionnelle. Le
crible double-hybride réalisé dans notre laboratoire a ainsi permis d’identifier un contact entre
Med17 et Rad2, homologue chez la levure de la protéine XPG humaine. Cette interaction suggére
deux possibilités : (1) Rad2 pourrait étre impliqué dans la transcription en influencant la mise en
place du PIC ou sa stabilisation sur le promoteur ; et/ou (2) le Médiateur pourrait jouer un role
dans la réparation, par exemple, en permettant le recrutement de Rad2 sur 'ADN. Bien que le
Médiateur se voit attribuer de plus en plus de réles au-dela de l'initiation de la transcription
(Kagey et al., 2010; Takahashi et al., 2011; Wang et al., 2005; Zhu et al., 2011b), son intervention
dans la réparation de I’ADN n’a encore jamais été démontrée. Afin de répondre a cette question,
nous avons décidé d’explorer le lien fonctionnel existant entre le Médiateur et Rad2/XPG en

utilisant notre collection de mutants ts obtenue pour la sous-unité Med17 du Médiateur.

Afin d’étudier la localisation de Rad2 a I'échelle du génome de la levure, nous avons réalisé
des expériences de ChIP-on-chip qui nous ont permis de révéler la présence de ce facteur a la fois
sur le promoteur et les ORFs des génes de classe I, mais également sur les génes de classe Il et
les régions télomériques. Mon implication dans ce travail a alors consisté en I'analyse de la
localisation de la protéine Rad2 sur le génome de S. cerevisiae par ChIP-seq, en la comparant avec
celles du Médiateur, de la Pol Il et des GTFs. Nous avons ainsi mis en évidence une forte
corrélation entre I'occupation de Rad2 et du Médiateur sur les régions promotrices des génes de

classe Il, confirmant un lien fonctionnel entre ces deux facteurs.

Nous avons ensuite montré que le recrutement de Rad2 est dépendant de la transcription.
Ainsi, Rad2 est recruté sur le gene GALI lors de son induction par le galactose. En utilisant un

mutant de la Pol Il présentant un défaut de transcription a 37°C, nous avons montré qu’une
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diminution de la présence de la Pol Il sur le génome est corrélée avec une diminution de la

présence de Rad2.

Afin de vérifier I'implication suggérée de Rad2 dans la transcription, nous avons délété le
géne correspondant qui n’est pas essentiel a la viabilité de S. cerevisiae. L'occupation du
Médiateur et de la Pol Il, ainsi que la quantité d’ARNm, est inchangée dans la souche rad2A par
rapport a la souche sauvage. De plus, aucun phénotype de croissance a |’exception de la forte
sensibilité aux UVs, attendue pour un mutant de la réparation, n’a pu étre mis en évidence pour la
souche rad2A. Ces résultats suggerent que Rad2 ne joue pas de role majeur dans la transcription

et souléve donc I’hypothése d’un réle du Médiateur dans la réparation de I’ADN.

Pour vérifier cette hypothése, nous avons utilisé notre collection de mutants de Med17 et
nous avons montré que, dans un contexte ol la voie GGR est déficiente (rad7A4), certaines
mutations de Med17 conduisent a une sensibilité aux UVs comparable a celle observée dans le
double mutant rad264 rad74, déficient pour les 2 voies GGR et TCR. Ces observations indiquent
que le Médiateur est impliqué dans la réparation et plus particulierement dans la voie TCR. Des
analyses complémentaires ont par ailleurs démontré un défaut de recrutement de Rad2 sur ’ADN

et un défaut d’interaction entre Med17 et Rad2 dans les mutants med17ts sensibles aux UVs.

Nos résultats, obtenus en utilisant la levure comme modéle, suggerent un role fonctionnel du
Médiateur dans la réparation de I’ADN via un contact direct entre le Médiateur et Rad2. Durant
cette étude, nous avons montré que Rad2 est présent sur les genes de classe I, en absence de
stress génotoxique, dépendamment de la Pol Il et que sa localisation génomique sur les régions
promotrices correle avec celle du Médiateur. Nous avons ainsi démontré que le Médiateur est
important pour le recrutement de Rad2, suggérant un nouveau réle pour ce complexe dans la

réparation par la voie TCR, en plus de son réle de co-activateur dans la transcription par la Pol Il.
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Mediator links transcription and DNA
repair by facilitating Rad2/XPG
recruitment
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Mediator is a large multiprotein complex conserved in all eukaryotes. The crucial function of Mediator in
transcription is now largely established. However, we found that this complex also plays an important role by
connecting transcription with DNA repair. We identified a functional contact between the Med17 Mediator
subunit and Rad2/XPG, the 3’ endonuclease involved in nucleotide excision DNA repair. Genome-wide location
analyses revealed that Rad2 is associated with RNA polymerase II (Pol II)- and Pol ITI-transcribed genes and
telomeric regions in the absence of exogenous genotoxic stress. Rad2 occupancy of Pol II-transcribed genes is
transcription-dependent. Genome-wide Rad2 occupancy of class IT gene promoters is well correlated with that of
Mediator. Furthermore, UV sensitivity of med17 mutants is correlated with reduced Rad2 occupancy of class II
genes and concomitant decrease of Mediator interaction with Rad2 protein. Our results suggest that Mediator is

involved in DNA repair by facilitating Rad2 recruitment to transcribed genes.

[Keywords: Mediator; transcription; DNA repair; Rad2/XPG; RNA polymerase II; Saccharomyces cerevisiae]
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Mediator of transcription regulation is a large multi-
protein complex conserved in all eukaryotes. It interacts
with RNA polymerase II (Pol II) to transmit signals from
specific regulators to the Pol II transcription machinery.
Together with the general transcription factors (GTFs;
TFIIA, TFIIB, TFIID, TFIE, TFIF, and TFIIH), this coac-
tivator stimulates the assembly of the preinitiation
complex (PIC) and, ultimately, transcription initiation
(Kornberg 2005; Ries and Meisterernst 2011). Mediator is
generally required at Pol II-transcribed gene promoters for
regulated transcription (Holstege et al. 1998; Andrau et al.
2006; Zhu et al. 2006). As expected given its central role
in transcription activation, it has been implicated in
numerous developmental processes. Mutations that affect
Mediator subunits lead to a number of human patholo-
gies (Risheg et al. 2007; Schwartz et al. 2007). Recently,
mutations in the Med17 Mediator subunit have been
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associated with infantile cerebral atrophy (Kaufmann
et al. 2010}, and a mutation in the Med23 subunit
cosegregated with intellectual disability (Hashimoto
et al. 2011). Since oncogenesis results from gene dis-
regulation, it is not unexpected that Mediator is in-
volved in several cancers (Zhang et al. 2005; Vijayvargia
et al. 2007; Firestein et al. 2008; Gade et al. 2009; Li et al.
2010; Kuuselo et al. 2011). Mediator has at least 25
subunits organized into four modules: head, middle, tail,
and Cdk8 kinase modules. The complete crystallographic
structure of the Mediator complex has not been de-
termined. However, recent structural data have been
obtained for the Mediator head module (Lariviere et al.
2012; Robinson et al. 2012). Mediator subunits are engaged
in numerous contacts within the complex (Guglielmi et al.
2004) and probably with partners belonging to other
components of the transcription machinery. For example,
a cooperation of Mediator with TFIID has been reported in
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yeast and humans (Johnson et al. 2002; Lariviere et al.
2006; Cai et al. 2010; Takahashi et al. 2011). Recently, we
identified a direct interaction between the Med17 Media-
tor subunit and the Rpb3 Pol II subunit required for global
Pol II transcription in vivo (Soutourina et al. 2011). Pre-
viously, we showed that a direct contact between the
Med11 subunit of Mediator and the Rad3 subunit of TFIIH
is essential for the recruitment of the GTF to the PIC
independently of Pol II (Esnault et al. 2008). In addition to
the crucial role of Mediator as a link between activators
and the basal transcription machinery, recent studies
suggest broader Mediator transcriptional functions, nota-
bly in the post-recruitment steps of transcription (Wang
et al. 2005; Takahashi et al. 2011) and in DNA looping
between the enhancers and promoters through a functional
connection with cohesin (Kagey et al. 2010).

Transcription is coupled with DNA repair, ensuring the
continuity of Pol II progression. DNA lesions impede the
elongating transcription machinery and can potentially
affect gene expression, leading to problems in develop-
ment, cell growth, and survival. Proteins first identified
as components of transcription or DNA repair machin-
eries may be involved in both processes, operating beyond
their initially described pathway. The TFIIH complex is
the best-characterized dual factor, playing an essential
role in Pol II transcription as a GTF and in nucleotide
excision DNA repair (NER) (Compe and Egly 2012). NER
is a major and evolutionarily conserved DNA repair
pathway that removes DNA lesions such as cyclobutane
pyrimidine dimers (CPD), the most abundant photoprod-
uct arising upon UV irradiation. During NER, >30 pro-
teins cooperate to recognize, incise, and excise a dam-
aged oligonucleotide from the genomic DNA to protect
the cell from the deleterious effects of DNA damages
(Lagerwerf et al. 2011). There are two distinct NER path-
ways: global genome repair (GGR), which removes DNA
lesions in the genome overall, and transcription-coupled
repair (TCR), which removes DNA lesions that interfere
with the progression of RNA polymerase through ac-
tively transcribed genes (Svejstrup 2002, 2007; Hanawalt
and Spivak 2008). A single irreversibly stalled Pol II in
an essential gene could be enough to lead to cell death.
This situation explains why a large number of mecha-
nisms and factors have evolved to protect the cell from
stalled Pol II. While the NER reaction and the compo-
nents required for efficient DNA lesion recognition and
repair are fairly well understood, many questions on the
active coupling of DNA repair with transcription remain
unanswered.

Recent reports suggest that an interplay between
transcription and DNA repair is likely to be more
complex than previously thought. PAF and Ccr4-Not
complexes, known for their role in transcription, have
been proposed to be required for efficient TCR in yeast
(Gaillard et al. 2009). In addition to TFIIH, other NER
factors have been suggested to play a dual role in DNA
repair and transcription. Rad2/XPG, the 3’ endonuclease
implicated in NER, is one of such factor. Mutations in the
human XPG gene give rise to a xeroderma pigmentosum
(XP) sometimes associated with Cockayne syndrome (CS)
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(Clarkson 2003; Scharer 2008). Rad2/XPG, together with
the Rad1-Rad10/XPF-ERCC1 5’ endonuclease, cleaves
the damaged DNA strand in both NER pathways, GGR
and TCR, resulting in the release of a DNA fragment
containing the DNA lesion. Moreover, a specific non-
enzymatic function of XPG in recognition of stalled
transcription in TCR initiation has been also proposed
(Sarker et al. 2005). In addition, a transcriptional role for
the NER factor Rad2/XPG has been suggested in the yeast
Saccharomyces cerevisiae (Lee et al. 2002). In humans,
mutations in XPG result in impaired transactivation (Ito
et al. 2007), and XPG binds to the promoters and distal
regions of several nuclear receptor (NR)-dependent genes
in the absence of any genotoxic stress (Le May et al. 2010).
Recently, XPG and XPF endonucleases have been found
to be involved in chromatin looping between the pro-
moter and the terminator of the activated RARB2 human
gene (Le May et al. 2012).

In this study, we identified a functionally important
interaction between the essential Med17 Mediator subunit
and the Rad2/XPG DNA repair protein, suggesting a func-
tional link between Mediator of transcription regulation
and DNA repair. Genome-wide location analyses revealed
that Rad2 was associated with Pol II-transcribed genes but
also with Pol Ill-transcribed genes and telomeric regions in
the absence of exogenous genotoxic stress. We showed that
Rad2 occupancy of Pol II-transcribed genes was transcrip-
tion-dependent. Moreover, Rad2 occupancy of class II gene
promoters was highly correlated with that of Mediator.
Several Mediator med17 mutants were UV-sensitive in
a GGR-deficient background, and their UV sensitivity was
correlated with reduced Rad2 occupancy of class II genes
and a concomitant decrease of the interaction between
Mediator and Rad2 protein. We thus uncovered a previously
unsuspected role of Mediator in DNA repair via Rad2/XPG
recruitment.

Results

Physical interaction between the Med17 Mediator
subunit and the Rad2/XPG protein

Previously, we characterized Mediator complex organi-
zation by screening the Mediator subunits with a yeast
genomic library in a two-hybrid system. Protein—protein
interactions within the Mediator complex have been
published (Guglielmi et al. 2004). Many interactions that
we uncovered in the screen were confirmed crystallo-
graphically and served as a basis for other Mediator studies
(for example, Lariviere et al. 2012; Robinson et al. 2012). In
addition, our two-hybrid screening revealed a large num-
ber of interactions between S. cerevisiae Mediator and
other nuclear proteins (B Guglielmi, NL van Berkum, C
Boschiero, FCP Holstege, and M Werner, unpubl.). One
particularly interesting interaction is the contact between
the Med17 Mediator head module subunit and the Rad2
endonuclease, the yeast homolog of human XPG protein
involved in DNA repair. Med17 fused to the Gal4 DNA-
binding domain interacted in the two-hybrid assay with
the Rad2 fragment (549-857) fused to the Gal4 activation



domain (Fig. 1A). The contact between Mediator and Rad2
was confirmed by coimmunoprecipitation (co-IP) experi-
ments with crude extracts of a yeast strain expressing
Med17-Myc and HA-Rad2 from their native promoters
(Fig. 1B; Supplemental Fig. S1). Our results show that
Mediator coimmunoprecipitates with Rad2 in crude ex-
tracts and vice versa. Rad2 was detected by Western
blotting when Med17-Myc was used to immunoprecipitate
Mediator complex, and the Med17-Myc Mediator subunit
was coimmunoprecipitated when Rad2 was immunopre-
cipitated via the HA tag.

Pol II is the main component of the transcription
machinery and the first complex in TCR that recognizes
the DNA damage (Svejstrup 2002, 2007; Hanawalt and
Spivak 2008). The XPG protein was reported to coimmu-
noprecipitate with Pol II in crude extracts from undam-
aged HeLa cells (Sarker et al. 2005). In line with these
results, our co-IP experiments also indicated that Rad2
coimmunoprecipitated with Pol Il in yeast crude extracts
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Figure 1. The Medl7 Mediator subunit interacts with the
Rad2/XPG DNA repair protein. (A) Two-hybrid interaction
between the Medl7 Mediator subunit and Rad2. Two-hybrid
assays were performed in the Y190 strain, and the activation of
the lacZ or HIS3 reporters was tested using an X-Gal overlay
plate assay or 3AT plate assay (Werner et al. 1993). Med17 was
fused to the Gal4 DNA-binding domain (Gpg-Med17), and the
Rad2-(549-857) fragment was fused to the Gal4 activation
domain [Gap-Rad2-(549-857)]. (B) Co-IP of Mediator and Rad2.
Mediator was immunoprecipitated through the Medl7-Myc
subunit with a-Myc antibody from crude yeast extracts (Input;
right panel) and analyzed by Western blotting with o-HA
antibody (co-IP) against Rad2 (left panel). (Middle panel) Vice
versa, Rad2 was immunoprecipitated with a-HA antibody from
crude extracts and analyzed by Western blotting with a-Myc
antibody (co-IP) against Med17. (IgG) Control immunoprecipita-
tion with IgG magnetic beads only. (C) Co-IP of Rad2 and Pol II.
Rad2 was immunoprecipitated with a-HA antibody from crude
extracts (Input). Coimmunoprecipitated Pol II was detected by
Western blotting with «-Rpbl antibody (co-IP). (IgG) Control
immunoprecipitation with IgG magnetic beads only.
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(Fig. 1C). Coimmunoprecipitated Pol II forms phosphor-
ylated on Ser5 and Ser2 of the Rpbl C-terminal repeat
domain (CTD) were also detected by Western blotting
(data not shown).

Genome-wide location analysis of Rad2

Recently, an association of XPG, the human homolog of
Rad2, with several NR-dependent genes was shown in the
absence of genotoxic stress (Le May et al. 2010, 2012).
However, to date, no genomic data are available on the
Rad2/XPG occupancy in humans or yeast. To determine
the targets of Rad2 in the yeast genome in the absence of
exogenous genotoxic stress, we performed Rad2 chroma-
tin immunoprecipitation (ChIP)-chip experiments. Two
yeast strains carrying N-terminal or C-terminal HA-
tagged version of Rad2 were constructed and used in
conventional ChIP experiments. No increase in the UV
sensitivity of these strains was observed, suggesting that
both tagged versions of Rad2 were functional (data not
shown). We found that N-terminally and C-terminally
tagged Rad2 were significantly enriched inside three
constitutively expressed Pol II-transcribed genes tested:
ADHI1, PYK1, and PMA1 (Supplemental Fig. S2A). The
strain carrying an N-terminal tagged version of Rad2 was
used for ChIP-chip analysis, since the ChIP signal to
noise ratios were higher. We found 2471 oligonucleotides
significantly bound by Rad2 (P-value < 0.005; out of
40,000 oligonucleotide probes present on the DNA arrays).
The genomic profile of Rad2 occupancy was complex,
spanning from Pol II-transcribed genes (promoter and
transcribed regions) to, unexpectedly, Pol III-transcribed
genes and telomeric/subtelomeric regions. Examples of
Rad2 ChIP-chip enrichment profiles illustrate these dif-
ferent genomic region categories (Fig. 2A-C).

To gain in resolution and determine precisely the yeast
genomic regions enriched by Rad2 protein, we performed
ChIP-seq experiments. In agreement with our Rad2
ChIP—chip results, we confirmed the presence of this
protein inside and on the promoter regions of Pol II-
transcribed genes as well as on Pol III-transcribed genes.
Telomeric regions are highly repetitive and therefore are
poorly represented in ChIP-seq analysis. We identified
2600 significantly enriched Rad2 peaks using MACS2
peak calling software; 1203 of these peaks were located on
promoter regions of Pol II-transcribed genes, 33 were on
snRNA genes, and 268 were on Pol II-transcribed genes.
This bioinformatics tool, MACS2, also allowed us to
identify some Rad2 enrichment peaks inside the transcribed
regions of class II genes but was not particularly adapted for
detection of large Rad2 distributions in these regions,
missing many Rad2-enriched ORFs. To identify precisely
the Rad2 enrichment signals inside ORFs and thus com-
plete the Rad2 ChIP-seq distribution analysis, we compared
Rad2 mean densities for each ORF with density distribu-
tions of two negative controls: untagged strain and input
DNA samples. We observed that 818 regions inside the
protein-coding genes were significantly enriched by Rad2.

The results obtained by our genome-wide analyses
were confirmed by conventional ChIP on a set of selected
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Figure 2. Genome-wide analysis of Rad2, Mediator, Pol I, TBP, and TFIIH. (A-C) Examples of Rad2 ChIP-chip enrichment profiles on
Pol TI-transcribed genes (A), on a telomeric region (B), and on a Pol Ill-transcribed gene (C). Rad2 enrichment profiles were assessed from
ChIP-chip experiments with HA-Rad2 strain grown at 30°C in YPD medium. Watson strand-transcribed genes are colored in blue, and
Crick strand-transcribed genes are colored in green. The genomic positions of probe regions on corresponding chromosomes are
indicated along the X-axis. The enrichment ratio is indicated along the Y-axis. (D) Examples of Rad2, Mediator, Pol II, TBP, and TFIIH
ChIP-seq enrichment profiles on selected Pol II-transcribed genes. Densities of sequence tags were assessed from ChIP-seq experiments
performed with HA-Rad2-tagged, Med15-HA-tagged (Mediator), Med17-HA-tagged (Mediator), HA-TBP-tagged, Rad3-HA-tagged (core
TFIIH), and Kin28-HA-tagged (TFIIH kinase module) strains with a-HA antibody. Pol II was immunoprecipitated using a-Rpbl
antibody. ChIP-seq density profiles are displayed using IGB yeast genome browser. Watson strand-transcribed genes are colored in blue,
and Crick strand-transcribed genes are colored in green. Input DNA and DNA from ChIP with an untagged strain were used as negative
controls. Densities of sequence tags were displayed after subtraction of normalized control of untagged strain as described in the
Materials and Methods.

regions representing the categories of Rad2 genomic
targets that we identified. Supplemental Figure S2B illus-
trates significant enrichment of Rad2 on several promoter
and transcribed regions of selected class II genes com-
pared with background levels measured on the coding
region of the nontranscribed GALI gene. All selected Pol
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II-transcribed genes displayed significant Rad2 enrich-
ment (Supplemental Fig. S2C). The spatial Rad2 distribu-
tion on the longest class III gene, SCR1, was similar to
that of Pol III (Supplemental Fig. S2D; Ghavi-Helm et al.
2008). We also confirmed the presence of Rad2 on
telomeric regions (Supplemental Fig. S2E). In addition,



a significant Rad2 enrichment was detected on the Pol I-
transcribed 35S rDNA region compared with the inter-
genic NTS2 region (Supplemental Fig. S2F). Taken
together, these results indicated a complex Rad2 dis-
tribution on the yeast genome in the absence of exoge-
nous genotoxic stress, spanning the genes of all three
transcription classes and telomeric/subtelomeric regions.
For further study, we focused particularly on Pol II-
transcribed genes.

Genome-wide Rad?2 occupancy correlates
with Mediator occupancy on promoter regions
of Pol II-transcribed genes

To compare Rad2 ChIP-seq profiles with those of Medi-
ator, Pol II, and GTFs, we performed ChIP-seq experi-
ments for Mediator (Med15 and Med17 subunits), Pol II,
and GTFs (TBP and two TFIIH subunits: the Rad3/XPD
subunit of core TFIIH and the Kin28/Cdk?7 kinase subunit
of TFIK). Input DNA and DNA from ChIP with an un-
tagged strain were used as negative controls. Figure 2D
and Supplemental Figure S3 show examples of ChIP-seq
density distributions using the Integrated Genome
Browser (IGB) for all of the proteins on selected class II
(Fig. 2D) or class III (Supplemental Fig. S3) genes. Tran-
scription by all three RNA polymerases requires TBP
protein. As expected, density peaks of this protein were
also detected on the Pol Ill-transcribed genes. These TBP
peaks on class III genes coincided with Rad2 peaks
(Supplemental Fig. S3). On the selected promoter regions
of Pol II-transcribed genes, there was a particular corre-
lation between Rad2 and Mediator for the location and
intensity of peaks (Fig. 2D). Furthermore, genome-wide
Mediator and Rad2 occupancies were well correlated.
Rad2 and Mediator ChIP-seq densities (25-base-pair [bp]
bin) on the yeast genome were computed and compared
(Fig. 3A; Supplemental Fig. S4A). As expected, the Rad2
enrichment of several genomic categories, including class
I promoter and transcribed regions, made the correlation
between Rad2 and Mediator densities complex. Consid-
ering only class II gene promoter regions, regression
analysis showed a linear correlation with a correlation
coefficient of 0.75 for the Med15 Mediator subunit (Fig.
3B) or 0.73 for the Med17 Mediator subunit (Supplemen-
tal Fig. S4B). Intergenic regions encompassing Pol III-
transcribed genes were excluded from this analysis. The
global correlation between Rad2 and Mediator occupan-
cies on promoter regions is consistent with a functional
link between Rad2 and the Mediator complex. We deter-
mined whether Rad2 association with Pol II-transcribed
regions was correlated with Pol II occupancy (Fig. 3C).
Considering only Pol II-transcribed regions inside ORFs,
encompassing most of the yeast Pol II ChIP signals, no
strong correlation could be observed between Rad2 and
Pol II ChIP-seq densities (Fig. 3D). Regression analysis
showed a lower correlation coefficient of 0.54. In com-
parison, regression analysis indicated, as expected, a lin-
ear correlation between two subunits of the Mediator
complex (Medl5 and Med17) or TFIIH complex (Rad3 and
Kin28), with a high correlation coefficient of 0.89 (Sup-

Mediator links transcription and DNA repair

plemental Fig. S4C,D) or 0.88 (Supplemental Fig. S5A,B),
respectively, and between TBP and Rad3 or Kin28 TFIIH
subunits with a high correlation coefficient of 0.75 or
0.81, respectively (Fig. 3E). Pairwise correlations between
ChiIP-seq densities of Rad2, Mediator, Kin28, Rad3, and
TBP showed that the strongest correlation for Rad2 protein
occupancy on promoter regions was with Mediator (Fig.
3E). On the other hand, no strong correlation was observed
between Rad2 and Kin28 ChIP-seq occupancies, with
a correlation coefficient of 0.53 (Supplemental Fig. S5C,D).
The location of Rad2 peaks on the promoter regions of
Pol II-transcribed genes was compared with those of
Mediator and GTFs. Mean ChIP-seq read densities were
calculated for each protein on promoter regions of Pol
II-transcribed genes centered on Mediator enrichment
peaks (Fig. 3F). To consider only Pol II-transcribed gene
promoters, intergenic regions encompassing Pol III-tran-
scribed genes were excluded. These analyses showed that
Rad2 peak distribution coincides with that of Mediator
(Med15 and Med17 subunits) but not with those of TFIIH
core (Rad3) or kinase (Kin28) modules. Taken together, our
results revealed that genome-wide Rad2 occupancy was
highly correlated with that of Mediator on promoter regions
of Pol II-transcribed genes and that Rad2 enrichment distri-
bution in these regions superposed with that of Mediator.

Rad?2 occupancy on Pol II-transcribed genes
is transcription-dependent

An essential question arising from Rad2 recruitment in
the absence of exogenous genotoxic stress is whether
Rad2 occupancy on class II genes depends on Pol II
transcription. To address this question, we examined
Rad2 occupancy on the GALI gene by ChIP experiments
upon galactose induction. When yeast cells were grown in
raffinose-supplemented medium, Rad2 was absent from
the GALI promoter and ORF (Fig. 4A). After 60 min of
galactose induction, Rad2 was recruited to the promoter
and transcribed region of the GAL1 gene. The constitutively
expressed ADHI gene was always bound by the Rad2
protein. As expected, the GALT mRNA level was highly
induced after galactose induction, while the ADH1 mRNA
level was comparable in raffinose- and galactose-supple-
mented medium (Fig. 4B). These results indicated that Rad2
recruitment to GALI gene was transcription-dependent.
To address more generally the question of the tran-
scriptional dependency of Rad2 occupancy on Pol II-
transcribed genes, we used a Pol II mutant, rpb1-1, that
rapidly stops transcription after a shift to nonpermissive
temperature (Nonet et al. 1987). When cells were in-
cubated for 90 min at 37°C, as expected, Pol I occupancy
on Pol II-transcribed genes was strongly reduced in the
rpb1-1 mutant compared with the wild-type strain (Fig.
4C), whereas Pol III occupancy on tested class IIl genes
remained unchanged (Fig. 4D). We also checked that, as
expected, RNA levels were strongly decreased in the
rpb1-1 mutant for class II genes (Fig. 4E) but not class III
genes (Fig. 4F). Rad2 occupancy on Pol II-transcribed
genes followed that of Pol IT and was also greatly reduced
after incubation at 37°C (Fig. 4G; Supplemental S6A,B).
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Rad2 occupancy decrease was observed for Pol II-tran-
scribed gene promoters and ORFs. This decrease of Rad2
occupancy was not related to Mediator occupancy, since
it did not change in the rpb1-1 mutant (Supplemental Fig.
S6C-E). Conversely, Rad2 occupancy on class III genes or
telomeric regions remained unchanged under the same
conditions (Fig. 4G). Thus, the presence of Rad2 on class II
genes is specifically dependent on Pol II transcription.

UV irradiation sensitivity is the only observed
phenotype of rad?2 deletion

One hypothesis for the functional interplay between
Mediator and Rad2 consists of a possible implication of

2554 GENES & DEVELOPMENT

Rad2/XPG in transcription, since such a role has been
previously suggested (Lee et al. 2002; Le May et al. 2010,
2012). In S. cerevisiae, the RAD2 gene is not essential for
viability. We started by examining whether, under stan-
dard growth conditions (rich glucose medium, YPD), any
effect of rad2 deletion on Mediator or Pol II occupancy
could be identified. We did not observe any difference
between Mediator occupancy of the rad2A strain compared
with the wild-type strain on constitutively expressed gene
promoters (Fig. 5A; Supplemental Fig. S7A,B). In addition,
Pol IT occupancy on selected genes and the corresponding
mRNA level in the rad2A strain were similar to those of
the wild-type strain (Fig. 5B,C; Supplemental Fig. S7C).
Similarly, no effect of rad2 deletion on Mediator or Pol II
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Figure 4. Transcription dependency of Rad2 occupancy on Pol II-transcribed genes. (A) Quantitative ChIP analysis of Rad2 occupancy on the
GALT1 gene before and after galactose induction. The HA-Rad2 tagged strain was grown in a raffinose-supplemented medium, and then galactose
was added for 60 min. Quantitative ChIP experiments were performed with a-HA antibody against HA-Rad2. Mean values and standard
deviation (indicated by error bars) of three independent experiments are shown. Immunoprecipitated fragments from ChIP experiments were
amplified with primers corresponding to the GAL1 gene promoter (GALI P)or ORF (GAL1 O). ADH1 ORF represents a constitutively expressed
gene control. A nontranscribed region on chromosome V (IGV) was used as a negative control. (B) mRNA level of GALI and ADH1 genes before
and after galactose induction. Yeast cells were grown in a raffinose-supplemented medium, and then galactose was added for 60 min. RNA
levels for GAL1 and ADH1 genes were quantified by RT-qPCR and normalized to 258 rRNA, 18S rRNA, and SCR1 levels. Values are expressed
in arbitrary units representing a percentage of the value in galactose-supplemented medium. Mean values and standard deviation (indicated by
error bars) of three independent experiments are shown. (C,D,G) Effect of rpbI-1 mutation on Rad2, Pol II, and Pol III occupancies on selected
regions. Quantitative ChIP assays were performed using a-Rpb1 antibody (Pol 1T} (C), a-Myc antibody against Rpc160-Myc (Pol I} (D), and o-HA
antibody against HA-Rad2 (G). Cells were grown in selective SD medium complemented with amino acids at 25°C and then shifted for 90 min
at 37°C. A GAL1 ORF and a nontranscribed region on chromosome V (IGV) were used as negative controls. (E,F) Effect of rpb1-1 mutation on
RNA level of class II (E) or class III (F) genes. Cells were grown in selective SD medium complemented with amino acids at 25°C and then
shifted for 90 min at 37°C. RNA levels for selected genes were quantified by RT-qPCR and normalized to 255 rRNA, 18S rRNA, and SCR1
levels. Values are expressed in arbitrary units representing a percentage of the value in the wild-type strain for the ADH1 gene (E) or RPR1 or
tDNAMet genes (F). Mean values and standard deviation (indicated by error bars) of three independent experiments are shown.
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Figure 5. Mediator and Pol IT occupancies in the
rad2 deletion strain on selected regions. (A,C)
Quantitative ChIP analysis of Mediator and Pol IT
occupancies under standard growth conditions.
rad2A and wild-type strains were grown in YPD
medium at 30°C. Immunoprecipitations were
performed using a-HA antibody against Med5-
HA (Mediator) (A) and a-Rpbl antibody (Pol II)
(C). (A) Immunoprecipitated fragments from Me-
diator ChIP experiments were amplified with
primers corresponding to selected class II gene
promoters. (C) Immunoprecipitated fragments

rad2A

PMA1 from Pol II ChIP experiments were amplified
with primers corresponding to selected class II
gene promoters (P) or ORFs (O). Mean values and
standard deviation (indicated by error bars) of
three independent experiments are shown. A
GAL1 ORF was used as a negative control. (B)
Effect of rad2A mutation on mRNA levels of
class II genes. rad2A and wild-type strains were
grown in YPD medium at 30°C. RNA levels for
selected genes were quantified by RT-qPCR and
normalized to 255 rRNA, 18S rRNA, and SCR1
levels. Values are expressed in arbitrary units
representing a percentage of the value in the
wild-type strain for ADHI gene. Mean values
and standard deviation (indicated by error bars) of
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three independent experiments are shown. (D,E)
Quantitative ChIP analysis of Mediator and Pol IT
occupancies upon galactose induction. rad24
and wild-type strains were grown in a raffinose-
supplemented medium, and then galactose was
added for 60 min. Quantitative ChIP experi-
ments were performed with o-HA antibody
against Med5-HA (Mediator) (D) and o-Rpbl
antibody (Pol 1) (E). Mean values and standard
deviation (indicated by error bars) of three in-
dependent experiments are shown. Immunopre-
cipitated fragments from ChIP experiments were

GAL1-P GV

occupancy on the GAL1 gene was observed in galactose-
inducing medium (Fig. 5D,E). Previously, Lee et al. (2002)
have stated that rad? deletion slowed down the kinetics of
galactose-inducible genes. To check this possibility, the Pol
II recruitment to the GAL1 gene promoter and transcribed
region and the GALI mRNA level were examined at
different times after galactose induction by ChIP and
quantitative RT-PCR (qQRT-PCR) experiments. However,
there was no difference between the rad24 mutant and the
wild-type strain (Supplemental Fig. S8).

To identify growth phenotypes of rad?2 deletion strains
and therefore a possible transcriptional role for Rad2, we
tested different growth conditions in two backgrounds:
BY4741 and YPH499. No growth difference between
rad2A and wild-type strains was observed on YPD me-
dium under different temperature conditions (16°C, 25°C,
30°C, or 37°C), on different carbon sources (YP medium
supplemented with galactose, lactate, ethanol, or glycerol),
and on drugs to test for multidrug resistance transcrip-
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. amplified with primers corresponding to GALI
' gene promoter (GALI-P) or ORF (GALI-O1 and

GAL1-0O2). A nontranscribed region on chromo-

some V (IGV) was used as a negative control.

tional response (cycloheximide and ketoconazole) or for
NTP depletion conditions (6-azauracil and mycophenolic
acid) (Supplemental Fig. S9; data not shown). The only
phenotype of the rad2 deletion strains that we observed
is a high UV sensitivity, as expected for a DNA repair
protein. Taken together, our results strongly suggest that
Rad2 does not play a major role in the transcriptional process
in yeast, at least in the two backgrounds examined here.

Physiological significance of Mediator-Rad2
contact in DNA repair

We could not identify a major implication of Rad2 in
yeast Pol II transcription. This led to the hypothesis that
Mediator might play a role in DNA repair via its in-
teraction with the Rad2 protein. To investigate the
functional relationship between Mediator and Rad2, we
used our collection of 29 conditional mutants for the
Medl7 essential Mediator subunit (Soutourina et al.



2011). The integrity of Mediator in med17 mutants has
been verified by co-IP experiments (Soutourina et al.
2011). To directly address a possible role of Mediator in
DNA repair, a UV sensitivity phenotype was systemati-
cally investigated for med17 mutants. No UV sensitivity
was found for med17 mutants in the context where both
NER pathways, GGR and TCR, were functional (Supple-
mental Fig. S10). Next, we used a GGR-deficient context
(rad7A strains) to analyze specifically the potential im-
plication of Med17 in the TCR pathway by UV sensitivity
spot assays. Several Mediator mutants among our collec-
tion of med17-ts were UV-sensitive in a rad7A4 GGR-
deficient context (Fig. 6A). To refine the UV sensitivity
analysis, we determined UV survival curves for several
med17 mutants (three UV-sensitive med17-140, med17-
233, and med17-257 mutants and one UV-insensitive
med17-L546P mutant) alone or in combination with
rad7A mutation (Fig. 6B). The UV dose response analysis
further confirmed UV sensitivity spot assays and clearly
indicated that the combination of rad7 deletion with
several med17 mutations leads to an increased UV
sensitivity. An extremely UV-sensitive rad2 deletion
mutant was also included for comparison. Interestingly,
the UV sensitivity of med17-ts rad7A mutants was
comparable with that of the rad26A rad7A double mutant
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deficient in both GGR (rad74) and TCR (rad264) NER
pathways (Fig. 6B). Rad26 is the yeast homolog of the
TCR-specific human CSB protein. In yeast, RAD26 de-
letion does not lead to UV sensitivity but significantly
increases the UV sensitivity of GGR-deficient mutants.
Since med17 mutants were UV-sensitive in a GGR-de-
ficient context, we wondered whether these mutants
could be epistatic with the TCR-deficient rad26 deletion
mutant. No UV sensitivity increase was found for med17
mutants in the rad26A context (Supplemental Fig. S11),
demonstrating that, indeed, med17 mutants are epistatic
with the rad26A mutant. Taken together, these results
are consistent with a specific implication of Mediator in
the TCR pathway. Our results also indicated that the UV
sensitivity of med17-ts mutants was not a consequence
of a transcriptional effect, since this phenotype was
observed only in a GGR-deficient context and not in a
context where both NER pathways, GGR and TCR, were
functional or in a TCR-deficient context. Three of the
UV-sensitive med17-ts mutants were selected for further
molecular study (med17-257, med17-140, and med17-
233) (the results on the two latter mutants are shown in
Supplemental Fig. S12). Rad2 occupancy in these mutants
was determined by ChIP experiments for selected Pol II-
transcribed genes. Figure 7A and Supplemental Figure

Figure 6. UV sensitivity of med17 mutants. (A)
UV sensitivity of med17 mutants in a GGR-
deficient rad7A context by spot assays. Cells
were serially diluted, spotted on YPD agar plates,
treated or not with the indicated doses of UV
(UV Stratalinker 1800), and incubated for 3 d at
30°C. Red asterisks mark selected UV-sensitive
medl7 mutants, and a green asterisk marks
a selected UV-insensitive med17 mutant. (B)
UV survival curves of med17 and rad26A mu-
tants alone and in a GGR-deficient rad7A con-
text. Cells were grown in YPD medium to a mid-
exponential phase, diluted, plated on YPD agar,
and irradiated with the different doses of UV (UV
Stratalinker 1800). Plates were incubated for 3 d
at 30°C in the dark before colonies were counted
and survival was calculated. Mean values and
standard deviation (indicated by error bars) of at
least three independent experiments are shown.
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" med17-140
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—*—med17-233
“® rad7A med17-233
—*—med17-257
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Figure 7. Effects of med17 mutants on Rad2, Pol I, and Mediator occupancies and on Rad2-Mediator interaction. (A-C) Quantitative
ChIP analysis of Rad2, Pol II, and Mediator occupancies on selected regions. ChIP assays were performed using a-HA antibody against
HA-Rad2 (A), a-Rpbl antibody (Pol 1) (B), and «-HA antibody against Med5-HA (Mediator) (C). Cells were grown in YPD medium at
30°C and then shifted for 45 min at 37°C. Immunoprecipitated fragments from ChIP experiments were amplified with primers
corresponding to selected class II gene promoters (P) or ORFs (O), a selected class III gene, and a telomeric region. Mean values and
standard deviation (indicated by error bars) of three independent experiments are shown. A GAL1 ORF and a nontranscribed region on
chromosome V (IGV) were used as negative controls. (D) Co-IP of Mediator and Rad2. Mediator was immunoprecipitated through
a Med5-Myc subunit with a a-Myc antibody from crude extracts (Input; right panel) and analyzed by Western blotting with o-HA
antibody (co-IP) against Rad2 (left panel). (IgG) Control immunoprecipitation with IgG magnetic beads only.

S12A show a significant decrease in Rad2 association in
UV-sensitive Mediator mutants compared with the wild-
type strain and med17-L546P mutant, one of the UV-
insensitive med17-ts mutants. Rad2 occupancy to a class
I gene and a telomeric region was not affected in these
mutants. All tested med17 mutations, including med17-
L546P, which is UV-insensitive, led to a marked decrease
in Pol II association with Pol II-transcribed genes but did
not modify the Mediator association to corresponding
gene promoters (Fig. 7B,C; Supplemental Fig. S12B,C). A
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decrease in Pol II occupancy was not responsible for Rad2
occupancy defects of UV-sensitive mutants (med17-257,
med17-140, and med17-233) or their UV sensitivity, since
a reduction of Pol II occupancy in the med17-L546P
mutant, similar to that of the UV-sensitive med17-ts
mutants, was not accompanied by Rad2 occupancy de-
crease and UV sensitivity. To determine the effects of
med17-ts mutations on Mediator contact with the Rad2
protein, we performed co-IP experiments and showed that
Mediator-Rad2 interaction was reduced in UV-sensitive



mutants med17-257, med17-140 , and med17-233 com-
pared with the wild-type strain and the med17-L546P UV-
insensitive mutant (Fig. 7D; Supplemental Fig. S12D).
These results indicated that Mediator is involved in Rad2
recruitment and therefore suggest that it is involved in
DNA repair.

Discussion

Substantial evidence has been obtained on the essential
function of the Mediator complex in transcription acti-
vation. However, our experiments indicate that this
complex plays an important role in linking transcription
with other nuclear processes. In this study, we identified
a functionally important contact between the Medl7
Mediator subunit and the Rad2 DNA repair protein, the
S. cerevisiae homolog of human XPG. Mediator might
play a role in DNA repair by loading Rad2/XPG to active
genes, or Rad2/XPG could be implicated in transcription,
influencing PIC assembly or stability on several gene
promoters or both. Our results suggest that Mediator is
involved in DNA repair through a functional link with
the Rad2/XPG protein. (1) The essential Med17 Mediator
subunit interacts with Rad2/XPG DNA repair protein. (2)
We showed that Rad2 is located on Pol II-transcribed
genes (promoter and transcribed regions) in the absence of
exogenous genotoxic stress. (3) Genome-wide Rad2 occu-
pancy of class II gene promoters is well correlated with
that of Mediator. (4) Moreover, Rad2 distribution on these
regions overlapped with that of Mediator but not of
TFIH, further highlighting a functional cooperation
between Mediator and Rad2/XPG. It should be noted that
Mediator and Rad2 ChIP-seq peaks on class II gene pro-
moters are generally located on the upstream regulating
regions, whereas TFIIH and other GTFs peaks are located
on core promoter regions close to transcription start sites.
(5) Rad2 occupancy of Pol II-transcribed genes is tran-
scription-dependent, since rpb1-1 Pol Il mutation reduces
Rad2 occupancy after a shift to nonpermissive tempera-
ture when transcription is rapidly inhibited, and since
Rad2 is recruited to GAL1 gene upon galactose induction
of this gene. (6) However, no growth phenotypes (except
UV sensitivity) or transcriptional effects were observed in
the rad2A context, suggesting that Rad2 does not play
a major role in the transcriptional process in yeast, at
least in our two backgrounds. (7) On the contrary,
Mediator med17-ts mutants are UV-sensitive in a GGR-
deficient background (rad74) and are epistatic with
a TCR-deficient mutant (rad264). (8) This UV sensitivity
of several med17 mutants is correlated with reduced
Rad2 occupancy of class II genes and concomitant de-
crease of interaction with Rad2 protein.

We suggest that the contact between Med17 and Rad2
is direct, since our two-hybrid screening permitted us to
reveal only specific interactions between different sub-
units within the Mediator complex (Guglielmi et al.
2004) that were further confirmed as direct by structural
analysis (for example, Lariviere et al. 2012; Robinson et al.
2012). Moreover, we demonstrated that several mutations
in the Med17 Mediator subunit resulted in a decreased
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interaction between Mediator and Rad2, an observation in
favor of a direct Mediator-Rad2 contact.

Therefore, Mediator is likely to facilitate Rad2 recruit-
ment to transcribed genes, setting the stage for rapid
DNA lesion removal. We propose that Mediator could
function in transcription-coupled DNA repair, revealing
a previously unknown role of the Mediator complex as
a link between transcription and DNA repair. Whether
Rad2/XPG is the only NER factor that is recruited
through an interaction with Mediator or assembles with
other NER factors to remove lesions on transcribed genes
remains to be addressed. Further investigations will de-
termine whether Mediator is engaged in functional in-
terplay with other NER factors.

In the light of Mediator and Rad2/XPG conservation
from yeast to humans, the molecular events governing
the Mediator link with DNA repair are likely to exist in
all eukaryotes. In support of this idea, we observed the
Mediator—XPG contact by co-IP experiments with crude
extracts from HeLa cells (data not shown). The conserva-
tion of Mediator connection to DNA repair might give
insights into our understanding of human diseases like
XP/CS.

Interestingly, both Mediator and Rad2/XPG interact
with Pol II, the main component of transcription ma-
chinery and the first complex in TCR that recognizes the
DNA damage. The mechanisms of functional orchestra-
tion of these contacts remain to be investigated. Our
genome-wide analyses show that Mediator and Rad2 co-
occupy class II gene promoter regions and, moreover, that
a high correlation is observed between the two profiles on
promoter regions. Rad2 is also bound to Pol II-transcribed
regions that are occupied by Pol Il. However, a correlation
between Rad2 and Pol II on these regions was modest,
suggesting a complex relationship between Rad2 and Pol
II. At this stage, we propose that Mediator facilitates Rad2
recruitment on class II genes promoters. While we do not
know what the precise mechanisms of Rad2 loading on
OREFs are, our results suggest that they could entail both
the loading of Rad2 on Pol II and another independent
mechanism. A modest genome-wide correlation between
Rad2 and Pol II contrasts with the good genome-wide
correlation between TFIIS and Pol IT or Pol ITI occupancies
on Pol II- or Pol ITI-transcribed genes, respectively (Ghavi-
Helm et al. 2008). These observations suggested that
TFIIS associates at the 5’ end of genes and accompanies
Pol II and Pol III but cannot be loaded on traveling
enzymes. It should be noted that one of the med17
mutants used in this study (med17-257) that showed
a UV-sensitive phenotype was lethal in combination with
the rpb3-2 Pol II mutation (Soutourina et al. 2011) and
was affected in Pol II-Mediator interaction (data not
shown). However, other med17 mutations with UV-
sensitive phenotypes did not lead to rpb3-2 colethality
phenotypes. Our results showed that Pol II occupancy
was reduced in UV-sensitive and -insensitive med17
mutants. Thus, the lower occupancy of Pol II cannot
explain the UV sensitivity of the med17 mutants that are
defective in Rad2 interaction. We also showed that the
UV sensitivity of med17 mutants was not a consequence

GENES & DEVELOPMENT 2559



Eyboulet et al.

of a transcriptional defect, since this phenotype was
observed only in a GGR-deficient context and not in a
context where both NER pathways were functional or a
TCR-deficient context. Taken together, our results sug-
gest that UV sensitivity of Mediator mutants was not an
indirect consequence of their transcriptional defects.

A transcriptional role for the NER factor Rad2/XPG
was first proposed in the yeast S. cerevisiae (Lee et al.
2002). Rad2 was suggested to promote efficient Pol II
transcription. However, we did not observe the mild
growth phenotypes of rad2 deletion strains or slower
galactose induction kinetics in the absence of the RAD2
gene reported by Lee et al. (2002). Moreover, we did not
find any genetic interaction between rad2A and rad26A.
Rad26 is the yeast homolog of the TCR-specific human
CSB protein. This result might be due to the different
genetic backgrounds used by us and Lee et al. (2002). In
spite of our considerable efforts, we did not obtain any
evidence for a direct implication of Rad2 in transcription.
In human cells, it has been demonstrated that mutations
in XPG prevent its association with TFIIH, resulting in
the dissociation of CAK and XPD/Rad3 from the core
TFIIH and in impaired transactivation (Ito et al. 2007).
Recently, XPG and other NER factors were shown to be
associated with the promoters and distal regions of
several NR-dependent genes in the absence of any exoge-
nous genotoxic stress (Le May et al. 2010). The presence
of these repair proteins at the promoters of activated
genes is sensitive to transcription inhibitors and neces-
sary for optimal DNA demethylation and histone post-
translational modifications (H3K4/H3K9 methylation
and H3K9/14 acetylation) and thus for efficient transcrip-
tion. Deficiencies in some NER factors impede the re-
cruitment of others and affect NR transactivation. Re-
cently, XPG and XPF endonucleases were found to be
involved in chromatin looping between the promoter and
the terminator of the activated RARB2 human gene (Le
May et al. 2012). It should be noted that NRs do not exist
in S. cerevisiae, which moreover has no DNA methyla-
tion system. It remains to be determined whether XPG
and other NER factors are generally important for tran-
scription activation in mammalian cells or whether their
action is limited to specific pathways such as NR-mediated
transcription.

We showed that in addition to Pol II-transcribed genes,
Rad2 is also located on Pol Ill-transcribed genes and
telomeric regions in the absence of exogenous genotoxic
stress, indicating a complex Rad2 distribution on the
yeast genome and opening interesting perspectives of
possible novel Rad2 functions. Recently, a role of Mediator
on telomeres was proposed, since this complex influences
telomeric silencing, cellular life span, and telomere het-
erochromatin maintenance (Zhu et al. 2011; Peng and
Zhou 2012). In yeast, Mediator is bound to the telomeric
regions. Our results revealed that Rad2 is also enriched in
these regions. The colocalization of Mediator and Rad2 on
telomeres raises the possibility that Mediator function on
the telomeres could be related to Rad2.

In conclusion, our results suggest an intriguing model
that Mediator might play more roles in nuclear processes
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than previously assumed by serving as an assembly
platform or a regulatory element linking transcription
with DNA repair and possibly other chromatin-related
processes.

Materials and methods

Strains and plasmids

All S. cerevisiae strains are described in Supplemental Table S1.
All plasmids are listed in Supplemental Table S2. The oligonu-
cleotides used in this study can be found in Supplemental
Table S3.

ChIP, ChIP-chip, and ChIP-seq

ChIP and ChIP-chip experiments were performed as described
(Ghavi-Helm et al. 2008). In ChIP experiments, we considered
a significant enrichment compared with negative controls or
a significant difference between ChIP occupancies when P-value
was <0.05 in a Student’s t-test. Chromatin preparation for ChIP-
seq experiments was performed as described for conventional
ChlIP, except that an additional sonication step with Bioruptor
(Diagenode; six cycles of 30 sec with medium intensity setting)
was included to generate DNA fragments of ~200-bp mean size.
DNA sequencing of 40-nucleotide (nt) tags was performed on
Solexa genome analyzer GA-IIx using the procedures recom-
mended by the manufacturer (Illumina). Input DNA and DNA
from ChIP with an untagged strain were used as negative
controls. The ChIP-chip and ChIP-seq data have been deposited
to the Array Express under accession numbers E-MEXP-3875 and
E-MTAB-1595.

Co-IP experiments

Whole-yeast extract preparation and immunoprecipitation in
immunoprecipitation buffer (50 mM HEPES at pH 7.5, 100 mM
NaCl, 20% glycerol, 1 mM dithiothreitol, 0.5 mM EDTA, 0.05%
NP-40) supplemented with a protease inhibitor cocktail (Com-
plete, Roche) and 1 mM PMSF and Western blotting were
performed as described previously (Soutourina et al. 2006). The
12CA5 anti-HA and 9E10 anti-Myc antibodies were used against
HA- or Myc-tagged proteins, and the 8WG16 anti-Rpb1 antibody
was used against Pol II.

gRT-PCR analysis

RNA was extracted with hot acidic phenol following a protocol
derived from Schmitt et al. (1990). Reverse transcription of 0.5-
nwg RNA samples was performed using iScript cDNA synthesis
kit (Bio-Rad) with a mix of oligo(dT) and random hexamers for
priming. qPCR results were normalized using 255 rRNA, 18S
rRNA, and SCRI RNA as internal controls. Values represent the
average of three independent experiments, and error bars in-
dicate standard deviations.

Data analysis

ChIP-seq data were analyzed using the following bioinformatics
tools. The sequences were aligned on S. cerevisiae genome
(University of California at Santa Cruz [UCSC] version sacCer3)
with Bowtie version 0.12.7 (Langmead et al. 2009). Conversions
to different file formats were performed using Samtools version
0.1.16. Only uniquely mapped tags were used, and a maximum of
two mismatches was allowed. To avoid possible sequencing



artifacts, reads beyond five repetitions at the same position of the
genome were removed, and reads with the best-quality scores
were conserved for each position. The number of mappable tags
for each ChIP-seq experiment is indicated in Supplemental Table
S4. To calculate ChIP-seq density, reads were extended to an
assumed fragment length of 180 nt, and a count of reads was
determined per 1-bp bin using Bedtools version 2.15.0. ChIP-seq
density profiles were displayed using UCSC or IGB yeast genome
browsers.

We used input DNA and DNA from ChIP with untagged strain
as negative controls. The ChIP sample from the untagged strain
generally shows very low tag density on the genome, except
some regions representing <1% of the genome that display an
apparent enrichment in this negative control. It should be noted
that the majority of these regions were located inside the highly
transcribed class II genes. To correct for this nonrandom back-
ground distribution, we subtracted the normalized signal of
untagged strain sample from the ChIP samples for each protein.
The ChIP signals of untagged strain have different impacts on the
ChIP signals for different proteins. For this reason, the sub-
traction step was preceded by a normalization of the ChIP signal
of an untagged strain compared with the corresponding ChIP
sample based on the qPCR analyses of nontranscribed control
regions.

The significantly enriched regions were identified using peak
calling MACS2 software version 2.0.10.20120703 (Zhang et al.
2008) with a minimum false discovery rate (g-value) cutoff of 0.01
for peak detection followed by PeakSplitter step of PeakAnalyzer
software for subdivision of ChIP-seq regions into discrete peaks
(Salmon-Divon et al. 2010). Significantly enriched Rad2 peaks
were annotated on the yeast genome using ChIPpeakAnno R
script from the Bioconductor project (Zhu et al. 2010). To identify
the Rad2 enrichment signals inside protein-coding genes, Rad2
mean densities were computed for each ORF and compared with
mean densities of two negative controls: the untagged strain
sample, normalized as described above, and the input DNA sam-
ple, normalized using NCIS R script version 1.0.1 (Liang and
Keles 2012). We required that enriched ORFs have the mean
density in Rad2 sample higher than that in the untagged strain
control plus two standard deviations and, at the same time, in the
input DNA control plus two standard deviations.
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Strains and plasmids

All S. cerevisiae strains are described in Table S1. They all derive from the
YPH499/YPHS500 standard strains (Sikorski and Hieter 1989) except for BY4741 and
BY4741 rad?A that have been obtained from Euroscarf collection (http://web.uni-
frankfurt.de/fb15/mikro/euroscarf). YPH499 rad2?A strain was obtained by deleting a
chromosomal RAD?2 copy with a rad2A::KanMX6 cassette. Yeast strains carrying N-terminal
(HA-Rad2) or C-terminal HA-tagged version of Rad2 (Rad2-HA) were obtained by insertion
of 3HA epitopes preceded or followed by His3MX6 marker, respectively, using the standard
one-step methods (Longtine et al. 1998; DeMarini et al. 2001). Double-tagged HA-Rad2
Med17-Myc strain was obtained by inserting 13Myc epitopes followed by TRPI marker using
the standard one-step method in HA-Rad2 strain. Med5-HA, Med17-HA, Med15-HA, Rad3-
HA and Kin28-HA strains carrying C-terminal HA-tagged version of Med5, Med17 and
Med15 Mediator subunits, Rad3 and Kin28 TFIIH subunits were constructed by inserting
3HA epitopes followed by His3MX6 marker. The HA-TBP strain expressing N-terminal HA-
tagged version of TBP was obtained by inserting 3HA epitopes preceded by LEU2 marker.
The rpbl-1 strain was constructed by standard meiotic crosses, then N-terminal 3HA-tag on
Rad2 and C-terminal 13Myc-tag on Rpc160 Pol III subunit were inserted by the standard one-
step method and the resulting strain was transformed by Yep351 (2u LEU2) or pYeB-B220
(RPBI 2u LEU2) plasmids to obtain HA-Rad2 Rpcl60-Myc rpbi-1 strain or the isogenic

wild-type strain, respectively. The Med5-HA strain carrying C-terminal HA-tagged version of



Med5 Mediator subunit was constructed by insertion of 3HA epitopes followed by His3MX6
marker. The Med5-HA rad2A strain was obtained by deleting the chromosomal RAD2 copy
with a rad2A::KanMX6 cassette and by inserting 3HA epitopes followed by His3MX6 marker
on MED5 gene. medl7 conditional mutants were obtained as previously described
(Soutourina et al. 2011). The rad7A strain was obtained by deleting the chromosomal RAD7
copy with a rad7A::HIS3 cassette. The rad26A strain was obtained by deleting the
chromosomal RAD26 copy with a rad26A::KanMX6 cassette. The rad26A rad7A double
mutant was obtained by deleting the chromosomal RAD26 copy with a rad26A::KanMX6
cassette and then by deleting the chromosomal RAD7 copy with a rad7A::HIS3 cassette.
Double-tagged HA-Rad2 Med5-Myc strain was obtained first by deleting the chromosomal
MEDI17 copy with a medl7A::ADE2 cassette in the strain complemented by wild-type
MEDI17 borne on a URA3 vector (pVV208-MED17), then by insertion of 13Myc epitopes
followed by KanMX6 marker using the standard one-step method. med!7 conditional mutants
in rad7A, rad26A, HA-Rad2, Med5-HA and HA-Rad2 Med5-Myc contexts were obtained by
transformation with 7RP[ plasmids (pVV204-med17ts) of the corresponding strains carrying
a medl7 deletion complemented by wild-type MED17 borne on a URA3 vector (pVV208-
MED17) followed by a counter-selection of pVV208-MED17 plasmid on 5-FOA medium.
YPH499 URA3 rad?A strain was obtained by deleting a chromosomal R4AD2 copy with a
rad2A::HIS3MX6 cassette in a strain carrying a med!7 deletion complemented by wild-type
MED17 borne on a URA3 vector (pVV208-MED17).

Unless otherwise stated, yeast strains were grown at 30°C in YPD rich medium
containing 2% of glucose. For galactose induction, yeast cells were grown in YPRaft rich
medium containing 2% of raffinose and galactose was then added to reach 2% final
concentration. Growth phenotype assays are described in legend of Figure S9. UV sensitivity

spot assays and UV survival assays are described in legends of Figures 6, S10 and S11.



Supplemental Tables

Table S1. Yeast strains

Name mlﬁiﬁ%?ﬁ'(‘:t::in Genotype Reference
Y190 MATa gal4 gal80 his3 trp1-901 ade2-101 ura3-52 leu2-3,112 (Harper et al.
URA3::GALI::lacZ LYS2::GAL4(UAS)::HIS3 cyhRY 1993)
YPH499 WT MATa ura3-52 his3-4200 ade2-101uaa trp1-A63 lys2-801uag leu2-Al (Sikorski and
Hieter 1989)
YPH499 Rad2A MATa ura3-52 his3-4200 ade2-101uaa trp1-A63 lys2-801uag leu2-Al This work
rad2A rad2::KanMX6
BY4741 WT MATa his341 leu240 met1540 ura340 Euroscarf
BY4741 Rad2A MATa his341 leu2A0 met1540 ura340 rad2A::KanMX4 Euroscarf
rad2A
Y5386 HA-Rad2 MATa ura3-52 his3-4200 ade2-101uaa trpl-A463 lys2-801uag leu2-Al This work
HIS3::3HA::RAD2 med17::KanMX6 //* MED17 CEN URA3
Y5387 Rad2-HA MATa ura3-52 his3-A200 ade2-101uaa trpl-A63 lys2-801uag leu2-Al This work
RAD2::3HA::HIS3 medl7::KanMX6 // MED17 CEN URA3
Y5592 HA-Rad2 MATa ura3-52 his3-A200 ade2-101uaa trp1-463 lys2-801uag leu2-Al This work
HIS3::3HA::RAD?2
Y5781 HA-Rad2 MATa ura3-52 his3-A200 ade2-101uaa trp1-463 lys2-801uag leu2-Al This work
Med17-Myc  HIS3::3HA::RAD2 MED17::13Myc::TRPI
Y5540 Med15-HA MATa ura3-52 his3-A200 ade2-101uaa trpl-A463 lys2-801uag leu2-Al This work
MEDI5::3HA::HIS3 medl7::KanMX6 // MED17 CEN TRP1
Y5551 HA-TBP MATa ura3-52 his3-A200 ade2-101uaa trpl-A463 lys2-801uag leu2-Al This work
LEU2::3HA::SPT15 medl7::KanMX6 // MED17 CEN TRP1
Y5557 Rad3-HA MATa ura3-52 his3-A200 ade2-101uaa trpl-A63 lys2-801uag leu2-Al This work
RAD3::3HA::HIS3 medl7::KanMX6 // MED17 CEN TRP1
Y5545 Kin28-HA MATa ura3-52 his3-A200 ade2-101uaa trpl-A463 lys2-801uag leu2-Al This work
KIN28::3HA::HIS3 med17::KanMX6 // MED17 CEN TRP1
Y5084 WT MATa ura3-52 his3-A200 ade2-101uaa trpl-A463 lys2-801uag leu2-Al This work
medl17::KanMX6 // MED17 CEN TRP1
Y5787 Rpbl MAT o ura3-52 his3-A200 trp1-A63 leu2-Al rpbl-1 This work
HA-Rad2 HIS3::3HA::RAD2 RPC160::13Myc::KanMX6 // RPB1 2u LEU2
Rpcl160-Myc
Y5788 Rpbl-1 MAT o ura3-52 his3-A200 trp1-A63 leu2-Al rpbl-1 This work
HA-Rad2 HIS3::3HA::RAD2 RPC160::13Myc::KanMX6 // 2 LEU2
Rpc160-Myc
Y5588 Med5-HA WT  MATa ura3-52 his3-A200 ade2-101uaa trpl-A63 lys2-801uag leu2-Al This work
MEDS5::3HA::HIS3
Y5596 Med5-HA MATa ura3-52 his3-4200 ade2-101uaa trp1-A63 lys2-801uag leu2-Al This work
Rad2A MEDS5::3HA::HIS3 rad2A::KanMX6
Y5321 Med17-257 MATa ura3-52 his3-A200 ade2-101uaa trp1-A63 lys2-801uag leu2-Al This work
med17::KanMX6 // med17-257 CEN TRP1
Y5327 Med17-L546P  MATa ura3-52 his3-A200 ade2-101uaa trp1-A63 lys2-801uag leu2-Al This work
medl17::KanMX6 // medl7-L546P CEN TRP1
Y5309 Med17-140 MATa ura3-52 his3-A200 ade2-101uaa trpl-A63 lys2-801uag leu2-Al This work
medl7::KanMX6 // medl7-140 CEN TRPI
Y5315 Med17-233 MATa ura3-52 his3-A200 ade2-101uaa trpl-A63 lys2-801uag leu2-Al This work
medl7::KanMX6 // medl7-233 CEN TRPI
Y5886 Rad7A MATa ura3-52 his3-4200 ade2-101uaa trpl-A463 lys2-801uag leu2-Al This work
Med17 Ura3  med17::KanMXG6 rad7::HIS3 // MED17 CEN URA3
Y5919 Rad7A MATa ura3-52 his3-4200 ade2-101uaa trpl1-A463 lys2-801uag leu2-Al This work
Med17 medl17::KanMX6 rad7::HIS3 // MED17 CEN TRP1
Y5937 Rad7A MATa ura3-52 his3-4200 ade2-101uaa trpl1-A463 lys2-801uag leu2-Al This work
Med17-257 medl7::KanMX6 rad7::HIS3 // medl7-257 CEN TRPI
Y5943 Rad7A MATa ura3-52 his3-A200 ade2-101uaa trpl-A63 lys2-801uag leu2-Al This work

Med17-L546P

medl7::KanMX6 rad7::HIS3 // medl7-L546P CEN TRPI



Y5925

Y5931

Y5879

Y5880

Y5881

Y6137

Y6138

Y5485

Y5489

Y5496
Y6095

Y6097

Y6096

Y6140

Y6141

Y4945

Y5605

Y6244

Y6245

Y6247

Y6246

Y5863

Y6298

Y6299

Y6301

Y6302

Y6305

Rad7A
Med17-140
Rad7A
Med17-233
Rad2-HA
Medl17
Rad2-HA
Med17-257
Rad2-HA
Med17-L546P
Rad2-HA
Med17-140
Rad2-HA
Med17-233
Med5-HA
Medl17
Med5-HA
Med17-257
Med5-HA
Med17-L546P
HA-Rad2
Med5-Myc
Medl17
HA-Rad2
Med5-Myc
Med17-257
HA-Rad2
Med5-Myc
Med17-L546P
HA-Rad2
Med5-Myc
Med17-140
HA-Rad2
Med5-Myc
Med17-233
WT
Ura3
Rad2A
Ura3
Rad26A

Rad7A

Rad26A
Rad7A
Rad26A
Med17 Ura3
Med17-HA
Medl10
Med17-HA

Med15-HA

Medl17-HA
Rad2A
Med15-HA
Rad2A
Rpbl
Medl17-HA

MATa ura3-52 his3-4200 ade2-101uaa trpl-A463 lys2-801uag leu2-Al
medl7::KanMXG6 rad7::HIS3 // med17-140 CEN TRP1

MATa ura3-52 his3-A4200 ade2-101uaa trp1-A63 lys2-801uag leu2-Al
medl7::KanMX6 rad7::HIS3 // med17-233 CEN TRPI

MATa ura3-52 his3-A4200 ade2-101uaa trp1-A63 lys2-801uag leu2-Al
HIS3::3HA::RAD2 med17::KanMX6 // MED17 CEN TRP1

MATa ura3-52 his3-4200 ade2-101uaa trpl-A63 lys2-801uag leu2-Al
HIS3::3HA::RAD2 med17::KanMXG6 // med17-257 CEN TRP1

MATa ura3-52 his3-A4200 ade2-101uaa trp1-A63 lys2-801uag leu2-Al
HIS3::3HA::RAD2 medl17::KanMXG6 // medl17-L546P CEN TRP1
MATa ura3-52 his3-4200 ade2-101uaa trpl-A63 lys2-801uag leu2-Al
HIS3::3HA::RAD2 med17::KanMXG6 // medl7-140 CEN TRP1

MATa ura3-52 his3-4200 ade2-101uaa trp1-A63 lys2-801uag leu2-Al
HIS3::3HA::RAD2 med17::KanMXG6 // med17-233 CEN TRPI

MATa ura3-52 his3-4200 ade2-101uaa trpl-A63 lys2-801uag leu2-Al
MEDS::3HA::HIS med17::KanMX6 // MED17 CEN TRPI

MATa ura3-52 his3-A4200 ade2-101uaa trp1-A63 lys2-801uag leu2-Al
MEDS::3HA::HIS med17::KanMXG6 // medl17-257 CEN TRP1

MATa ura3-52 his3-A4200 ade2-101uaa trp1-A63 lys2-801uag leu2-Al
MEDS::3HA::HIS med17::KanMXG6 // medl7-L546P CEN TRP1
MATa ura3-52 his3-A4200 ade2-101uaa trpl-A63 lys2-801uag leu2-Al
HIS3::3HA::RAD2 MEDS::13Myc::KanMX6 medl7::ADE2 // MED17
CEN TRP1

MATa ura3-52 his3-4200 ade2-101uaa trp1-A63 lys2-801uag leu2-Al
HIS3::3HA::RAD2 MEDS::13Myc::KanMX6 medl17::ADE2 // medl7-
257 CEN TRP1

MATa ura3-52 his3-4200 ade2-101uaa trp1-A63 lys2-801uag leu2-Al
HIS3::3HA::RAD2 MEDS::13Myc::KanMX6 medl17::ADE2 // medl7-
L546P CEN TRPI

MATa ura3-52 his3-4200 ade2-101uaa trp1-A63 lys2-801uag leu2-Al
HIS3::3HA::RAD2 MEDS::13Myc::KanMX6 medl7::ADE2 // medl7-
140 CEN TRP1

MATa ura3-52 his3-4200 ade2-101uaa trp1-A63 lys2-801uag leu2-Al
HIS3::3HA::RAD2 MEDS::13Myc::KanMX6 medl17::ADE2 // medl7-
233 CEN TRPI

MATa ura3-52 his3-A200 ade2-101uaa trpl-463 lys2-801uag leu2-Al
med17::KanMX6 // MED17 CEN URA3

MATa ura3-52 his3-A200 ade2-101uaa trp1-463 lys2-801uag leu2-Al
med17::KanMX6 rad2::HIS3 // MED17 CEN URA3

MATa ura3-52 his3-A200 ade2-101uaa trp1-463 lys2-801uag leu2-Al
rad26::KanMX6

MATa ura3-52 his3-A200 ade2-101uaa trpl-463 lys2-801uag leu2-Al
rad7::HIS3

MATa ura3-52 his3-A200 ade2-101uaa trpl-463 lys2-801uag leu2-Al
rad26::KanMX6 rad7::HIS3

MATa ura3-52 his3-A200 ade2-101uaa trpl-463 lys2-801uag leu2-Al
med17::ADE?2 rad26::KanMX6 // MED17 CEN URA3

MATa ura3-52 his3-4200 ade2-101uaa trp1-463 lys2-801uag leu2-Al
MEDI17::3HA::HIS3 medl0::KanMX6 // MED10 CEN TRP1

MATa ura3-52 his3-A200 ade2-101uaa trp1-A63 lys2-801uag leu2-Al
MEDI17::3HA::HIS3

MATa ura3-52 his3-A200 ade2-101uaa trp1-A63 lys2-801uag leu2-Al
MEDI15::3HA::HIS3

MATa ura3-52 his3-A200 ade2-101uaa trp1-A63 lys2-801uag leu2-Al
MEDI17::3HA::HIS3 rad2::KanMX6

MATa ura3-52 his3-A200 ade2-101uaa trp1-A63 lys2-801uag leu2-Al
MEDI15::3HA::HIS3 rad?2::KanMX6

MATa ura3-52 his3-A200 trp1-463 leu2-Al rpbl-1
MEDI17::3HA::HIS3 // RPBI 2u LEU2

This work

This work

This work

This work

This work

This work

This work

This work

This work

This work

This work

This work

This work

This work

This work

This work

This work

This work

This work

This work

This work

This work

This work

This work

This work

This work

This work



Y6306 Rpbl-1 MAT o ura3-52 his3-A200 trpl-A63 leu2-Al rpbl-1 This work
Med17-HA MEDI17::3HA::HIS3 // 2u LEU2
Y6307 Rpbl MATa ura3-52 his3-A200 trp1-463 leu2-Al rpbl-1 This work
Med15-HA MEDI5::3HA::HIS3 // RPB1 2u LEU?2
Y6308 Rpbl-1 MATa ura3-52 his3-A200 trpl-463 leu2-Al rpbl-1 This work
Med15-HA MEDI15::3HA::HIS3 // 2u LEU2
Y6309 Rpbl MATa ura3-52 his3-A200 trpl-463 leu2-Al rpbl-1 This work
Med5-HA MEDS5::3HA::HIS3 // RPBI1 2u LEU?2
Y6310 Rpbl-1 MATa ura3-52 his3-A200 trp1-463 leu2-Al rpbl-1 This work
Med5-HA MEDS5::3HA::HIS3 // 2u LEU2
* Plasmid descriptions are separated from chromosomal genotype by //.
Table S2. Plasmids
Name Genotype Reference
Yep351 Amp 2uLEU2 (Hill et al. 1986)
pYeB-B220 Amp 2u LEU2 RPBI (Voutsina et al. 1999)

pVV208-MED17
pVV204-MED17
pVV204-med17-257
pVV204-med17-L546P
pVV204-med17-140
pVV204-med17-233

Amp CEN URA3 MEDI17
Amp CEN TRP1 MEDI17

Amp CEN TRPI medl7-L546P

Amp CEN TRPI med17-L520S, 1541K, E669G

Amp CEN TRPI medl7-M442L, Q444P
Amp CEN TRPI medl7-K3871, A450T, L674P

(Soutourina et al. 2011)
(Soutourina et al. 2011)
(Soutourina et al. 2011)
(Soutourina et al. 2011)
(Soutourina et al. 2011)
(Soutourina et al. 2011)

Table S3. Oligonucleotides

Name Forward Reverse
GALI P ACGCTTAACTGCTCATTGCT TGTTCGGAGCAGTGCGGCGC
GALI Ol AAAGAAACTTGCACCGGAAA GGCCCATATTCGCTTTAACA
GALI O2 ACATTTCCACACCCTGGAAC TTCTTCGCGAGAACAATTCA
IGV TTCATTTGCAATTTGCAGTTCA CAGCCAGGAAGAATCTCACAA
ADHI Pl ATAGGCGCATGCAACTTCTT CATCAGCTCTGGAACAACGA
ADHI P2 TTCCTTCATTCACGCACACT AGGGAACGAGAACAATGACG
ADHI O GGGTATTGACGGTGGTGAAG AAACGTTGATGACACCGTGA
PYKI Pl CGCACCGTCACAAAGTGTT TGGGAAGGAAAGGAAATCAC
PYKI P2 CCTTTCCTTCCCATATGATGC ACTTTGAAAGGGGACCATGA
PYKI O ATGGTTGCCAGAGGTGACTT TCTGGTTGGTCTTGGGTTGT
PMAI Pl AACAAACCCGGTCTCGAAG GAAGTGCCGCATTAGGAAAT
PMAI P2 GATGGTGGGTACCGCTTATG TTGGTGTTATAGGAAAGAAAGAGAAAA
PMAI O ATGGATCCACCAAGAGACGA TGTTGGTACCCAAACCCAAT
RPRI ATGGTACGCTGTGGTGCTC CCATAGGTGGGGATCCTTCT
tDNAMet GCTTCAGTAGCTCAGTAGGAA TGCTCCAGGGGAGGTTC
tDNAPhe GACGCTTGGACCATTTATAAAGCAC CCATAAGAGAAGGAGCAGTCAAGTTCA
58 TCGCGTATGGTCACCCACTAC GTTGCGGCCATATCTACCAGA
NTS2 CCGTTATTGGTAGGAGTGTGGTG ACGGAAATACGCTTCAGAGACC
35S8-P GTGTGAGGAAAAGTAGTTGGGAGGTA GACGAGGCCATTTACAAAAACATAAC
358-1430 GCGAACCAGGACTTTTACTTTGA AACAAAATAGAACCAAACGTCCTATTC
358-3551 GGTGGTAAATTCCATCTAAAGCTAAATATT CACGTACTTTTTCACTCTCTTTTCAAA
358-4925 GGAGGAGTTATCTTTTCTTCTTAACAGCT AAGGTGCTGGCCTCTTCCA
SCRI1-1 CCAGGACATCCATAGCTTGTG ATGAAAAGTTCCTGGCGATG
SCRI1-2 CATCGCCAGGAACTTTTCAT ACAGCCTAGCACAATTGGAA
SCR1-3 CTTTCTGGTGGGATGGGATA TTTACGACGGAGGAAAGACG
SCR1-4 GTCCTGGGCAGAGCTGTCT AAGGTGGAGCCCCTAAGGA
SCRI1-5 ACCGCTGTTAGGGGAGTTTT CCAAATTAAACCGCCGAAG
SCR1-6 CGGTGCCATCAGGATTTACT CTTCCAACATCCCTCATTGG
SCRI1-7 TTTTCGAATATAAATGACGATTGG TGTCGCTACTCACTCTACAACCA



TELIR GTGGAGTGGGGGAATGAGAC TCAACTACCCTCCCTCTCCAT

TELI2L XR ACCCCTAATCCAACCCTGAT GGGAGTGGTACGGTTGAATG
TELR YP2 GGTTGAACATCCGGGTAAGA CGGCTTTCTGACCGAAATTA
TELIR XCI1 ACGTGGTAGATGGGGATTGT CATCTATCCCCTGCCCAATA
TELIL XR AATCTAACCCTGGCCAACCT TGGTTCGGAGTGGTATGGTT
CLNI Pl ATTCCCTTGTTCGCAACACT CGCGGGGTTGTAGTAGGTAA
CLNI P2 GGTGCGAGTGCAGCAATTA AGCGAACGAAGAACTCCTTG
CLNI O GATGCCACAGTGGAAGAACA TTGCCAACAGCTCAGATCAA
TPII P TGGTGGAAGATTACCCGTTC CGAGGTGGTATCCGAGAGAA
TPII O TAACGTCGTTGTCGCTTACG CCAACTTGGAAGCCAAGAAC
PCLI Pl GGCTCTAGTGTTCTGCGAATG ACATTTCGAGTCGCTTTTGC
PCLI P2 CTACAAGGCTGTGGGCAGAT GGATGATTGCTGATGTACGC
PCLI O GCTGCCATCGCTAATGACTT AGAAAATGCGATGGATGGTC
PDRS5 P1 AAGACTGCCCCTCTCTTTCC ACGGAATCACGAGTCCAAAG
PDR5 P2 GTCACGCAAAGTTGCAAACA GTCTTTCGAACGAGCGGATA
PDR5 O CTCCAGGCTATGACCCAAAA GTTCTTCCAAGCGCAACCTA
SNQ2 P1 TCACCCCATTTGGAAAAGAA TAGTCATATGTGCGCGGAAC
SNQ2 P2 GCCCATTTCCGTTTAAATCC GAGGGAGGGGCACTACTCAT
SNQ2 O GTTCAGAGGCGATCAATGGT ATCGAAGGCAATTGGATCAT
RAD2 P AGTGGTGTGACCCCAATACC ATATGTGGCGGCATCTTTTC
RAD2 O TGAGTCTTCTAACGCGACGA TAAGGCAACCTTGCAGCTTT
ADRI P CCGGAATTTACCAACGAAGA GTTCACACAACGCAAGCACA
ADRI O TGCCAGCTGTGAGTGAATTG GCGTTTTCAGCGTCATCATA

Table S4. Mapped tag total numbers for ChIP-seq experiments

Sample Million of mapped tags*
Rad2 4.6
Medl15 (Mediator) 1.84
Med17 (Mediator) 3.38
Pol I 6.62
TBP 1.64
Kin28 (TFIIH kinase module) 2.8
Rad3 (core TFIIH) 4.54
Input 5.55
Untagged 1.65

* When multiple reads mapped to the same genomic position, a maximum of 5 duplicated reads were
considered to remove possible sequencing artefacts.
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Supplemental Figure legends

Figure S1. Coimmunoprecipitation of Mediator and Rad2 with IgG and untagged strain

controls.

Mediator was immunoprecipitated through Med17-Myc subunit with a-Myc antibody from

crude yeast extracts (Input, right panel) and analyzed by Western blotting with o-HA

antibody (ColIP) against Rad2 (left panel). The presence of HA- or Myc-tagged alleles is
indicated above each lane. IgG indicates control IP with IgG magnetic beads only. HA-RAD?2

strain was used as untagged control for immunoprecipitation with a-Myc antibody.

Figure S2. ChIP analysis of Rad2 occupancy on selected class II genes, class III genes,
telomeric regions and rDNA locus.

(A) Quantitative ChIP analysis of Rad2 occupancy on selected constitutively expressed class
IT genes. Two yeast strains carrying N-terminal (HA-Rad2) or C-terminal HA-tagged versions
of Rad2 (Rad2-HA) were grown in YPD medium at 30°C. Immunoprecipitated fragments
from ChIP experiments were amplified with primers corresponding to selected class II gene
promoters (P) or ORFs (O). A GALI ORF and a nontranscribed region on chromosome V
(IGV) were used as negative controls.

(B, C, D, E, F) Quantitative ChIP experiments were performed with a-HA antibody against
Rad2. Mean values and standard deviation (indicated by error bars) of three independent
experiments are shown. The yeast strain carrying N-terminal HA-tagged version of Rad2 was

grown in YPD medium at 30°C. Immunoprecipitated fragments from ChIP experiments were



amplified with primers corresponding to selected regions. Background is represented as a
dotted line. A GALI ORF (B, C, D, E) or the intergenic N7S2 region (F) were used as
negative controls.

(B) Quantitative ChIP analysis of Rad2 occupancy on selected class II gene promoters and
ORFs. Representative class II gene promoters (P) and ORFs (O) were selected for
conventional ChIP experiments based on genome-wide analyses.

(C) Rad2 enrichment on selected class III genes.

(D) Rad2 enrichment on the SCRI Pol Ill-transcribed gene. The location of the PCR
fragments amplified in ChIP analyses is indicated by gray and black lines. Black boxes
represent TATA, A and B boxes, and Terminator (T).

(E) Rad2 enrichment on selected telomeric regions.

(F) Rad2 enrichment on rDNA locus. Schematic organization of rDNA locus with 5§ and 35S
rDNA genes is shown. The location of the PCR fragments amplified in ChIP analyses is

indicated by black lines.

Figure S3. Genome-wide analysis of Rad2, Mediator, Pol II, TBP and TFIIH.

Examples of Rad2, Mediator, Pol 1I, TBP and TFIIH ChIP-seq enrichment profiles on
selected Pol Ill-transcribed genes. Densities of sequence tags were assessed from ChIP-seq
experiments performed with HA-Rad2, Med15-HA (Mediator), Med17-HA (Mediator), HA-
TBP, Rad3-HA (core TFIIH) and Kin28-HA (TFIIH kinase module) tagged strains with o.-
HA antibody. Pol II was immunoprecipitated using a-Rpbl antibody. ChIP-seq density
profiles are displayed using IGB yeast genome browser. Watson strand-transcribed genes are
colored in blue and Crick strand-transcribed genes are colored in green. Input DNA and DNA
from ChIP with untagged strain were used as negative controls. Densities of sequence tags

were displayed after subtraction of normalized control of untagged strain as described in



Materials and Methods.

Figure S4. Correlation of Medl17 ChIP-seq density with those of MedlS Mediator
subunit and Rad2.

(A) Rad2 ChIP-seq density versus Med17 Mediator subunit ChIP-seq density on total yeast
genome. Density of sequence tags in ChIP-seq experiments for Rad2 and Med17 has been
calculated for each 25-bp bin of yeast genome. Each point on the plot corresponds to one
genomic bin. The genomic bins located inside ORFs or class II promoter regions are indicated
in green and blue, respectively. Pol III-transcribed genes were excluded from this analysis.
(B) Rad2 ChIP-seq density versus Medl7 Mediator subunit ChIP-seq density on class II
promoter regions. Density of sequence tags in ChIP-seq experiments for Rad2 and Med17 has
been calculated for promoter region of each Pol Il-transcribed gene. Each point on the plot
corresponds to one promoter region. A linear regression for Rad2 ChIP-seq density versus
Med17 ChIP-seq density (red line) and a R correlation coefficient are indicated.

(C) Med17 Mediator subunit ChIP-seq density versus Medl5 Mediator subunit ChIP-seq
density on total yeast genome, as described in (A).

(D) Med17 ChIP-seq density versus Med15 ChIP-seq density on class II promoter regions, as

described in (B).

Figure S5. Correlation of Kin28 TFIIH subunit ChIP-seq density with those of Rad3
TFIIH subunit and Rad2.

(A) Kin28 TFIIH kinase subunit ChIP-seq density versus Rad3 core TFIIH subunit ChIP-seq
density on total yeast genome. Density of sequence tags in ChIP-seq experiments for two
TFIIH subunits (Kin28 and Rad3) has been calculated for each 25-bp bin of yeast genome.

Each point on the plot corresponds to one genomic bin. The genomic bins located inside



ORFs or class II promoter regions are indicated in green and blue, respectively. Pol III-
transcribed genes were excluded from this analysis.

(B) Kin28 ChIP-seq density versus Rad3 ChIP-seq density on class Il promoter regions.
Density of sequence tags in ChIP-seq experiments for two TFIIH subunits (Kin28 and Rad3)
has been calculated for promoter region of each Pol II-transcribed gene. Each point on the
plot corresponds to one promoter region. A linear regression for Kin28 ChIP-seq density
versus Rad3 ChIP-seq density (red line) and a R? correlation coefficient are indicated.

(C) Rad2 ChIP-seq density versus Kin28 TFIIH kinase subunit ChIP-seq density on total
yeast genome, as described in (A).

(D) Rad2 ChIP-seq density versus Kin28 ChIP-seq density on class Il promoter regions, as

described in (B).

Figure S6. Effect of rpbl-1 mutation on Rad2, Pol II and Mediator occupancies on
selected regions.

Quantitative ChIP assays were performed using a-HA antibody against HA-Rad2 (A), a-
Rpbl antibody (Pol II) (B) and a-HA antibody against HA-tagged Med17, Med15 and Med5
Mediator subunits (C, D, E). Cells were grown in selective SD medium complemented with
amino acids at 25°C and then shifted for 90 min at 37°C. Mean values and standard deviation
(indicated by error bars) of three independent experiments are shown. Immunoprecipitated
fragments from ChIP experiments were amplified with primers corresponding to selected
class II gene promoters (P) or ORFs (0O), or selected class III genes or telomeric regions. A
GALI ORF and a nontranscribed region on chromosome V (/GV) were used as negative

controls.
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Figure S7. Mediator and Pol II occupancies in rad2 deletion strain on selected regions.

Quantitative ChIP analysis of Mediator and Pol II occupancies under standard growth
conditions. rad?A and wild-type strains were grown in YPD medium at 30°C.
Immunoprecipitations were performed using a-HA antibody against Med17-HA (Mediator)
(A), Medl15-HA (Mediator) (B) and a-Rpbl antibody (Pol II) (C). Immunoprecipitated
fragments from Mediator ChIP experiments were amplified with primers corresponding to
selected class Il gene promoters (A, B). Immunoprecipitated fragments from Pol II ChIP
experiments were amplified with primers corresponding to selected class Il gene promoters
(P) or ORFs (O) (C). Mean values and standard deviation (indicated by error bars) of three

independent experiments are shown. A GALI ORF was used as a negative control.

Figure S8. Kinetics of galactose induction in rad2 deletion and wild-type strains.

rad2A and wild-type strains were grown in a raffinose-supplemented medium at 30°C, then
galactose was added and samples were collected for ChIP or quantitative RT-PCR
experiments at indicated time points upon galactose induction (0, 10, 20, 30 and 60 min).

(A) Quantitative ChIP analysis of Pol II occupancy was performed using a-Rpbl antibody.
Mean values and standard deviation (indicated by error bars) of three independent
experiments are shown. Immunoprecipitated fragments from ChIP experiments were
amplified with primers corresponding to GALI gene promoter (GALI P) or ORF (GALI Ol,
02). A nontranscribed region on chromosome V (/GV) was used as a negative control.

(B) GALI mRNA level was quantified by RT-qPCR and normalized to 255 rRNA, 78S rRNA
and SCRI levels. Values are expressed in arbitrary units representing a percentage of the
value in the wild-type strain. Mean values and standard deviation (indicated by error bars) of

three independent experiments are shown.
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Figure S9. Growth phenotypes of rad2 deletion strains.

Wild-type and isogenic rad?2 deletion strains in BY4741 and YPH499 contexts were serially
diluted, spotted on indicated agar plates, and incubated for 3 days at 30°C. For UV-sensitivity
assays, cells were treated or not with 40J/m” of UV (UV Stratalinker 1800). Rich media
supplemented with 2 or 0.05% glucose (YPD and YPD 0.05%, respectively), 1 or 2% ethanol
(YPE 1% and 2%, respectively), 2% galactose (YPGal) or 2% glycerol (YPG), YPD medium
containing indicated concentrations of cycloheximide (CHX) or ketoconazole (KET), minimal
SC medium containing indicated concentrations of mycophenolic acid (MPA), SD medium
supplemented with casamino acids, adenine and tryptophan (uracil-lacking CAW medium)
containing indicated concentrations of 6-azauracil were used. The only observed phenotype of

rad? deletion strains (UV sensitivity) is highlighted in red.

Figure S10. Growth of med!7 mutants after UV treatment.
UV sensitivity of medl7 mutants was assayed in a context where both NER pathways, GGR
and TCR, were functional. Cells were serially diluted, spotted on YPD agar plates, treated or

not with indicated doses of UV (UV Stratalinker 1800), and incubated for 3 days at 30°C.

Figure S11. Epistatic analysis of med17 mutants with a TCR-deficient mutant (rad26A).
UV sensitivity of medl7 mutants was assayed in a context where the TCR pathway was

deficient. Cells were serially diluted, spotted on YPD agar plates, treated or not with indicated

doses of UV (UV Stratalinker 1800), and incubated for 3 days at 30°C.

Figure S12. Effects of UV-sensitive medl7 mutants on Rad2, Pol II and Mediator

occupancies, and on Rad2-Mediator interaction.
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(A, B, C) Quantitative ChIP analysis of Rad2, Pol II and Mediator occupancies on selected
regions. ChIP assays were performed using a-HA antibody against HA-Rad2 (A), a-Rpbl
antibody (Pol II) (B), and a-HA antibody against Med5-HA (Mediator) (C). Cells were
grown in YPD medium at 30°C and then shifted for 45 min at 37°C. Immunoprecipitated
fragments from ChIP experiments were amplified with primers corresponding to selected
class II gene promoters (P) or ORFs (O), to a selected class Il gene and a telomeric region.
Mean values and standard deviation (indicated by error bars) of three independent
experiments are shown. A GALI ORF and a nontranscribed region on chromosome V (/GV)
were used as negative controls.

(D) Coimmunoprecipitation of Mediator and Rad2. Mediator was immunoprecipitated
through Med5-Myc subunit with a-Myc antibody from crude extracts (Input, right panel) and
analyzed by Western blotting with a-HA antibody (ColP) against Rad2 (left panel). IgG

indicates control IP with IgG magnetic beads only.
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I. OBTENTION D'UNE COLLECTION DE MUTANTS

THERMOSENSIBLES

Le Médiateur de S. cerevisiae possede 10 sous-unités essentielles. Notre but est d’étudier le
réle de chacune d’entre elles en utilisant la méthodologie mise au point pour I'étude de Med11.
Une collection de mutants thermosensibles a déja été obtenue pour les sous-unités Med7,
Med10, Med11, Med14, Med17 et Med21, en collaboration avec le laboratoire de L. Kuras. La
construction est en cours pour les sous-unités Med4, Med6, Med8 et Med22 restantes. Dans le
cas de mutants multiples, les mutations ont été séparées afin d’obtenir des mutants ponctuels
dont le phénotype a ensuite été vérifié, ceux présentant un phénotype ts étant alors rajoutés a la
collection. L’étude des sous-unités Med7 et Med10 du module du milieu est en cours et nous
avons montré que certaines mutations de Med7 entrainent divers défauts d’interactions du
Médiateur avec ses partenaires (thése de Thomas Eychenne, résultats non publiés). Nous
espérons que l'étude des différentes sous-unités essentielles du Médiateur nous permettra de
définir de nouvelles interactions de ce complexe avec les composants de la machinerie de base de
la transcription et ainsi d’élucider les fonctions du Médiateur dans la régulation de la

transcription.

Au cours de ma thése, j'ai appliqué cette méthodologie a I'étude de la sous-unité Med17
(anciennement Srb4). Plusieurs contacts de cette sous-unité avec différents complexes nucléaires
ont déja été mis en évidence, notamment avec Med11, qui appartient également au module de
téte du Médiateur (Guglielmi et al., 2004) ; Rad2, une endonucléase qui intervient dans la
réparation de I’ADN par le systeme NER (Eyboulet et al., 2013) (cf. Ill.) et avec la Pol Il (Soutourina
et al., 2011). Med17 joue également un role important au sein du module de téte puisque dans le
mutant srb4-138ts le complexe Médiateur est totalement dissocié, aboutissant a une diminution

de la transcription de I’ensemble des genes de S. cerevisiae.

La mutagénése aléatoire de cette sous-unité puis la séparation des mutations multiples pour
obtenir des mutants ponctuels par mutagénese dirigée, a permis d’obtenir une collection de 29
mutants ts. Des tests de croissance a 30 et 37°C nous ont permis de caractériser leurs phénotypes.
La majorité ne présente qu’un faible défaut de croissance a 30°C, sauf les mutants med17-68,
med17-208 et med17-327 dont la croissance est fortement ralentie a 30°C et qui sont létaux a
37°C. l'ajout d’une étiquette HA sur la sous-unité Med8 est Iétal dans les mutants med17-68 et
med17-208. Dans la souche med17-327, nos analyses par co-IP ont révélé une diminution ou une

perte d’interaction entre plusieurs sous-unités du module de téte.
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Une co-létalité avec la mutation rpb3-2, et une forte diminution de I'occupation de la Pol Il
sur I’ADN, est observée dans cing mutants de Med17 dont les 3 décrits ci-dessus (Soutourina et
al., 2011). L’'ensemble des résultats de cette étude a permis de conclure a I'importance du contact

entre Med17 et Rpb3 dans le recrutement de la Pol Il in vivo.

Ces travaux démontrent que I'étude des mutants de Med17, et par extension, des mutants
des autres protéines essentielles du Médiateur, peut aider a décrypter le fonctionnement de ce
complexe dans divers processus. Les deux articles présentés dans ce manuscrit en illustrent deux

exemples.

II. ROLE DU MEDIATEUR DANS LA MISE EN PLACE DU PIC IN

VIvVO

La majorité des mutants med17ts obtenus conserve un complexe Médiateur intact. L’analyse
par ChIP de 6 d’entre eux, dans lesquels le Médiateur conserve sa capacité a lier I’ADN, a révélé

de nouveaux réles pour ce complexe dans la mise en place du PIC.

Les mutants med17-98 et med17-670 présentent un défaut d’occupation de la Pol Il et du
module coeur de TFIIH, sans que I'occupation de la TBP soit affectée. Ces deux mutants, bien que
trés similaires au niveau des effets sur les composants du PIC observés par ChIP, ont des
phénotypes a 37°C bien différents, avec une croissance plus ralentie pour le mutant med17-98.
Les défauts observés dans ce mutant augmentent avec le temps de croissance a température
restrictive (37°C), comme le démontrent les résultats de RT-PCR et les analyses de la composition
du PIC réalisées par ChIP apres différents temps d’incubation a 37°C (90 et 180 min). A l'inverse,
dans les mutants med17-444 et med17-546, I'occupation du cceur de TFIIH est inchangée, ou
faiblement affectée, tandis que celle de la TBP est nettement diminuée, suggérant un réle pour le
Médiateur dans le recrutement de ce facteur. Les ChIP réalisées sur le gene GAL1 apres induction
par le galactose confirment que le recrutement de la TBP peut étre affecté, indépendamment des
autres facteurs et que ce défaut ne provient pas d’une diminution du recrutement du Médiateur
lui-méme. Une cinétique d’induction du gene GAL1 en présence de galactose, notamment pour le
mutant med17-444, pourrait permettre de mieux détailler le mode de recrutement de la TBP par
le Médiateur. Les mutants med17-257, med17-326 et med17-504 sont plus « classiques »
puisqu’ils présentent un défaut d’occupation de tous les facteurs étudiés, a I'exception du

Médiateur lui-méme.

De maniére tout a fait inattendue, I'étude des mutants med17-98 et med17-670 montre que

le module kinase peut étre présent sur I’ADN en |'absence du module de coeur de TFIIH. Cette

236



observation est confirmée par I'analyse du recrutement des éléments du PIC sur GALI apres
induction par le galactose chez ce mutant qui montre un défaut de recrutement du module de
cceur de TFIIH mais pas du module kinase. Il serait intéressant d’analyser plus en détail cette
particularité des mutants med17-98 et med17-670 en recherchant des interactions entre le

module kinase de TFIIH et les différents composants du PIC.

Ces résultats permettent de compléter le schéma de mise en place du PIC proposé par C.
Esnault et al., en rajoutant la TBP qui peut donc, d’aprés nos résultats, étre recrutée
indépendamment des autres facteurs, et TFIIK qui peut étre présent en absence du module coeur
de TFIIH (Figure 27). Dans ce modele, le Médiateur lie la région régulatrice en amont des génes
en interagissant avec les activateurs spécifiques. Puis il favorise indépendamment I'occupation de
la Pol I, des modules cceur et kinase de TFIIH, de la TBP et de TFIIE. Le Médiateur stimule donc la

transcription en influencant la mise en place du PIC.

/

Mediator Med17 /1

Med11

A

Figure 27 : Modeéle de I’assemblage du PIC in vivo (figure modifiée d’aprés Esnault et al., 2008,
complété d’aprés Soutourina et al., 2011 et I’étude des mutants med17ts (Article 1)).

Les intermédiaires qui ont été observés sont représentés par des couleurs pleines. Ceux qui
sont déduits des intermédiaires observés et d'expériences rapportées dans la littérature, sont
indiqués par des couleurs translucides. Les nouveaux intermédiaires, suggérés par |’étude des
mutants de Med17 sont indiqués en rouge.
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Une analyse a I'échelle du génome de S. cerevisiae par ChIP-seq nous a permis de confirmer
que le Médiateur se lie préférentiellement sur les régions régulatrices, en amont des GTFs et de la
Pol Il. Cette derniere est essentiellement détectée sur les ORFs, contrairement a ce qui est
observé chez les mammiferes ol I'existence d’une pause a proximité du promoteur la fait
s’accumuler au niveau du TSS. Cette analyse a grande échelle a également permis de déterminer
qgue les effets des mutations de Med17 sur I'occupation des divers composants du PIC, mis en
évidence par ChIP, sont essentiellement globaux. La majorité des régions présentant un effet
spécifique correspondent a des génes codants des protéines de choc thermique (HSP) ou d’autres

protéines de réponse au stress, ce qui n’est pas étonnant quand on étudie des mutants ts.

La liaison des activateurs sur I'UAS, situé en amont du promoteur, est la premiére étape
d'activation de la transcription. Une grande quantité de données est disponible chez S. cerevisiae
concernant le site de fixation de la plupart des activateurs et leur réseau d’interaction avec

d’autres régulateurs (http://www.yeastract.com/). Ainsi, en étudiant le mode d’assemblage du

PIC sur les génes régulés par les mémes types d’activateurs, nous pourrons déterminer si la
combinaison de certains activateurs promeut une séquence d’assemblage du PIC particuliére. Or
nos analyses par ChIP-seq nous ont permis de détecter quelques cas d’effets spécifiques sur des
geénes n’intervenant pas dans la réponse au stress thermique. Si d’autres genes régulés par les
mémes activateurs présentent le méme effet, cela pourrait permettre de décrypter des

mécanismes de régulation par le Médiateur activateur-spécifiques.

Chez la levure, ~20% des génes contiennent une boite TATA canonique (Basehoar et al.,
2004). Ces genes sont majoritairement dépendants de SAGA pour leur activation, tandis que les
génes n’en contenant pas dépendent plutot de TFIID. Les travaux du laboratoire de F. Pugh ont
permis de décrire la présence ou I'absence de boite TATA canonique de la majorité des génes de
S. cerevisiae (Basehoar et al., 2004; Rhee and Pugh, 2012). A partir de ces annotations, et en
utilisant nos données de ChIP-seq, il serait intéressant de regarder les conséquences des
mutations med17ts sur la composition du PIC sur ces deux types de promoteurs. Si les
compositions different, nous pourrons montrer que le Médiateur coordonne la mise en place du
PIC différemment selon que le géne dépend de SAGA ou de TFIID pour son activation. Afin de
confirmer ces résultats, nous pourrons alors analyser par ChIP le recrutement de sous-unités

spécifiques a SAGA ou a TFIID chez les différents mutants.

Le Médiateur coordonne la mise en place du PIC sur le promoteur, cependant nous ne savons
pas dans quelle mesure ce complexe participe a la sélection du site d’initiation de la transcription.
Afin de répondre a cette question, nous pourrions regarder la localisation des composants du PIC

par rapport au TSS dans nos mutants de Med17. Cependant, la résolution actuelle de nos données
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de ChIP-seq ne nous permet pas de détecter des décalages de I'ordre de quelques nucléotides.
Afin de gagner en résolution, nous pourrions mettre en place des expériences de ChIP-exo, qui
consistent en I'ajout d’une étape de digestion par une exonucléase qui va digérer I'extrémité des
fragments d’ADN non protégés par la protéine d’intérét, et ainsi permettre de détecter
I'emplacement exact de cette derniere sur '’ADN. Cette analyse pourrait notamment étre
effectuée en premier sur le facteur TFIIB, dont on sait qu’il intervient dans la sélection du TSS

(Chen and Hampsey, 2004).

Afin d’expliquer les défauts d’occupation observés par ChIP, nous avons regardé par co-IP si
I'interaction entre le Médiateur et les différents composants du PIC est conservée. Nous avons
déja pu montrer que l'interaction avec la Pol Il est conservée dans les mutants med17-98, med17-
444 et med17-670. Le mutant med17-504, quant a lui, présente une diminution de I'interaction
entre Medl17 et Rpb3 qui pourrait expliquer la diminution d’occupation de I'ensemble des
facteurs étudiés par ChIP. L’analyse de I'interaction du Médiateur avec les GTFs est en cours. Si les
résultats s’averent corrélés, ceci permettra de faire de nouvelles hypothéses mécanistiques quant

au role de Med17 dans l'initiation de la transcription.

A med17-98 (L86Q, E186G, E448Q) med17-504 (M504P)

med17-444 (Q444P) E448 med17-670 (V670E) M504
Qaas

B E448 M504

Figure 28 : Localisation des mutations portées par les mutants de Med17 sur la structure du
module de téte du Médiateur (Lariviére et al., 2012a).

(A) Représentation en rubans du module de téte du Médiateur.

(B) Représentation de la surface du module de téte du Médiateur.
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La résolution actuelle de la structure du module de téte ne nous permet par de placer toutes
les mutations portées par les mutants med17-98, med17-444, med17-504 et med17-670.
Cependant, on constate que celles que nous avons pu placer sont situées a la surface ou proches
de la surface du complexe, probablement en contact avec d’autres protéines (Figure 28). A
I'avenir, il serait intéressant de disposer d’une structure du Médiateur plus détaillées et
notamment en interaction avec ses partenaires afin de pouvoir prédire les pertes d’interactions

possibles en fonction de la localisation des mutations.

Des expériences de mise en place du PIC in vitro ont montré que le premier cycle de la
transcription d’un gene est plus lent que les cycles suivants. La rapidité de réinitiation est obtenue
par I'existence d’un échafaudage (« scaffold ») de complexes constitué de TFIIA, TFIID, TFIIH, TFIIE
et le Médiateur, qui restent associés au promoteur aprés la premiére initiation (Liu et al., 2004;
Yudkovsky et al., 2000). Cependant, il est important de noter que ce complexe n’a pas encore été
identifié in vivo. Afin de disséquer plus en détail plusieurs aspects du cycle de transcription,
notamment la réinitiation, des expériences de mise en place du PIC in vitro, sur matrice
immobilisée sont en cours de réalisation selon le protocole établit par le laboratoire de S. Hahn.
(Ranish et al., 1999; Yudkovsky et al., 2000). La formation du PIC est observée en incubant un
extrait de la souche sauvage ou mutante avec la matrice immobilisée et les différents activateurs.
Aprés 2 minutes, la réaction est arrétée pour analyser seulement la premiére initiation. Pour la
réinitiation, la réaction n’est arrétée qu’aprés 10 minutes de transcription. L'incorporation des
GTFs au sein du PIC est ensuite vérifiée par Western Blot. Nous avons également commencé a
mettre en place une analyse par spectrométrie de masse, afin de gagner en rapidité et en
précision. En réalisant cette analyse sur les mutants ayant des effets différentiels sur la mise en
place du PIC in vivo, nous devrions parvenir a la caractérisation compléte de la fonction du
Médiateur dans ce processus. Nous espérons notamment mettre en évidence des mutants
n’affectant que la premiere initiation de la transcription, ou, au contraire, des mutants n’affectant
que la réinitiation de la transcription, sans affecter la premiére initiation. Ces mutants de
recyclage n’ont encore jamais été isolés, I'étude de leur phénotype pourrait permettre d’adresser

I'importance du recyclage in vivo.

A terme, cette étude sera étendue a toutes les sous-unités essentielles du Médiateur.
L’association des méthodes d’analyse in vivo et in vitro permettra une compréhension détaillée
des mécanismes par lesquels ces protéines contribuent au processus d’activation de la

transcription.
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III. ROLE DU MEDIATEUR DANS LA REPARATION COUPLEE A

LA TRANSCRIPTION

L'étude du réseau d’interactions existant entre les sous-unités du Médiateur Medll et
Med17, la protéine Rad3 du complexe TFIIH, qui intervient a la fois dans la transcription et la
réparation, et la protéine Rad2/XPG, impliquée dans le mécanisme de réparation par excision de
nucléotides (NER), est d’un intérét primordial pour comprendre le lien existant entre la

réparation et la transcription.

Des expériences de co-IP nous ont tout d’abord permis de confirmer l'interaction entre
Med17 et Rad2 détectée par double hybride. Plusieurs arguments suggérent que ce contact serait
direct, notamment le fait qu’il soit affecté par des mutations de Med17. Par la suite, nous
souhaitons préciser le ou les domaines de liaison de Med17 sur Rad2 par des expériences de
double-hybride chez la levure. Ceux de TFIIH étant déja connus, ces travaux permettront
d’apporter de nouvelles informations utiles a la compréhension du réseau d’interactions existant

entre TFIIH, Rad2 et le Médiateur.

Chez I’'homme, XPG est associé au promoteur de génes dépendants des récepteurs nucléaires
méme en I'absence de stress génotoxique (Le May et al., 2010). Cependant, aucune donnée de
localisation de XPG sur I'ensemble du génome n’était jusqu’alors disponible, que ce soit chez
I’'homme ou chez la levure. C’est pourquoi nous avons mis en place une analyse par ChlP-on-chip
puis ChlP-seq afin de déterminer les sites de fixation de Rad2 sur le génome de S. cerevisiae. Nos
résultats révelent une distribution trés complexe de ce facteur, présent a la fois sur les régions
promotrices et les ORFs des genes de classe || mais également sur les génes de classe | et Ill et les

régions télomériques.

Le Médiateur et Rad2 interagissent tous deux avec la Pol Il, le principal composant de la
machinerie de transcription, mais également le premier complexe a reconnaitre les dommages de
I’ADN dans la voie TCR du systeme NER. Nos analyses par ChIP-seq révelent que le Médiateur et
Rad2 sont tous deux présents sur les régions promotrices des génes de classe Il et présentent des
profils d’occupation fortement corrélés (R?=0.75) confirmant I'existence d’un lien fonctionnel
entre ces deux facteurs. Rad2 est également présent sur les ORFs des genes de classe Il et son
interaction avec la Pol Il ne suffit pas a expliquer cette observation puisque la corrélation entre
Rad2 et la Pol Il sur ces régions est trés modeste. Une autre explication serait que le Médiateur
influence également la présence de Rad2 sur les ORFs. Cependant, I'occupation des ORFs par le
Médiateur, bien que décrite dans certaines publications, représenterait des régions fortement

exprimées, enrichies de fagon non spécifique méme dans les contréles de ChIP (Park et al., 2013;
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Teytelman et al.,, 2013). A ce niveau, nous suggérons donc que le Médiateur permet le
recrutement de Rad2 sur le promoteur et que la présence de ce dernier facteur également sur les
ORFs est liée a son interaction avec la Pol Il et a d’autres mécanismes que nous n’avons pas

encore mis en évidence.

Nous n’avons pas mis en évidence de défaut de croissance ou de défaut de transcription chez
les mutants rad2A4 et n’avons donc pas pu conclure a un role pour Rad2 dans la transcription tel
gu’il 'avait été suggéré par Lee et al. (2002). Par contre, en mettant a profit notre collection de
mutants med17ts, nous avons montré que, dans un contexte rad74 ou la voie GGR est déficiente,
les mutations de Med17 conduisent a une sensibilité aux UVs. Ce phénotype n’est pas une
conséquence d’un défaut de transcription puisqu’il n’est pas observé dans un contexte ou les
deux voies NER sont fonctionnelles. De plus, dans ces mutants, nous avons observé un défaut
d’interaction entre Med17 et Rad2, et une diminution de 'occupation de Rad2 sur I’ADN sans
défaut d’occupation du Médiateur. Ainsi, nous appuyons notre hypothese selon laquelle
I'interaction entre Med17 et Rad2 serait importante pour le recrutement de Rad2 sur I’ADN et
donc que le Médiateur intervient a la fois dans la transcription et dans la réparation de I’ADN.
TFIIH jouant également un role dans les deux processus, et interagissant a la fois avec Rad2 et le
Médiateur, il serait intéressant d’explorer plus en détail le lien fonctionnel existant entre ces trois
protéines. Nous pourrons commencer par déterminer si les contacts avec TFIIH sont conservés en
présence de mutations du Médiateur ou de TFIIH. Puis, nous pourrons vérifier la présence de ces
différents facteurs sur ’ADN aprés un stress génotoxique, dans différents contextes génétiques
afin d’émettre des hypothéses quant a leur mode de recrutement. Pour ce faire nous pourrons
mettre en place des expériences de CPD-ChIP qui consistent, aprés un stress UV, a
immunoprécipiter les facteurs de la réparation, puis ’ADN contenant des lésions CPD a l'aide
d’anticorps anti-CPD. Cette technique permet ainsi de déterminer spécifiquement la fixation des

protéines sur les régions d’ADN endommagées.

Nos analyses par ChlP-on-chip ont révélé que Rad2 est présent sur les régions télomériques.
Récemment deux études ont montré que le Médiateur s’associe également aux téloméres pour
influencer le « silencing » et la maintenance de I’"hétérochromatine, régulant ainsi la durée de vie
des cellules (Peng and Zhou, 2012; Zhu et al., 2011b). Nous souhaitons maintenant vérifier si la
fonction du Médiateur sur les télomeres est liée a Rad2. Pour ce faire, nous nous proposons
d’analyser I'occupation sur les télomeres du Médiateur dans un contexte rad2A et de Rad2 dans
des contextes med17ts. Nous étudierons également |'effet d’une délétion de Rad2 sur la longueur

des télomeres et sur le « silencing ».
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A terme, nous prévoyons que I'étude du lien fonctionnel entre le Médiateur, Rad2 et Rad3
nous permettra de décrypter les mécanismes du couplage de la transcription et de la réparation

de I’ADN in vivo.

IV. CONSERVATION DES FONCTIONS DU MEDIATEUR CHEZ LES

MAMMIFERES

Etant donné son réle central dans I'activation de la transcription, le Médiateur est impliqué
dans de nombreuses pathologies humaines et notamment dans différents types de cancers.
L’étude du Médiateur est donc indispensable afin de décrypter les mécanismes pouvant mener a

ces diverses pathologies et pouvoir les traiter.

Bien que les séquences primaires des sous-unités du Médiateur ne soient pas trés conservées
chez les eucaryotes, les programmes de prédiction des structures secondaires suggérent une
conservation bien plus importante a ce niveau. Des alignements de séquences basés sur ces
structures secondaires ont permis de définir des motifs conservés de la levure a I'"homme
(Bourbon, 2008). La majorité des mutants ts de Med17, mais également des autres sous-unités
étudiées notamment Med10 et Med7, posseédent au moins une mutation dans un de ces motifs

conservé (Figure 29).
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Figure 29 : Localisation des mutations de Med17 sur I'alignement des séquences de I’lhomme
et de la levure (modifié d’aprés Bourbon, 2008)
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Nous allons donc pouvoir bénéficier de cette conservation des séquences et transposer les
mutations ts de la levure dans des cellules HelLa pour explorer la fonction du Médiateur chez
I’'homme. L'effet des mutations sur la prolifération et la survie cellulaire sera analysé en premier
lieu. Puis, nous réaliserons des expériences de ChIP et ChIP-seq pour étudier I'impact des
mutations sur I'assemblage du PIC et la transcription. Nous serons ainsi en mesure d’adresser la
conservation des fonctions du Médiateur de la levure a ’homme. Cette étude ouvrira également
la possibilité de répondre aux questions supplémentaires concernant le réle du Médiateur dans la

dérégulation globale de I’expression des genes qui est une caractéristique majeure des cancers.

Nous avons déja tiré profit de la conservation des séquences de Med17 entre la levure et
I'homme pour transposer dans notre modele d’étude la mutation responsable de I'atrophie
cérébrale infantile L371P (Kaufmann et al., 2010). L’analyse de ce mutant (M504P), qui donne un
phénotype ts chez S. cerevisiae, a mis en évidence une diminution de l'interaction entre le
Médiateur et la Pol Il qui pourrait étre a I'origine du défaut d’occupation des composants du PIC
observé par ChIP et ChIP-seq. L'analyse de l'interaction avec les autres partenaires du Médiateur,
et leur conservation dans les cellules humaines, permettra d’en apprendre davantage sur les

mécanismes moléculaires a I'origine de la pathologie observée chez ’lhomme.

Le Médiateur et la protéine de réparation Rad2/XPG étant conservés de la levure a ’'homme,
nous avons voulu vérifier si l'interaction entre ces deux facteurs, détectée chez S. cerevisiae,
existe aussi dans les cellules humaines. Des expériences de co-IP réalisées a partir d’extraits bruts
de cellules Hela nous ont permis d’observer un contact entre le Médiateur et XPG. Nous allons
par la suite vérifier si le lien entre le Médiateur et la réparation, que nous venons de mettre en

lumiére, existe également chez ’homme.

Les mutations responsables des syndromes XP et XP/CS sont bien caractérisées (Figure 30).
Nous allons regarder par co-IP si le contact entre le Médiateur et XPG est conservé dans les
cellules de fibroblastes primaires issues de ces patients. Nous nous attendons, par exemple, a ce
gue les mutations de troncatures conduisent a une perte d’interaction entre ces deux protéines.
Cela nous apportera des informations importantes pour mieux comprendre les mécanismes

moléculaires complexes a I'origine de ces pathologies.
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Figure 30 : Mutations de XPG chez les
patients XP et XP/CS (Scharer, 2008).
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XPG.

A la suite de nos travaux, nous serons en mesure de proposer des mécanismes permettant

de mieux comprendre comment des défauts du Meédiateur peuvent mener a certaines

pathologies. L'étude des différents rbéles du Médiateur dans des processus tels que la

transcription ou la réparation nous permettra également d’appréhender comment ils sont

coordonnés au sein de la cellule. La compréhension des mécanismes d’activation de la

transcription pourrait permettre de proposer d’éventuelles cibles thérapeutiques pour traiter le

cancer notamment en inhibant certaines interactions protéine-protéine que nous aurons mises en

évidence. L’étude des mécanismes moléculaires du réle du Médiateur dans la réparation de I’ADN

pourra aussi nous permettre de mieux comprendre 'origine et les symptomes des pathologies

XPG et XPG/CS.
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CHAPITRE I : CHIP-SEQ

L'immunoprécipitation de chromatine (ChIP) est la technique de choix pour étudier la
distribution, in vivo, des protéines sur le génome. Cette technique consiste en une premiere étape
de fixation au formaldéhyde (pontage) qui va permettre de former des liaisons covalentes entre
les protéines et ’ADN. La chromatine est ensuite préparée et fragmentée jusqu’a I'obtention de
fragments de taille comprise entre 0,2 et 1 kb. Les protéines liées a I'ADN sont ensuite
immunoprécipitées en utilisant un anticorps spécifique dirigé contre la protéine d’intérét. Aprés
réversion du pontage ADN-protéine, ’ADN immunoprécipité est purifié. Les fragments issus du
ChIP peuvent ensuite étre analysés par gPCR ou a I’échelle du génome par hybridation sur puce a
ADN (ChIP-on-chip) ou séquencage a haut débit (ChIP-seq). La technique du ChlIP-seq vient peu a
peu remplacer son prédécesseur, le ChlP-on-chip, car elle présente de nombreux avantages sur
cette derniére : meilleure résolution (localisation plus précise des sites de liaison), meilleure

couverture du génome et meilleur rapport signal / bruit de fond.

I. PRINCIPE

Pour ce projet, les échantillons de ChIP ont été séquencés sur 2 types de séquenceurs :
« GAIIX Genome Analyser » ou « HiSeq 2000 » en suivant la procédure recommandée par le
fabriquant (Illumina). Chez lllumina, I'amplification est réalisée sur une cellule micro-fluidique
(« flow-cell »). Des adaptateurs sont ligués aux extrémités des matrices ADN avant leur
dénaturation. Ces adaptateurs vont ensuite se fixer de maniére covalente sur la « flow-cell » et
permettre a I’ADN de s’hybrider sur le support. Plusieurs étapes d’extension et dénaturation vont
aboutir a la création d’une population de matrices identiques, regroupées physiquement sur la
« flow-cell », formant des colonies (« clusters »). Une amorce peut ensuite s’hybrider aux
extrémités 3’ de ces matrices pour |'étape du séquencage. Une ADN polymérase liée a la matrice
ajoute un seul nucléotide complémentaire de la base de ’ADN matrice. Ce nucléotide est lié a un
fluorophore qui va permettre son identification et a un terminateur, qui empéche l'incorporation
du nucléotide suivant. Apres capture de I'image fluorescente, le fluorophore et le terminateur
sont éliminés, un nouveau nucléotide est ajouté et le cycle reprend de la méme fagon jusqu’a ce

que la taille de lecture demandée (généralement 50 nucléotides) ait été atteinte.
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II. SCHEMA EXPERIMENTAL

Cette partie sera consacrée a la description de la méthode du ChlIP-seq suivie durant ce
projet (Figure 31). Seules les étapes nécessitant une attention particuliere seront exposées ici,

pour le protocole détaillé de la technique de ChlIP, se référer aux annexes a la fin de ce manuscrit.
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1. Fragmentation de la chromatine

Initialement, les échantillons de ChIP ont été préparés en vue d'une analyse gPCR
uniquement. Nous avons donc suivi le protocole mis en place dans notre laboratoire et effectué 3
cycles de 40s de sonication a la sonde (Vibra-Cell™, Sonics®) pour obtenir des fragments d’une
taille moyenne de ~400 pb. Lorsque nous avons décidé de passer a I'analyse de I'ensemble du
génome par ChlIP-seq, il nous a fallu fragmenter de nouveau la chromatine pour atteindre la taille

moyenne de 200 pb requise pour le séquengage.

L’ajout de cycles a la sonde classique ne nous ayant pas permis de diminuer davantage la

taille des fragments, nous avons décidé d’ajouter une étape de fragmentation au Biorupteur
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(Bioruptor® UCD-200, Diagenode). Aprés avoir testé différentes conditions, nous sommes
parvenus a une taille moyenne des fragments de ~200 pb (Figure 32) grace au protocole suivant :
- 3 x40s avec intervalles de 20s a la sonde classique. Pulse, 60% du cycle actif, puissance 4.

- Séparation des échantillons en plusieurs tubes pour avoir au maximum 300 pL par tube de 2 mL.
- 6 x 30s avec intervalles de 30s au Biorupteur. Puissance moyenne. Au bout de 3 cycles, le bac est

refroidi par ajout de glace pendant quelques minutes avant d’effectuer les 3 cycles suivants.

Figure 32 : Taille des fragments obtenus aprés sonication.

Visualisation sur gel d’agarose des fragments de
chromatine apres fragmentation en utilisant la sonde
classique puis le Biorupteur.

2. Controles utilises en ChIP-seq

La ChIP consiste en un enrichissement, et non pas en une purification des sites liés par un
facteur. Selon la taille du génome de I'organisme étudié, et la protéine immunoprécipitée, une
fraction plus ou moins importante des fragments d’ADN, et donc des lectures, se trouvera dans le
bruit de fond, le reste constituant les fragments spécifiques. C'est pourquoi pour définir un
enrichissement dans un échantillon de ChlIP, il faut effectuer une comparaison avec un échantillon
contrdle. Deux types de contrdles sont communément utilisés dans les expériences de ChlIP :
I’« Input » constitué de I’ADN total, fragmenté, avant immunoprécipitation et la « mock IP », une
IP réalisée sans anticorps ou avec un anticorps non-spécifique ou avec un anticorps dirigé contre

une étiquette sur une souche non étiquetée.

Le contrdle de type « Input » est utilisé dans la plupart des analyses ChlIP-seq. Il permet de
déterminer les zones enrichies de fagcon non-spécifique, résultant par exemple des variations
d’amplification lors de la préparation des banques ou des biais de séquencage. Ce contréle positif
a été utilisé pour identifier les régions significativement enrichies dans nos échantillons de ChIP

(cf. Chapitre II. 11.5).

Le controle de type « mock IP » ne permet d’immunoprécipiter que trés peu d’ADN,
conduisant a des variations entre les controles eux-mémes. Cependant, il permet de mettre en

évidence les enrichissements non spécifiques pouvant apparaitre durant [|'étape
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d’'immunoprécipitation du fait de régions plus accessibles aux anticorps. Dans ce projet, nous
avons utilisé deux contréles négatifs :

- IP NT = IP avec un anticorps anti-HA sur une souche non étiquetée HA.

-1GG =IP avec des billes nues, sans ajout d’anticorps.

Nous reviendrons sur l'intérét de ces contrbles dans le chapitre consacré aux analyses bio-

informatiques (cf. Chapitre I1. V.).

3. Quantification de ’'ADN

Pour la construction des banques pour le séquencage, la quantité minimum d’ADN requise
par les plateformes est généralement de 10 ng. Aprés dosage de ’ADN (Quant-it™ Picogreen®,
Life Technologies™), nous avons réalisé que nos échantillons de ChIP contenaient trés peu de
matériel. Nous avons donc décidé de regrouper plusieurs échantillons (regroupement de 4 a 6 IPs)
pour essayer d’atteindre la quantité d’ADN requise par la plateforme. Nous avons ensuite ajouté
une étape d’évaporation au lyophilisateur (Speedvac™, Savant™) pendant 30min a 1h suivant le
volume a évaporer. Une fois atteint un volume < 30 pL, nous avons complété chaque échantillon

avec le volume d’eau nécessaire pour atteindre 30 pL.

Malgré le regroupement de plusieurs IPs effectué, il nous a été tres difficile de dépasser les 5
ng de matériel par échantillon. Quelques cycles de PCR supplémentaires ont donc été effectués
par la plateforme au moment de la construction des banques pour augmenter la quantité d’ADN.
Aprés cette étape, les quantités de matériel restaient tres faible et a I'issu de la préparation des
banques, celles-ci étaient contaminées par des diméres d’adaptateurs. Un traitement
supplémentaire par purification sur colonne a donc été réalisé afin d’éliminer ces dimeéres et

augmenter le nombre de séquences « utiles » disponibles a l'issue du séquencgage.

4. Séquencage

La qualité du séquengage dépend avant tout de la complexité de la banque générée a partir
de I’ADN immunoprécipité. Pour une expérience de ChIP-seq, I'unité de base du séquengage est
une ligne de « flow-cell ». Sur un appareil de type GAIIX, 4 a 6 millions de lectures par ligne
peuvent étre générées. Les appareils plus récents, de type HiSeq, permettent d’obtenir plus de 30

millions de lectures par ligne.

La profondeur de séquencgage correspond au rapport entre la longueur de I'ensemble des
séquences lues mises bout a bout et la longueur du génome cible. Par exemple, si I'on séquence

25 millions de bases (Mb) pour un génome de 5 Mb, nous obtenons une profondeur de 5X. Plus la
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profondeur est importante, plus nombreuses seront les lectures chevauchantes qui pourront étre
assemblées, et plus grande sera la fraction du génome couverte. Ceci permet d'obtenir une
séquence finale la plus compléte possible, avec un minimum de régions non séquencées.
Cependant, dans une expérience de ChIP-seq ou seules certaines régions du génome sont
enrichies, nous ne cherchons pas a recouvrir I'intégralité du génome. Dans ce cas, on considére
que la profondeur de séquencage est suffisante quand le « point de saturation » est atteint. Celui-
ci correspond au point a partir duquel aucun site de liaison supplémentaire ne sera identifié,

malgré une profondeur de séquencage supérieure.

Pour les génomes de taille relativement petite, comme celui de la levure S. cerevisiae, le
nombre de lectures obtenu pour une ligne de « flow-cell » peut étre bien supérieur au nombre de
lectures nécessaires pour atteindre la couverture du génome. Les plateformes de séquencage
facturant par ligne, il peut étre intéressant, économiquement parlant, de séquencer plusieurs

échantillons sur une méme ligne. Cette technique est appelée multiplexage.

Pour préparer les échantillons pour le multiplexage, une étiquette avec un identifiant unique
est ajoutée a chaque banque. Lors du séquencage, cet identifiant unique permet de distinguer la

provenance de chaque séquence, et de la ré-attribuer ensuite a I'échantillon d’origine.

Les fragments de ChlIP-seq sont généralement séquencés a une extrémité seulement (« single
read»). Il est cependant possible de les séquencer aux deux extrémités (« paired end »). Ce type
de séquencgage n’est généralement pas utilisé dans le cas du ChlIP-seq, il est plutét réalisé pour
détecter les variations de la structure du génome. Dans le cas du ChIP-seq, il peut cependant étre
utile pour cartographier les lectures dans les séquences répétées, identifier les réseaux
d’interactions de la chromatine (Fullwood et al., 2010) ou détecter précisément les sites de liaison

des TFs (Wei et al., 2006).
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CHAPITRE II : ANALYSES BIOINFORMATIQUES

Au cours des derniéres années, le domaine du séquencage de l'information génétique est
rentré dans I’ére du haut débit (HTS « high-throughput sequencing » ou NGS « next generation
sequencing »). Cette avancée technologique permet une analyse plus en profondeur de I'ADN et e
I'ARN mais engendre d'énormes volumes de données dont I'analyse nécessite I'acquisition de
compétences spécifiques dans le domaine de la bioinformatique. Ce chapitre sera consacré a
I'analyse des données de ChIP-seq, mais la plupart des informations reste valable pour les autres

types de données de NGS.

La majorité des analyses effectuées pour ce projet ont été exécutées sous Unix (systéme
CentQS, Environnement Gnome) directement en lignes de commande Bash. Les représentations

graphiques ont été effectuées dans le logiciel R version 2.14.0.

I. FORMAT DES DONNEES

Dans le domaine de la bioinformatique, les formats de fichier sont nombreux et parfois
complexes. Les fichiers stockant les données sont organisés selon le type d’information qu’ils
contiennent. A chacun est associée une extension particuliére permettant de savoir de quel type
de donnée il s’agit. Les informations qui suivent sont librement adaptées du site UCSC

(http://genome.ucsc.edu/FAQ/FAQformat).

1. FastQ

Le format FastQ est un format de fichier texte permettant de sauvegarder a la fois les
données biologiques et les scores de qualité associés. En sortie de séquenceur a haut débit, les

données sont sauvegardées sous ce format avec une extension .fq ou .fastq.

Un fichier FASTQ utilise 4 lignes par séquence :
- La ligne 1 commence par le caractére « @ » suivi de la référence de la séquence (nom de
I'instrument, n° de run, identifiant de la flowcell, n° de ligne, coordonnées du cluster...). Cette
ligne peut également contenir I'index de la séquence, dans le cas d’un échantillon multiplexé.
- La ligne 2 contient la séquence nucléotidique brute (« read »).
- La ligne 3 commence par le caractére « + », parfois suivi par la répétition de l'identifiant de la

séquence et de sa description si celle-ci est présente.
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- La ligne 4 contient les scores de qualité associés a chacune des bases de la séquence de la ligne 2

et doit avoir exactement le méme nombre de symboles que la ligne 2.

Exemple :

@HWUSI-EAS1656:46:FC:6:1:9643:1000 1:N:0:CAGATC )
CTTGTTTGTCGTTACCACCAGAGATCTTGAAGACGTAACC

+

C**0'-*,--(@QCCRCECRLREEQRLREQRLRLECLRLRRQELEQMQE
@HWUSI-EAS1656:46:FC:6:1:19620:1000 1:N:0:CAGATC
NAGTACAGCTTCAAGAAAAAAGGACAAGCAGCGCTAAGAA

+

*,%,65566@@@CACC22222@@QACRERCEQAQAQREECAQAEQE

> Séquence 1

J \

> Séquence 2

Les fichiers FastQ doivent étre alignés sur le génome de référence. Cette étape est réalisée a
I'aide d’outils d’alignements tels que Bowtie (Langmead et al., 2009), BWA (Li and Durbin, 2009),
BLAT (Kent, 2002)...

2. SAM/BAM

Le format SAM (« sequence alignment map ») est un format de fichier texte tabulé qui
permet de sauvegarder une grande quantité d’alignements de séquences nucléotidiques. Le
format BAM (« binary alignment map ») est la version compressée binaire du format SAM, qui
assure un archivage compact et indexable des alignements. Les données sont sauvegardées sous

ce format avec une extension .sam ou .bam.

Les fichiers BAM et SAM utilisent une ligne par séquence et au moins 11 colonnes séparées
par des tabulations. Contrairement aux fichiers BED (voir ci-aprés), les fichiers BAM et SAM

contiennent a la fois les séquences alignées (notées XA) et les non alignées (notées XM).

Parmi les colonnes importantes on notera :
- Colonne 1 : Nom de la séquence.
- Colonne 3 : Nom du chromosome (ou * s'il s’agit d’une séquence non alignée).
- Colonne 4 : Position 5’ de I'alignement sur le génome de référence (ou 0 s’il s’agit d’'une
séquence non alignée).

- Colonne 10 : Séquence nucléotidique.
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- Colonne 11 : Qualité de la séquence.
- Colonne 12 (facultative) : Informations concernant I'alignement et notamment le code « XA » si

la séquence s’aligne sur le génome de référence et « XM » si la séquence ne s’aligne pas.

Séquence non alignée

Exemple : \

HWUSI-100 4 * 0 O * *0 0 GGCAGCAGGCGCG ############4# XM:i:1
HWUSI-165 0 chrI 2081 255 20M * 0 0 CCTTTAACAAGCG IIIIIIIITIHHIG

XA:1:0 MD:Z:20 NM:1i:0 /

Séquence alignée

Les fichiers BAM et SAM peuvent étre manipulés facilement a I'aide de I'utilitaire SamTools

(Li et al., 2009, http://samtools.sourceforge.net/) qui permet notamment de les trier et de les

indexer. L’outil BamToBed de BedTools (Quinlan and Hall, 2010,

http://bedtools.readthedocs.org/) permet de convertir les données BAM ou SAM au format BED,

afin de s’affranchir des lignes contenant des séquences non alignées.

3. BED/bigBED

Le format BED (« browser extensible data ») est un format de fichier texte tabulé qui permet
de sauvegarder des intervalles génomiques telles que des données d’annotation, des transcrits ou
des séquences. Ce format permet de représenter graphiquement les éléments du génome. Les

données sont sauvegardées sous ce format avec une extension .bed.

Le format bigBED est la version compressée binaire du format BED, qui assure un archivage

compact et indexable des données. L'extension pour ce format est .bb.

Un fichier BED utilise une ligne par région génomique et de 3 a 12 colonnes séparées par des
tabulations. Dans le cas de données d’alignements, le fichier BED ne contient que les éléments

alignés. De plus, I'information de la séquence est perdue, il ne reste que sa position.

Les 3 colonnes requises sont :
- « chrom » : Nom du chromosome.
- « chromStart » : Position de départ de I'élément sur le chromosome. La premiere base du

chromosome est numérotée 0.
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- « chromEnd » : Position de fin de I'élément sur le chromosome. La position de fin n’est pas
comprise dans I'élément.
Les 9 colonnes facultatives sont :
- « name » : Nom de 'élément décrit.
-« score » : Un score entre 0 et 1000.
- « strand » : Brin sur lequel est aligné I'élément (« + » ou « - »).
- « thickStart » : Par exemple le codon « start » pour un gene.
- « thickEnd » : Par exemple le codon « stop » pour un gene.
- « itemRgb » : Une valeur RGB (Rouge vert bleu, abrégé RVB), format de codage des couleurs
permettant de représenter sur le « browser » I'élément selon la couleur définie.
- « blockCount » : Nombre de blocs (par exemple exon) dans la séquence.
- « blockSizes » : Liste de la taille des blocs, séparés par des virgules.

- « blockStarts » : Liste de la position du début de chaque bloc, séparée par des virgules.

Exemple 1 : Fichier de séquences.

chrI 26 66 HWUSI-EAS1656:15702 255 A
chrl 30 70 HWUSI-EAS1656:13745 255 =
chrI 32 72 HWUSI-EAS1656:9932 255 -

Exemple 2 : Fichier d’annotation.

chrI 1806 2169 YALO68C 0 -
chrI 2479 2707 YALOG67W-A 0 A
chrl 5076 6237 SUT432 0 -

Les fichiers BED peuvent étre manipulés facilement a I'aide de I'utilitaire BedTools (Quinlan

and Hall, 2010, http://bedtools.readthedocs.org/) qui permet notamment de chercher des

intersections, de fusionner ou de soustraire les intervalles génomiques de plusieurs fichiers. Le

format bigBED est obtenu a partir d’un fichier .bed en utilisant la commande bedToBigBed.

4. WIG/bigWIG

Le format wiggle (WIG) est utilisé pour décrire des données continues, cartographiées sur le
génome. Il permet de représenter des données de densité, par exemple |'occupation d’une
protéine, sous forme de graphique. Les données sont sauvegardées sous ce format avec une

extension .wig.
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Le format bigWIG est la version compressée binaire du format WIG, qui assure un archivage

compact et indexable des données. L’extension pour ce format est .bw.

Un fichier WIG est composé de lignes de déclaration et de lignes comportant les données. Il
existe deux options pour formater les données : « variableStep » et « fixedStep ». L’'option
variableStep est utilisée pour les données recouvrant des intervalles irréguliers. La ligne
comportant les données contient 2 colonnes séparées par des tabulations contenant la position

sur le chromosome et une valeur d’effectif (densité ou autre).

La ligne de déclaration commence avec le mot variableStep ou fixedStep, et est suivie du n°
de chromosome. Le parameétre « span » est optionnel et indique le pas entre des positions
spécifiées. Il permet d’écrire de fagon plus succincte les données composées d’intervalles
contigués avec la méme valeur de données. Le méme pas est utilisé pour I'ensemble du fichier

Wig.

Les lignes de données comprennent la position sur le chromosome, qui débute a 1, suivie de
, . o , ,
I’effectif correspondant, dans notre cas, la valeur de densité. Les positions n’ayant aucune valeur

associée n’apparaissent pas.

Ex : Fichier de densité.

variableStep chrom=chrVI span=1 <+— Ligne de déclaration
760
761
762
763
764

Lignes de données

(@ T S N

Les fichiers WIG et bigWIG sont surtout destinés a la visualisation dans un navigateur de
génome (« genome browser »). Le format WIG est obtenu a partir d’un fichier .bed en utilisant le
programme WigMaker (développé par Arnaud Krebs et Tao Ye, IGBMC). Le format bigWIG est
obtenu a partir d’'un fichier .wig en utilisant I'utilitaire wigToBigWig (disponible sur le site de

I’'UCSC).
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5. BEDGraph

Le format BEDGraph est utilisé pour décrire des données continues, cartographiées sur le
génome. |l est similaire au format wiggle a la différence que les données exportées au format
bedGraph gardent leur format original. Les données sont sauvegardées sous ce format avec une

extension .bg.

Tout comme le format BED, le format BEDGraph utilise une ligne par région génomique. Le
fichier se compose de 4 colonnes séparées par des tabulations :
- « chrom » : Nom du chromosome.
- « chromStart » : Position de départ de I’élément sur le chromosome. La premiére base du
chromosome est numérotée 0.
- « chromEnd » : Position de fin de I’'élément sur le chromosome.

- « data value » : Effectif (valeur de densité ou autre).

Exemple : Fichier de densité.

chrI 0 1 111
chrI 1 5 112
chrI 5 7 113
chrI 7 9 114

Les BEDGraph sont surtout destinés a la visualisation dans un navigateur de génome. Le
format BEDGraph est obtenu a partir d'un fichier .bed en utilisant la commande
genomeCoverageBed de I"utilitaire BedTools (Quinlan and Hall, 2010,

http://bedtools.readthedocs.org/). Tout comme les WIG, ils peuvent étre compressés au format

bigWIG.
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II. TRAITEMENT DES DONNEES

[ Téléchargement des données ( fastq) ]
]

[ Analyse de la qualité des séquences avec fastQC ]
]

[ Alignement avec Bowtie (.sam/bam) ]
[ Elimination des reads dupliqués (> 5) Création d’un fichier de densité (.wig/bw)
| . |
[ Détection des pics avec MACS2 (.bed) | Normalisation
| I
[ Suppression des artefacts du NT | Soustraction du NT
I
[ Annotation des pics
! - | Visualisation avec IGB
[ Regroupement des pics ]

Densité/position
[ Nbr. reads/pics ] I

| Profil de liaison
[ Normalisation ] avec R

|
[ Plots WT vs ]

H

s

Mutant avec R

[Comparaison des pics ] :
| |

[ Digrammes de Venn ] ' L

+ analyses GO

Figure 33 : « Workflow » de I’analyse ChIP-seq suivi pour ce projet.

Ce schéma présente les différentes étapes réalisées pour analyser les données de ChIP-seq
et les différents types de résultats auxquels elles ont permis d’aboutir.
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1. Analyses fastQC

FastQC (http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc) est un programme

permettant de contrdler la qualité des données NGS. Les fichiers en entrée peuvent étre au
format BAM, SAM ou FastQ. L'analyse FastQC permet de mettre rapidement en évidence
différents problémes pouvant apparaitre dans les données de séquencgage et dont il est important

d’avoir connaissance avant de poursuivre |'analyse.

En sortie de FastQC, un rapport au format HTML est généré, qui intégre les résultats des

différents tests de qualité. Le rapport contient 11 parties :

val
1- « Basic Statistics » : Cette section présente m

Filename Werner_120213_ATGTCA_L008.fastq.gz
différentes information regroupées dans un
File type Conventional base calls
) _ ;o
tableau : le nom du fichier d’origine, son type, le N P

format d’encodage de la qualité, le nombre total de 1o, sequences 5143235

séquences analysées, le nombre de séquences Filtered Sequences 0

filtrées, la longueur des séquences et le % de GC. Sequence length 40
%GC 43
2- « Per Base Sequence Quality » : Ce o AL O T
L] B ek e ke e ke e e
module présente une vue d’ensemble de la ” JH—
32
qualité des séquences a chaque position. En s I

général, la qualité du séquencage diminue .
avec l'augmentation de la durée de lecture. =
Ainsi pour les « runs » longs, il peut y avoir

une diminution de la qualité en fin de

g
&
séquence. Si la qualité tombe a un niveau
8]

°l

trop faible, la fagon la plus courante d’y
remédier consiste a tronquer les lectures

(« trim ») en fonction de leur qualité.
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3- « Per Sequence Quality Scores »: Ce
module présente la qualit¢é moyenne de
I'ensemble des séquences. Pour les « runs »
longs, cette qualité peut étre améliorée par
une troncature des lectures en fonction de la

qualité (cf. module précédent).

4- « Per Base Sequence Content »: Ce
module présente la proportion de chacune des
4 bases de I'ADN a chaque position. Des
erreurs peuvent apparaitre a ce niveau dans
divers

cas: surreprésentées

de

séguences

(dimeres d’adaptateurs), biais
fragmentation, biais de composition de la

banque...

5- « Per Base GC Content » : Ce module
présente la composition en GC a chaque
position. En présence de séquences
surreprésentées, une erreur peut apparaitre a

ce niveau.

2250000

2000000

1750000

1500000

1250000

1000000

750000

500000

250000

Quality score distritution over all sequences

0

2345678910

12

14 16 18 20 22 24 26 28 30

Mean Feguence Quality (Fhred Score)

Sequence content across all bases

Awerage Quality per rear

32 34 36 38 40

20 | Y

12345678910

12345678910

262

12

12

14

14

16 18 20 22 24 26 28

Pasition in read (op)

GC content across all bases

16 18 20 22 24 26 28

Pasition in read (bp)



6- « Per Sequence GC Content » : Ce
module présente la teneur en GC sur toute
la longueur de chaque séquence et le
compare a une distribution normale
modélisée de la teneur en GC. Comme

précédemment, en présence de séquences

surreprésentées, une erreur  peut
apparaitre a ce niveau.
7- « Per Base N Content»: Si le

séquenceur n'est pas en mesure d’appeler
une base avec une confiance suffisante
alors il placera un N au lieu d’une base. Ce
module indique le % de N appelé a chaque
position pour I'ensemble des séquences.
La raison la plus courante de
I"augmentation du nombre de N dans une
séquence est une perte de qualité, ainsi
les longs, les N sont

pour «runs »

fréquents en fin de séquence. Une
troncature des lectures en fonction de
leur qualité peut alors aider a résoudre ce

probléme.

8- « Sequence Length Distribution » :

Certains séquenceurs génerent des

séquences de longueurs uniformes, mais
d'autres peuvent contenir des lectures de
longueurs variables. Ce module génére un
graphique montrant la distribution de la
taille des fragments. Pour certains
séquenceurs, il est normal d’avoir des
les

lectures de longueurs différentes,

GC distribution over all sequences

GC count per read
Theoretical Distribution
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erreurs a ce niveau peuvent alors étre ignorées.
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9- « Duplicate Sequences »: Ce Sectirce Duplcon Lol - 7,345

module présente le nombre relatif de i
séquences avec différents degrés de =
duplication. Dans une bibliotheque
diversifiée, la majorité des séquences
n‘apparait qu’une fois. Un fort taux de
duplication peut indiquer la présence

d’empilements artéfactuels (par exemples

des biais créés lors de I'amplification par

PCR). Cependant, le taux de duplication Seaence Dshcaion Lol
dépend largement de la complexité du
génome étudié et de la profondeur de
séquencage. Aussi, dans certains cas, les

erreurs a ce niveau peuvent étre ignorées.

10- « Overrepresented Sequences »: Une bibliotheque normale contient un
ensemble diversifié de séquences, sans séquence individuelle constituant une infime partie de
I'ensemble. Si une seule séquence est trés surreprésentées dans I'ensemble cela signifie soit
gu'elle est biologiquement significative, ou que la bibliotheque est contaminée. Ce module
présente l'ensemble des séquences qui représentent plus de 0,1 % du total. Pour chaque
séquence surreprésentée le programme cherche des correspondances dans une base de données
de contaminants communs et rend compte de la meilleure correspondance trouvée. Il s’agit

souvent de séquences d’adaptateurs utilisés lors de la création des banques pour le séquencage.

Sequence Count Percentage Possible Source
GATCGGAAGAGCACACGTCTGAACTCCAGTCACACAGTGATCTCGTATGCC 1116057 10.10 TruSeq Adapter, Index 5 (100% over 5lbp)
NATCGGAAGAGCACACGTCTGAACTCCAGTCACACAGTGATCTCGTATGCC 53786 0.48 TruSeq Adapter, Index 5 (98% over 51bp)
GATTGGAAGAGCACACGTCTGAACTCCAGTCACACAGTGATCTCGTATGCC 50336 0.45 TruSeq Adapter, Index 5 (98% over 51bp)
CATCGGAAGAGCACACGTCTGAACTCCAGTCACACAGTGATCTCGTATGCC 31259 0.28 TruSeq Adapter, Index 5 (98% over 51bp)
GACCGGAAGAGCACACGTCTGAACTCCAGTCACACAGTGATCTCGTATGCC 26617 0.24 TruSeq Adapter, Index 5 (98% over 51bp)
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11- « Overrepresented K-mers » : Ce module compte I'enrichissement de chaque 5-
mer au sein de la bibliotheque. Il calcule un niveau attendu de ce k-mer en fonction du contenu
en bases de la bibliothéque dans son ensemble et calcule ensuite un ratio observé / attendu pour
ce k -mer. En plus de présenter une liste de hits, ce module trace un graphe pour les 6 meilleurs
résultats afin de montrer le modele d’enrichissement de ce k-mer sur toute la longueur des
séquences. Cela montre si I'enrichissement est général, ou s'il existe un motif de biais en

différents points sur la séquence.

Relative enrichment over read length

CACCA

Sequence Count Obs/Exp Overall Obs/Exp Max Max Obs/Exp Position
CACCA 110360 2.70 5.16 31

12345678 9%10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36
Position in read (op)

2. Alignement sur le génome de référence

La premiere étape de I'analyse des données de ChlIP-seq consiste a identifier, pour chaque
lecture issue du séquencage, la ou les localisations sur le génome de référence qui correspond
parfaitement, ou presque, a un ou deux mésappariements (« mismatch ») pres, a la séquence de
la lecture. Plusieurs outils existent, permettant de réaliser cette étape. Nous avons choisi d’utiliser

Bowtie (Langmead et al., 2009, http://bowtie-bio.sourceforge.net).

Bowtie est un outil d’alignement de lectures de petites tailles (quelques dizaines de
nucléotides) sur de larges génomes. L'alignement des lectures est réalisé suivant une combinaison
de différentes options permettant de déterminer quels alighements sont autorisés et doivent étre

reportés.

Usage :

bowtie -a --best --strata -v2 -ml --trim5 5 --trim3 2 -g --sam
/genomes/SacCer/Bowtie/SacCer3 IP-Prot.fastg > IP-
Prot align.sam
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Parameétres :

-a : Bowtie reporte tous les alignements valides.

--best -- strata: Bowtie reporte le meilleur alignement satisfaisant les critéres imposés.
-v2 : Mode « v » pour ne pas tenir compte des valeurs de qualité des lectures, valeur

« 2 » pour autoriser jusqu’a 2 discordances.

-m1 : Seules les lectures avec un positionnement unique sur le génome sont retenues.
-q : Spécifie le format du fichier d’entrée, ici FASTQ.

--sam : Spécifie le format du fichier de sortie, ici SAM.

--trim3 5 : Retire 5 nucléotides en 3’ de la séquence avant de chercher a l'aligner.

--trim5 2 : Retire 2 nucléotides en 5’ de la séquence avant de chercher a I'aligner.

/genomes/SacCer/Bowtie/SacCer3 : Chemin d’accés au génome de référence, ici de

S. cerevisiae v.3 (avril 2011), indexé pour Bowtie.

En résumé, la combinaison de ces différents parametres permet de reporter les lectures

s’alignant de maniere unique, avec 0, 1 ou 2 mésappariements sur le génome de la levure. Le

meilleur alignement, contenant le plus faible nombre de mésappariement sera retenu.

A l'issu de I'alignement, Bowtie renvoie dans le terminal un certain nombre de statistiques :

# reads processed: 1000000
# reads with at least one reported alignment: 792353 (79.24%)
# reads that failed to align: 74575 (7.46%)
# reads with alignments suppressed due to -m: 133072 (13.31%)
# Reported 792353 alignments to 1 output stream(s)
Les parameétres utilisés pour aligner les données de ce projet sont résumés en annexe (cf.
Annexe VI. L.).

Les fichiers SAM générés a l'issu de I'alignement sont trés volumineux. Pour gagner de

I’espace disque, ces fichiers sont convertis au format BAM a I'aide de I'utilitaire SamTools (Li et al.,

2009, http://samtools.sourceforge.net/)

Usage :

samtools view -S -b IP-Prot align.sam > IP-Prot align.bam
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Parametres :

-S : Spécifie le format du fichier d’entrée, ici SAM.

-b : Spécifie le format du fichier de sortie, ici BAM.

Contrairement au format SAM, les fichiers BAM ne sont pas directement visualisables dans

un terminal. Leur visualisation nécessite de passer par I'utilitaire SamTools :

samtools view IP-Prot align.bam | more

Dans le cas de plusieurs fichiers de séquences que I'on souhaite regrouper en un seul fichier
d’alignement, par exemple dans le cas ol un seul échantillon a été séquencé en plusieurs fois,
I'option « cat » de SamTools peut étre utilisée :

samtools cat -o IP1+IP2-Prot align.bam IPl1-Prot align.bam IP2-
Prot align.bam

Parameétres :

-0 IP1+IP2-Prot_align.bam : Spécifie le nom du fichier de sortie.

Les fichiers BAM et SAM contiennent a la fois les séquences alignées et les séquences non
alignées. Afin de connaitre le nombre de séquences alignées uniquement, il faut éliminer les

séquences notées « XM »:

samtools view IP-Prot align.bam | egrep -v 'XM:' | wc -1

Parameétres :

egrep —v ‘XM’ : La fonction egrep permet de rechercher une chaine de caractere, ici
« XM: », 'option —v signifie que les lignes contenant cette chaine sont éliminées.

wc -l : Compte les lignes du fichier spécifié en entrée.

Avant la construction des banques pour le séquencage, les échantillons d’ADN subissent
quelques cycles d’amplification par PCR. Cette étape peut créer des biais, notamment des
empilements de lectures a la méme localisation sur le génome, qui vont géner I'analyse des
données. Afin d’éviter ces empilements artéfactuels, les lectures dupliquées doivent étre
éliminées. Cette étape peut étre réalisée a I'aide de I'utilitaire SamTools, a partir d’un fichier BAM

trié.
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1- Tri:

samtools sort IP-Prot align.bam IP-Prot align sorted.bam

2- Suppression des lectures dupliquées

samtools rmdup -s IP-Prot align sorted.bam IP-Prot rmdup.bam

Parametres :

-s : spécifie que les lectures sont « single end » car par défaut cette commande ne

fonctionne qu’avec des lectures « paire-end ».

Cette commande permet de ne conserver qu’une seule lecture avec la méme localisation sur
le génome (mémes coordonnées de début et de fin). La lecture avec la meilleure qualité est
conservée. A lissu de la commande « rmdup », SamTools affiche les statistiques concernant le

nombre de lectures dupliquées :

# 4479408 / 7977387 = 0.5615 in library

Cependant, dans le cas du génome de la levure, la suppression de toutes les lectures
dupliguées n’est pas justifiée. En effet, ce génome n’étant constitué que de 12 Mb, un
séquencage ChlIP-seq a 10 millions de lectures aboutira statistiquement a plusieurs lectures a la
méme localisation. C’'est pourquoi nous avons décidé de conserver jusqu’a 5 lectures dupliquées,
afin de ne pas perdre en profondeur de séquencage, tout en éliminant les empilements
artéfactuels. La commande « rmdup » de SamTools ne permettant pas de sélectionner le nombre
de duplicats a conserver, nous avons créé notre propre programme :

« rm_dup_reads » (développé par Olivier Alibert, iRCM) :

rm dup reads -n5 IP-Prot align sorted.bam > IP-Prot rmdup5.sam

Parametres :

-n5 : Permet de spécifier le nombre de lectures a conserver a une méme position. Les

lectures avec le meilleur score de qualité sont conservées.

Par la suite, afin de pouvoir effectuer une comparaison quantitative du nombre de lectures
dans nos différents échantillons, nous avons cependant conservé I'ensemble des séquences, quel

que soit leur taux de réplication.
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3. Conversion au format BED

Suite a I'alignement, il peut étre nécessaire de convertir les données en fichier BED, qui est
utilisé en entrée de nombreux programmes, tels que seqMINER (Ye et al., 2011) ou WigMaker
(développés par Arnaud Krebs et Tao Ye, IGBMC). Cette conversion peut étre réalisée grace a

I"utilitaire BedTools (Quinlan and Hall, 2010, http://bedtools.readthedocs.org/).

Usage :

bam2bed IP-Prot rmdup.bam > IP-Prot rmdup.bed

A l'issu de cette étape, il peut arriver que les coordonnées de certaines lectures dépassent la

taille du chromosome. La commande « bedClip » permet de corriger ce probléme :
bedClip IP-Prot rmdup.bed /chromosomes/sacCer3.chrom.sizes IP-

Prot rmdup clip.bed

Parameétres :

/chromosomes/sacCer3.chrom.sizes : Chemin d’accés au fichier spécifiant la taille des

chromosomes.

4. Création d’'un fichier de densiteé

Afin de visualiser les profils de liaison des différents facteurs analysés par ChIP, il faut
quantifier leur taux d’occupation par position sur I’'ensemble du génome. Cette étape est réalisée
par la création d’un fichier de densité WIG ou BEDGraph qui décompte les lectures sur des

intervalles définies (« bins ») (Figure 34).

Bin
—— —3 Forward read
€—— Reverse read

------- Extensions

\ 4

Tag count 2
= density

Figure 34 : Description de la création d’un fichier de densité
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Avant séquencage, la chromatine a été fragmentée jusqu’a ce que la majorité des fragments
aient une taille d’environ 200 pb. L'ADN a ensuite été sélectionné selon cette taille, or, seule une
extrémité de ce fragment a par la suite été séquencée. En étendant la lecture, nous allons donc
recréer artificiellement le fragment original. Les lectures sont étendues d’un certain nombre de
bases a leur extrémité 3’ en tenant compte du brin sur lequel elles sont alignées. La taille de
I’'extension peut étre calculée directement par les logiciels de « peakcalling » tels que MACS (cf.
I.5. de ce chapitre) ou a [laide d'utilitaires tels que HOMER (Heinz et al., 2010,

http://homer.salk.edu/). L’extension peut ensuite étre réalisée avec I'utilitaire Bedtools.

Usage :
slopBed -r 150 -1 0 -s -i IP-Prot clip.bed -g

/chromosomes/sacCer3.chrom.sizes > IP-Prot clip extl150.bed

Parametres :

-r : nombre de bases a ajouter au coordonné « end » de la lecture.

- | : nombre de bases a soustraire au coordonné « start » de la lecture.
-s : Spécifie qu’il faut tenir compte du brin pour orienter les lectures.
-i : Fichier d’entrée

-g : Chemin d’acceés au fichier indiquant la taille des chromosomes.

a. Format WIG

Le programme « WIGMaker » utilisé pour créer les fichiers de densité au format WIG a été
écrit par Tao Ye et Arnaud Krebs de I'lGBMC a Strasbourg. Ce programme utilise en entrée le

format BED. Il réalise automatiquement I'extension des lectures décrite a I'étape précédente.

Usage :

java -Xmx3000m -jar WigMaker.jar IP-Prot clip.bed 150 10

Parametres :

-Xmx3000m : Mémoire alouée.
150 : Taille de I'extension des lectures

10 : Taille des intervalles pour lesquels la densité est calculée.
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b. Format BEDGraph

L’utilitaire BedTools peut également créer des fichiers de densité, au format BEDGraph. Ce
programme utilise en entrée le format BED. L'extension des lectures doit étre réalisée

préalablement. L'avantage de ce format par rapport au WIG est qu’il peut également reporter les

positions de densité nulle.

Usage :

genomeCoverageBed -d -bga -i IP-Prot clip extlb50.bed -g
/chromosomes/sacCer3.chrom.sizes > TP-Prot clip extl150.bg

Parameétres :
-i : Fichier d’entrée
-g : Chemin d’acces au fichier indiquant la taille des chromosomes.

-d : Reporte la densité pour chaque position du génome (par nucléotide).

-bga : Option « bg » pour avoir la sortie au format BEDGraph et option « a » pour reporter

également les positions de densité nulle.

Les fichiers WIG et BEDGraph générés a I'issu de I'alignement sont trés volumineux. Afin de

fluidifier la visualisation dans I’explorateur de génome, ces fichiers sont convertis au format
bigWIG.

Usage (a partir d’un fichier .wig) :

wigToBigWig -clip wig for IP-Prot.wig
/chromosomes/sacCer3.chrom.sizes bigWig for IP-Prot.bw

Parametres :

-clip : Permet de raccourcir les coordonnées des lectures en fonction de la taille des

chromosomes, si cela n’a pas déja été fait précédemment.

Usage (a partir d’un fichier .bg) :

bedGraphToBigWig IP-Prot clip extl50.bg /chromosomes/
sacCer3.chrom.sizes IP-Prot clip extl50.bw
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5. Détection des régions liées avec MACS

L’étape suivante de I'analyse des données de ChlIP-seq consiste en la recherche des régions
enrichies en lectures, issues du séquencage de I’ADN immunoprécipité. Ces régions présentant
une forte densité de lectures (pics), par rapport a un contrdle, sont considérées comme liées par
le facteur étudié. Différents logiciels permettant de détecter ces régions liées ont été développés
(« peakcallers »). Le programme que nous avons choisi d’utiliser pour ce projet est MACS

(« Model-based Analysis of ChIP-Seq ») (https://github.com/taoliu/MACS) spécialement congu

pour identifier les sites de liaison des facteurs de transcription. Un premier essai avec la version
initiale de ce logiciel, la seule disponible a ce moment, nous permettait de détecter seulement
quelques pics. Cependant la version 2 sortie entre temps, qui utilise une nouvelle méthode de
calcul de I'enrichissement par rapport au contréle, nous a permis d’obtenir un nombre de pics
satisfaisant. Nous avons donc choisi d’utiliser MACS2 pour la détection des régions enrichies en

lectures dans nos échantillons.

A. Principe
W W MACS recoit en entrée I'échantillon
‘ traité (ChIP) et un contrdle facultatif, de
( Remove redundancy) (Remove redundancv) type «Input» ou « mock IP » MACS

fonctionne en 4 grandes étapes : (1)

Select 1,000 regions with a . . .
10- to 30-fold enrichment relative suppression des lectures dupliquées, (2)
to the genome background

—_— ajustement de la position des lectures, (3)

Build model and estimate calcul de I'enrichissement dans les pics et
DNA fragment size d

(4) estimation du FDR (« false discovery

( T T byd) rate »). Le workflow détaillé de MACS est

% schématisé ci-dessous (Figure 35). La
section qui suit sera consacrée a la

( Scale two libraries )

description des étapes clés de |'algorithme

( Call candidate peaks relative to genome background ) de MACS.

( Calculate dynamic A for candidate peaks )

* - Figure 35: Workflow de MACS (Feng et
( Calculate P value and filter candidate peaks ) L 201 2)
al., .

( Calculate FDR by exchanging treatment and control )
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1- Suppression des lectures dupliquées : Afin d’éviter les empilements de lectures a la
méme localisation sur le génome, qui pourraient étre détectés, a tort, comme des pics, il est
indispensable d’éliminer les lectures dupliquées. Par défaut MACS ne retient pas plus d’une
lecture par position, cependant I'option « keep-dup » permet de spécifier si 'on souhaite
conserver les lectures dupliquées.

2- Ajustement de la position des lectures en estimant la taille des fragments : Les lectures «
forward » et « reverse » proviennent des extrémités opposées du fragment d’ADN
immunoprécipité. Le séquencgage étant orienté de I'extrémité du fragment vers le milieu, ceci crée
un profil bi-modale avec une sous-représentation des lectures au centre, ou se trouve lié le
facteur.

Par défaut, MACS scanne le génome avec une fenétre de deux fois la taille de la chromatine
fragmentée (définie par I'option « bandwidth ») et sélectionne 1000 régions présentant un fort
taux d’enrichissement par rapport au bruit de fond (entre 10 et 30 fois, défini par I'option
« mfold »). MACS crée un profil pour chaque orientation « forward » ou « reverse » de ces 1000
régions et estime ensuite la taille des fragments originaux (appelée d) en calculant la distance
entre les sommets des profils « reverse » et « forward » (Figure 36). La moitié de cette valeur
correspond au « peak shift ». Cette distance doit étre estimée afin de combiner au mieux les deux
profils opposés en un seul. Les lectures sont alors étendues en 3’ jusqu’a atteindre cette valeur
«d».

Dans la majorité des cas, cette procédure, appelée création du modeéle de « shift », permet
d’estimer de maniére fiable, la taille des fragments. Cependant, quand I’enrichissement est trés
faible, ou que le facteur étudié se fixe sur une large région d’ADN, MACS peut échouer a
construire le modeéle. Dans ce cas, la valeur « d », estimée en fonction de la taille des fragments
sélectionnés lors de la préparation des banques, peut étre saisie manuellement en utilisant

I’'option « shiftsize ».

A d [ Forward density profil
g 1 [C] Reverse density profil
= 204 I
g ] Figure 36 : |Illustration de Ila
n | , .
3 10 ! méthodologie de MACS pour
[
= : estimer la taille des fragments
: : Coordi;ates séquencés.
%F
I—Peakshift
R l
[
,—3 €04 [ Combined density profil
Z 404
[}
c
J
0 204

1 1 1 1 1 1 1 -
100 200 300 400 500 600 700 Coordinates
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3- Calcul de I'enrichissement dans les pics : En se basant sur les positions ajustées a I'étape
précédente, MACS scanne le génome avec une fenétre de taille 2d pour identifier les régions
significativement enrichies par rapport au bruit de fond. Les fenétres significatives se chevauchant
sont alors fusionnées pour former une liste de régions candidates. Par défaut, quand les
échantillons ChIP et contréle ont été séquencés a des profondeurs différentes, MACS abaisse les
valeurs de I"échantillon avec la profondeur la plus importante. MACS assigne ensuite une valeur-p
a chaque région candidate. Si cette valeur est inférieure au seuil défini par I'utilisateur (option
« pvalue »), la région est reportée comme un pic dans le fichier de sortie.

4- Estimation du FDR : Quand un échantillon contrdle est disponible, MACS peut estimer le
taux de fausse découverte (FDR ou valeur-q) pour chaque pic en échangeant les échantillons
contréle et ChlIP. Il va alors identifier le pic dans le contréle en utilisant les mémes parameétres que
ceux utilisés pour [I'échantillon ChIP. Comme le contréle n’est pas censé présenter
d’enrichissement, tout pic trouvé par MACS dans cet échantillon peut étre considéré comme un
faux positif. Pour un seuil de valeur-p défini, MACS peut ainsi calculer le FDR en divisant le
nombre de pics dans le controle passant ce seuil par le nombre de pics dans I’échantillon ChIP

passant ce méme seuil.

macs2 callpeak -t IP-Prot.bed -c Input-Prot.bed -g
12495682 --keep-dup=all -m 2,100 --bw 300 —-g 0.05

Parameétres utilisés dans ce projet :

-t/--treatment : Fichier traité (ChlIP).
-c/--control : Fichier contréle (Input ou mock).

: Nom utilisé pour créer les fichiers de sortie.
-g/--gsize : Taille du génome de référence.
--keep-dup : Controle la fagon dont MACS gére les lectures dupliquées. L'option « all »
conserve toutes les lectures. Si un nombre entier est spécifié, MACS conserve au
maximum ce nombre de lecture a chaque position.
--m/--mfold : Défini les taux d’enrichissement minimum et maximum pour la sélection des
pics servant a construire le modéle de « shift ». Les valeurs par défaut sont 10 pour le

minimum et 30 pour le maximum.

274



--bw : Largeur de la bande (« bandwidth ») utilisée pour scanner le génome lors de la
création du modele de « shift ».

-q/--qvalue : Seuil de détection (FDR) des pics significatifs. Valeur par défaut : 0.01.

Autres parametres :

-p/--pvalue : Seuil de detection (valeur-p) des pics significatifs. Dans la version 2 de MACS,
si cette valeur est spécifiée, elle est utilisée a la place du FDR, qui n’est alors plus calculé.
--nomodel : Cette option permet d’omettre I'étape de création du modeéle de « shift ».
Dans ce cas, la taille du « shift » doit étre précisée manuellement.

--shiftsize : Quand I'option « nomodel » est spécifiée, MACS utilise ce parameétre pour
ajuster la position des lectures. Cette valeur correspond a la moitié de la taille des
fragments estimée.

--call-summits : Quand cette option est active, MACS ré-analyse le profil de chaque pic
afin d’en déterminer le ou les sommets. Les sous-pics détectés auront, dans le fichier de
sortie, les mémes coordonnées que la région initiale dont ils sont issus mais des scores et

position de sommet différents.

MACS fournit en sortie une liste de pics, définis selon les criteres imposés. Cette liste est

générée dans plusieurs formats de fichiers, contenant différentes informations :

- NAME_peaks.xls : Fichier tabulé contenant des informations sur les pics détectés. Ces
informations incluent : le nom du chromosome, les positions de début et de fin du pic, la longueur
du pic, la position du sommet du pic, le nombre de lectures au sommet du pic, la valeur-p, le taux
d’enrichissement dans ce pic et le FDR.

- NAME_peaks.bed : Fichier BED contenant la localisation des pics. Ce fichier peut étre visualisé
directement dans un explorateur de génome.

- NAME_peaks.narrowPeak : Fichier BED contenant la localisation des pics ainsi que la
localisation des sommets des pics.

- NAME_summits.bed : Fichier BED contenant la localisation du sommet de chaque pic. Ce
fichier peut étre visualisé directement dans un explorateur de génome.

- NAME_model.r : Script R qui peut étre utilisé pour générer une image PDF du modele de shift

en utilisant cette commande : R --vanilla < NAME_model.r.
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Dans notre cas, le fichier qui nous intéresse est NAME_peaks.bed qui contient la liste de
tous les pics significatifs au format BED et peut facilement étre visualisé a I'aide d’un explorateur

de génome (Figure 37).
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Figure 37 : Exemple de visualisation d’un fichier de pics issu de MACS2, superposé aux fichiers
de densité des échantillons ChIP et Input.

D. Division des pics

Dans le cas d’'un génome relativement petit comme celui de S. cerevisiae, I'analyse par MACS
n’est pas assez fine pour distinguer les pics trés proches. Dans ce cas, il peut étre utile d’ajouter
une étape de division des pics. Cette étape peut étre réalisée a I'aide du programme PeakSplitter

(http://www.ebi.ac.uk/research/bertone/software) développé par le groupe de Paul Bertone a

I’'EBI de Cambridge (Salmon-Divon et al., 2010). PeakSplitter utilise en entrée un fichier BED
contenant la liste des pics significatifs triés par chromosome et coordonnée de début du pic et le

fichier de densité correspondant au format WIG.

Usage :

PeakSplitter.jar —-p Peaks.bed -w wig for IP-Prot.wig
-0 Output-folder -u http://www.ensembl.org/das/Saccharomyces
_cerevisiae.EF4.reference -v 0.7 -c 20

Parametres :

-p/--peakFile : Fichier contenant les pics au format BED.

-w/--wigFile : Fichier de densité au format WIG.

-o/--outDir : Dossier ou seront extraits les fichiers de sortie.

-u/--url : URL DAS (« Distributed annotation system ») pour 'organisme étudié.
-c/--cutoff : Seuil de détection en hauteur. Seuls les sous-pics avec au moins ce nombre

de lectures dans leur sommet seront conservés.
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-v/--valley : Valeur indiquant la profondeur du creux requis entre deux pics pour les
séparer. Par exemple une valeur de 0.5 indique que la profondeur du creux doit étre au

moins égale a la moitié de la hauteur du sommet du pic pour que les pics soient séparés.

PeakSplitter crée en sortie un fichier .subpeaks.bed contenant 5 colonnes: nom du
chromosome, cordonnée de début du sous-pic, coordonnée de fin du sous-pic, nombre de

lectures dans le pic et position du sommet du pic.

Les parametres de MACS2 et PeakSplitter utilisés pour I'analyse de nos données sont

indiqués en annexe (cf. Annexe VI. II).

6. Annotation des pics

Afin de pouvoir interpréter biologiquement les résultats de ChIP-seq, les pics identifiés dans
les divers échantillons doivent étre annotés. De nombreux logiciels existent qui permettent
d’associer un pic au gene ou au TSS le plus proche. Cependant, le génome trés condensé de S.
cerevisiae rend souvent difficile I'association d’'un pic a un géne en particulier. Ceci est
notamment vrai pour les protéines liées dans les régions de génes divergeants pour lesquels la
résolution de nos données de ChlP-seq ne permet pas de distinguer 2 pics. De plus, I'annotation
des TSS chez la levure reste a ce jour imprécise et incompléte, il n’est donc pas toujours possible

de se baser sur ces données pour annoter les pics.

Pour les analyses quantitatives ne nécessitant pas d’associer I'enrichissement a un géne
précis, les pics ont simplement été annotés par rapport a la région intergénique dans laquelle ils
se trouvent, selon la nomenclature suivante (cf. lll de ce chapitre) :

- Prom_Gene : Dans le cas de génes en tandem. Le géne est celui situé en aval de la région
intergénique annotée.

- Div_Genel-Gene2 : Dans le cas de geénes divergeants. Le gene 1 correspond a celui situé en
amont de la région intergénique annotée et le géne 2 celui situé en aval.

- Conv_Genel-Gene2 : Dans le cas de génes convergeants. Le gene 1 correspond a celui situé en

amont de la région intergénique annotée et le géne 2 celui situé en aval.

En ce qui concerne les pics de Pol Il, ceux-ci ont été annotés de la méme maniére mais par

rapport aux ORFs, aprés élimination des génes « dubious » (cf. Ill de ce chapitre).

Pour associer chaque pic a une région (intergénique ou ORF), nous avons utilisé la commande

« intersectBed » de BedTools :
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intersectBed -wa -a Prom-Div_ intergenic regions.bed
-b Peaks.bed | sort -u > Peaks Annot-Prom-div.bed

Parametres :

-wa : Pour chaque chevauchement, reportée I'entrée originale du fichier A.
-a : Fichier A au format BED, a comparer au fichier B.
-b : Fichier B au format BED.

sort —u : Permet de supprimer les doublons.

Pour les données de Rad2, ou pour la comparaison qualitative des pics de différents
échantillons, nous avons procédé a une annotation plus précise a I'aide du « package » de R

ChlPpeakAnno (Zhu et al., 2010, http://www.bioconductor.org). L’annotation est effectuée en

deux temps : (1) Annotation exhaustive de I'ensemble des pics par rapport au fichier d’annotation
contenant les genes codants et non codants de S. cerevisiae: commande
« annotatePeaklnBatch ». (2) Annotation des pics situés dans les régions de génes divergeants par
rapport au fichier d’annotation contenant les génes codants uniquement: commande

« peaksNearBDP ».

# Chargement des donnees et conversion au format RangedData
library (ChIPpeakAnno)

Peaks = read.table ("Peaks IP-Prot.bed")

Peaks.ranged = BED2RangedData (Peaks)

Annot.codncod = read.table ("coding noncoding.bed")
Annot.codncod.ranged = BED2RangedData (Annot.codncod)
Annot.cod = read.table ("coding.bed")

Annot.cod.ranged = BED2RangedData (Annot.cod)

# Annotation exhaustive de tous les pics

annotated.peaks All= annotatePeakInBatch (myPeakList = Peaks.ranged,
AnnotationData= Annot.codncod.ranged, multiple=TRUE, ,
output="both", PeakLocForDistance="middle",

FeaturelLocForDistance = "TSS")

# Annotation des pics dans les regions de genes divergents
BDP.Peaks= peaksNearBDP (myPeakList = Peaks.ranged, AnnotationData =
Annot.cod.ranged, MaxDistance = 600, PeakLocForDistance="middle",
FeaturelLocForDistance = "TSS")
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# Export des tables de donnees

DF annotated.peaks All= as.data.frame (annotated.peaks All)
write.table (DF annotated.peaks All,

"Annot Peaks codncod All.txt",sep="\t",row.names=F, quote=F)

DF BDP.peaks = as.data.frame (BDP.PeaksSpeaksWithBDP)

write.table (DF_BDP.peaks, "BDP.Peaks protcod.txt", sep="\t", row.names
=F, quote=F)

a. Commande « annotatePeaksIinBatch

Cette commande permet d’obtenir la distance entre un pic et I'annotation la plus proche. Les
fichiers d’annotation (« AnnotationData ») et de pics (« myPeakList ») donnés en entrée doivent
étre convertis au format RangedData avec la commande « BED2RangedData » pour pouvoir étre

utilisé dans ce programme.

Parameétres :

multiple : L'option « TRUE » exporte toutes les annotations pouvant correspondre a un
méme pic. L'option « FALSE » exporte une annotation maximum pour chaque pic.

: Uoption « all » exporte tous les pics correspondant a une annotation donnée.
L’option « first » exporte seulement le 1* pic, « last » seulement le dernier et « arbitrary »
un pic au hasard.
output : L'option « nearestStart » exporte les annotations les plus proches aprés calcul de
la distance entre le début du pic et le début de I'annotation. L'option « overlapping »
exporte les annotations chevauchant le pic avec un « gap » maximum défini par I'option
« maxgap ». L'option « both » exporte les deux annotations.

PeakLocForDistance : Spécifie la localisation sur le pic a partir de laquelle sera calculée la
distance avec les annotations. L'option « middle » utilise le milieu du pic et I'option
« start » le début du pic.

FeatureLocForDistance : Spécifie la localisation sur I'annotation a partir de laquelle sera
calculée la distance avec les pics. L'option « middle » utilise le milieu de I'annotation,
I'option « start » le début de I'annotation, I'option « TSS » utilise le début de I'annotation
guand celle-ci est positionnée sur le brin « + » et la fin quand elle est positionnée sur le
brin « - », 'option« geneEnd » utilise la fin de I'annotation quand celle-ci est positionnée

sur le brin « + » et le début quand elle est positionnée sur le brin « - ».
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Fichier de sortie :

I 9226 9377 152 0001 SUTO001 0001 + SUTO001 9369
9601
I 24826 24927 102 0002 YALO63C 0002 - YALO63C 23999
27968
I 24826 24927 102 0002 YALO63C-A 0002 - YALO63C-A 22394
22685

Le fichier de sortie contient 15 colonnes donnant différents types d’informations :
- Coordonnées et nom du pic (en bleu ci-dessus) : chromosome, « start », « end », longueur, nom
et brin.
- Nom du pic et de I'annotation associée (en rouge ci-dessus).
- Cordonnées et nom de I'annotation (en vert ci-dessus) : nom, « start », « end ».
- Informations sur I'association pic-annotation (en orange ci-dessus) : position de I’'annotation par
rapport au pic, distance entre le pic et I'annotation calculée selon les parameétres définis par
I'utilisateur, distance la plus courte entre le pic et 'annotation, localisation utilisée pour le calcul

de la distance la plus courte.

Les facteurs étudiés étant censés se lier sur la région promotrice des genes codants, les pics
se trouvant en position « downstream » ou « overlapEnd » sont éliminés. Cependant, pour les

CUTs et SUTs on conserve tout car on ne sait pas exactement ou démarre leur transcription.

awk 'S6 !~ /7Y/ || $12 !~ /overlapEnd/' Annot Peaks codncod All.txt
| awk '$S6 !~ /*Y/ || $12 !~ /downstream/' >
Annot Peaks codncod All noDownstr noOvlapEnd.txt

Parametres :

awk 'S6 !~ /AY/ || $12 I~ JoverlapEnd/' : Enlever les lignes qui contiennent un « Y » en
début de colonne 6 (= géne codant une protéine) et « overlapEnd » en colonne 12.
awk 'S6 I~ /AY/ || $12 I~ /downstream/' : Enlever les lignes qui contiennent un « Y » en

début de colonne 6 (= géne codant une protéine) et « downstream » en colonne 12.

Pour pouvoir étre visualisé dans un explorateur de génome, le fichier de sortie est converti
au format BED :

awk -F'\t' 'BEGIN {OFS="\t"} {print("chr"$1l),$2,$3,%8,"0",s7}"
Annot Peaks codncod All noDownstr noOvlapEnd.txt >
Annot Peaks codncod All noDownstr noOvlapEnd.bed
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b. Commande « peaksNearBDP »

Cette commande permet d’obtenir les pics prés de promoteurs divergeants et leur
pourcentage. Les fichiers d’annotation (« AnnotationData ») et de pics (« myPeakList ») donnés en
entrée doivent étre préalablement convertis au format RangedData avec la commande

« BED2RangedData » pour pouvoir étre utilisé dans ce programme.

Parameétres :

PeakLocForDistance : cf. I.6.B.a.
FeatureLocForDistance : cf.ll.6.B. a.
MaxDistance : Spécifie le « gap » maximum autorisé entre un pic et I'annotation la plus

proche.

Fichier de sortie :

I 58326 58777 452 0010 YALO44W-A 0010 + YALO44wW-A 57517
57850
I 60976 61377 402 0011 YALO42W 0011 + YALO42W 61315
62563
I 76076 76527 452 0015 YALO35W 0015 + YALO35W 76426
79435

Le fichier de sortie est du méme format que précédemment. De méme, les pics se trouvant

en position « downstream » ou « overlapEnd » sont éliminés :

egrep -v 'downstream|overlapEnd' BDP.Peaks protcod.txt >
BDP.Peaks protcod noDownstr noOvlapEnd.txt

Pour pouvoir étre visualisé dans un explorateur de génome, ce fichier est converti au format
BED :

awk -F'\t' 'BEGIN {OFS="\t"} {print("chr"$1l),$2,$3,$8,"0",s7}"'
BDP.Peaks protcod noDownstr noOvlapEnd.txt >
BDP.Peaks protcod noDownstr noOvlapEnd.bed

c. Concaténation des données

Pour obtenir le fichier d’annotation final, les résultats obtenus a I'issue des deux commandes

« annotatePeaksInBatch » et « peaksNearBDB » doivent étre concaténés :
cat Annot Peaks codncod All noDownstr noOvlapEnd.bed

BDP_ Peaks protcod noDownstr noOvlapEnd.bed | sort -k7,7n | uniq >
Annot Peaks codncod All BDP Peaks protcod.bed
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7. Comparaison qualitative des Pics et analyses GO

Les données de pics annotés peuvent étre utilisées pour comparer qualitativement les
enrichissements, entre différents échantillons. Les résultats peuvent alors étre représentés sous
forme de diagrammes de Venn. Ce type de représentation peut facilement étre obtenu dans R a
I'aide de différents « packages ». Dans notre cas, nous avons utilisé le script plotVennDiag écrit
par Olivier Alibert qui permet de calculer l'intersection entre différentes listes de genes puis

affiche le résultat sous forme de diagramme de Venn (Figure 38).

MED17 Med17-98

Figure 38 : Comparaison des pics de la protéine Rad3 entre
la souche MED17 sauvage et le mutant med17-98.

Rad3

Les listes de genes contenus dans les différentes régions du diagramme (intersection par
exemple) peuvent facilement étre exportées et copiées sur le site SGD

(http://www.yeastgenome.org/cgi-bin/GO/goTermFinder.pl) pour effectuer une analyse

d’ontologie qui permet de classer les génes selon leur fonction moléculaire ou les processus

biologiques dans lesquels ils sont impliqués.

8. Extraction des données de densité et du nombre de lectures

A. Densité par régions

Afin de pouvoir comparer les profils d’occupation des différentes protéines autour d’un point
d’intérét (TSS ou pic), il faut extraire les données de densité sur ces régions. Pour ce faire, nous

avons utilisé le script « get_tag_density » écrit par Olivier Alibert de 'IRCM d’Evry.

Usage:

get tag density -s -f IP-Prot.bw TSS.bed > Tag-density IP-
Prot TSS.tsv

Parametres :

-s : Tiens compte du brin pour orienter les données de densité.
-f : Fichier de densité.
TSS.bed : Fichier BED contenant les coordonnées des régions pour lesquelles on souhaite

récupérer les données de densité, ici entre -800 et +800 autour des TSS.
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Fichier de sortie :

chrI 170911 172511 YAR018C O =
442;444;447;450;451;451;451;451;451;451;451;451;451;451;451;
451;451;451;451;451;451;451;451;451;451;451;452;452;453;453;
453;453;454;454;454;456;457;458;458;458;460;460;461;461;461;
461;463;463;463;463;466;466;466;466;466;466;466;466;466;466;
466;466;466;466;466;466;466;466;466;466;466;466;466;466;466;
466;466;466;466;466;466;466;466;466;466;466;466;466;466;466;
466;466;466;466;466;466;466;466;466;466;466;466;466;466;466;
466;466;466;466;466;466;466;466;466;469;469;468;469;469;469;
469;469;470;,470;470;470;469;469;469;469;469;469;469;469;469;
468;467;467;467;467;464;462;460;460,;456;450;445;441;435;431;
431;430;427;427;427;427;427;427;427;427;427;427;427;427;427;
425;419;419;413;411;408;408;408;408;407;407;407;406;406;405;...
449.98 372 470

171301;171302;171303... 128486

chrl 170911 172511 YARO018C - : Informations extraites du fichiers BED indiquant les
cordonnées de la région.
442;444;447... : Densité de la protéine par position sur I'ensemble de la région définie en
entrée (ici entre -800 et +800 autour du TSS du gene YAR018C).
449.98 : moyenne des densités sur la région.
: somme des densités sur la région.
372 470 : Densité minimale et maximale.
171301;171302;171303... : Positions génomiques ou la densité est maximale.

128486 : Moyenne des positions de densité maximale.

Pour dessiner le profil de densité d’une protéine sur une région, il faut récupérer les données

de densité pour chaque position (colonne 7) :

cut -f4,7 Tag-density IP-Prot.tsv | sed 's/\;/\t/g' > density-
values-IP-Prot.tsv

Parameétres :

cut —f4,7 : Permet de récupérer les colonnes 4 (nom de la région) et 7 (densités par
position) du fichier d’entrée.

sed 's/\;/\t/g' : Replaces les « ; » par des tabulations dans le fichier de sortie.
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Puis la représentation graphique est effectuée dans R (
Figure 39):

# Chargement des donnees
MED15= read.table("density-values IP-MED15 TSS.tsv", sep='\t')
RAD2= read.table("density-values IP-RAD2 TSS.tsv", sep='\t')

# Calcul de la moyenne par position (=2x800 positions)
MED15m= colMeans (MED15[,2:1601])
RAD2m= colMeans (RAD2[,2:16017)

# Positions de l1l'axe des abscisses
x=c (-800:-1,1:800)

# Parametres graphiques et plot des valeurs de densite de chaque
facteur

par (cex.axis=1.5,cex.lab=1.5,cex.main=1.5,oma=c(0,2,0,0))

plot (x,MED15m, type="'1",col="blue',xlab="TSS",ylab="",ylim=c (0, 30),y
axt='n")

lines (x,RAD2m, col="red")

axis(2,las=2)

mtext (side=2,1ine=4, 'Tag density',cex=1.5)

# Titre et legende

title ('TSS', font.main=2)

legend ("topright", legend = c("MED15","RAD2"), col =
c("blue","red"),lwd=c(1l.5),bty="0",cex=1)

# Sauvegarde en PDF
dev.copy (pdf, "TSS RAD2-MED15.pdf")
dev.off ()

80 MED15
MED17 . . .« e
— raD2 Figure 39 : Exemple de profil moyen de liaison des

vvvvvv RAD3

— KNz protéines Med15, Med17, Rad2, Rad3 et Kin28 sur
une région comprise entre -500 et +500 autour des

60 -

pics du Médiateur.
40

Tag density

20

T T
-400 -200 0 200 400
MED15
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Ce type d’analyse peut également étre effectué directement dans le logiciel SegMiner (Ye et

al., 2011, http://sourceforge.net/projects/segminer/) qui prend en entrée une liste de fichiers de

séquences au format BED, BAM ou SAM dont il analyse la distribution sur des intervalles de tailles
définies autour d’une liste de coordonnées (TSS, Pics...) fournie au format BED. La distribution est
alors représentée sous forme de courbe (similaire a ce qui est présenté ci-dessus) ou de
« heatmap ». Un « heatMap » est une représentation graphique ou les valeurs sont représentées
par des couleurs (Figure 40). A la base, il s’agit d’'une matrice a deux-dimensions ou sont
regroupées les valeurs. Plus une valeur est forte, plus la couleur utilisée pour l'illustrer sera

foncée, et inversement, a une faible valeur sera associée une intensité de couleur plus faible.

; Figure 40 : Exemple de « heatmap » des protéines Rad3
§ et Kin28 sur une région comprise entre -1000 et +1000
= autour du TSS.
iz; Chaque ligne représente un intervalle de 2000 pb
= autour d’un TSS. Ces derniers sont classés selon la
= fréquence de transcription du gene qui leur est associé.
Agjé ——
= s —
— =
—— ==—
= =
— =
— —
— - =

-1000 Rad3 +1000
B. Nombre de lectures par régions

Pour pouvoir comparer le taux d’occupation d’une protéine entre les souches sauvages et
mutantes, sur une région donnée, il faut calculer le nombre de lectures dans ces régions. Pour ce
faire, nous avons utilisé la commande « coverageBed » de BedTools a partir du fichier BED

contenant toutes les lectures, quel que soit leur taux de duplication.

Usage :

coverageBed -abam IP-Prot.bam -b POLZ peaks.bed > reads-on-POL2-
peaks IP-Prot.bed
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Parametres :

-abam : Fichier A au format BAM dans lequel les lectures vont étre comptées.
-b : Fichier B au format BED, contenant les régions dans lesquels on veut compter les

lectures.

Fichier de sortie :

chrI 31566 32940 YALO62W O T 2342 1351 1374 0.98
chrl 48563 51707 YALOS51W 563 2031 3144 0.64
chrI 80709 81951 YALO34C O = 923 1177 1242 0.94

(@)
S

Les premieres colonnes (en bleu) correspondent aux régions issues du fichier B. Puis
coverageBed reporte :
- Le nombre de lecture dans A qui chevauchent la région issue de B (en rouge).
- Le nombre de positions de la région issue de B qui sont recouvertes par au moins une lecture de
A.
- La longueur de la région issue de B.

- La fraction de la région issue de B qui est recouverte par au moins une lecture de A.

Pour comparer les taux d’occupation entre deux souches différentes, il faut récupérer les
colonnes donnant le nombre de lecture pour ces deux échantillons aprés concaténation des 2
fichiers (colonnes 7 et 17) :

cat reads-on-POL2-peaks IP-WI-Prot.bed reads-on-POL2-peaks IP-
Mutant-Prot.bed | cut -f4,7,17 | sed -1

"1i\ Region\t WT\t Mutant" > reads-on-POL2-peaks IPs-
WTvsMutant.tsv

Parameétres :
cut —f4,7,17 : Permet de récupérer les colonnes 4 (nom de la région), 7 (nombre de
lectures dans le fichier WT) et 17 (nombre de lectures dans le fichier Mutant).

sed -i "..\t ..\t ..." : Rajoute une ligne d’en téte contenant les noms des 3 colonnes du

fichier de sortie, séparés par des tabulations.

On obtient un fichier contenant 3 colonnes : nom de la région, valeur pour la souche sauvage

et valeur pour la souche mutante.
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Puis la représentation graphique est effectuée dansR (

Figure 41):

# Chargement des donnees
table= read.table ("reads-on-POLZ2-peaks IPs-WTvsMutant.tsv",
header=T, row.names=1)

# Plot des reads dans chaque regions WT versus Mutant

plot (table$WT, tableSMutant,pch=20,xlab="MED17-WT", ylab="medl7-
mutant",main="Reads on POL II peaks",

x1im=c (0,40000),ylim=c(0,40000),col="blue",cex.main=1.5,

cex

.lab=1.5,cex.axis=1.5)

# Droite de regression

line= Im(table[,2]~table[,1])
abline (line, 1lwd=2, col="red")
abline (0,1,1lwd=2,1lty=2)

# Affichage des parametres de la droite de regression (pente,
ordonnee a l1l’'origine et R?)

summary (line)

# Legende

legend ("topleft", legend =

c("y=x","y=0.82x+136","R2=0.83") ,col=c("black","red", "black"),cex=1
.5,1ty=c(2,1,0),1lwd=2,bg="white")

# Sauvegarde en PDF

dev
dev

15000 25000 35000

med17-98 ChiP-seq density

0 5000

.copy (pdf, "Figure Prot-WTvsMutant Reads-on-Pol2-peaks.pdf")
.0off ()

Pol Il Figure 41: Exemple de comparaison des taux

d’occupation de la Pol Il entre une souche sauvage

1 ---- y=X et une souche mutante, sur les régions liées par
1 y=0.82x+136 cette protéine.

R2=0.83

T
35000

0 5000 15000 25000
MED17 ChlP-seq density
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III. BASES DE DONNEES D’ANNOTATION

Les bases de données utilisées pour réaliser I'annotation des analyses ChIP-seq de ce projet
ont été téléchargées depuis les sites UCSC, Ensembl et SGD. Pour certaines annotations (TSS,
CUT...) nous avons également utilisés des données de la littérature. Afin d’avoir un fichier
d’annotation le plus exhaustif possible, les données provenant de ces différentes sources ont été

compilées puis converties, le plus souvent au format BED.

Le tableau ci-apres récapitule les tables utilisées dans ce projet, leur contenu et leur

provenance.

saccharomyces_cerevisiae.gff Sequence features of S. c¢. and related information such as
GO annotation.
http://downloads.yeastgenome.org/curation/chromosomal

feature/saccharomyces_cerevisiae.gff

Saccharomyces_cerevisiae.EF4.66.gtf Gene sets for S.c. This file includes annotations of both
coding and non-coding genes.
ftp://ftp.ensembl.org/pub/release-
75/gtf/saccharomyces cerevisiae

SGD_features.tab Information on current chromosomal features in SGD,

including Dubious ORFs. Also contains coordinates of
intron, exons, and other subfeatures that are located within
a chromosomal feature.
http://downloads.yeastgenome.org/curation/chromosomal
feature/SGD features.tab
Chromosome_length.tab Lengths of the chromosomes, with RefSeq identifiers.
http://downloads.yeastgenome.org/curation/chromosomal

feature/chromosome _length.tab

NotFeature.fasta DNA sequences which are not within the following types of
features: ORF, ARS, CEN, rRNA, tRNA, snRNA, snoRNA, RNA
genes, LTRs, telomeric elements and transposons.
http://downloads.yeastgenome.org/sequence/S288C refer

ence/intergenic/NotFeature.fasta.gz

Mmc3.xls Sequence and localization of TATA and TATA-like elements
from Basehoar et al., 2004.

Rhee_SuppDatal.xls Localisation of TSS and TATA elements from Rhee and Pugh,
2012.

Nature07728-s2.xls CUT and SUT coordinates from Xu et al., 2009. Also contains

TSS and TES of coding genes.

Tableau 14 : Tables utilisées pour I’annotation des données de ChlIP-seq.
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IV. NORMALISATION DES DONNEES

1. Méthode

Le nombre total de lectures alignées n’est pas le méme d’un échantillon a I'autre, ce qui peut
amener a considérer un enrichissement sur les génes de certains échantillons simplement parce
gu’ils contiennent globalement plus de lectures que les autres. De plus, des biais peuvent
subvenir lors des différents traitements subis par les échantillons lors de leur préparation. Ainsi,
pour pouvoir effectuer une comparaison quantitative il faut donc rendre les échantillons

comparables, en les remettant a la méme échelle.

De nombreuses méthodes et outils existent pour normaliser les données de NGS. La plus
simple consiste a diviser chaque échantillon par le nombre total de ses lectures (RPM « reads per
million »). Une variante tient également compte de la longueur des genes (RPKM « Reads per
kilobase and per million »). Le script Polyphemus utilise, quant a lui, une normalisation par
qguantiles (Mendoza-Parra et al., 2011) et DESeq une normalisation par régression linéaire (Anders
and Huber, 2010). Cependant, aucune de ces méthodes ne convient dans le cas ou nous voulons
vérifier si I'effet observé est global. En effet, si la protéine étudiée posseéde, chez une souche
mutante, un défaut de liaison global, la quantité de chromatine récupérée dans cet échantillon
sera moindre, et par conséquent le nombre de lectures obtenu plus faible que dans la souche
sauvage. Si nous utilisons une des méthodes citée précédemment pour normaliser ces deux
échantillons, les valeurs pour la souche sauvage vont étre diminuées et celles pour la souche
mutante augmentées, éliminant la différence de liaison globale de la protéine entre les deux

souches.

Aprés avoir testé plusieurs méthodes de normalisation pour cette étude, nous avons
finalement décidé de nous baser sur les valeurs de qPCR pour comparer nos données (Tableau
15). Pour ce faire, nous avons sélectionné une dizaine de régions (ORF ou promoteurs), que nous
avons utilisées pour les analyses par gPCR. Nous avons ensuite calculé le rapport de quantification
entre la souche mutante (Vgoermutant) €t 12 souche sauvage (Vqprwr) dans ces différentes régions :
Raper=Vapermutant/ Vaperwr.  EN paralléle, nous avons regardé dans les données de ChIP-seq
correspondantes, le nombre de lectures dans ces mémes régions et calculé le rapport du nombre
de lecture entre la souche mutante (Vsegmutant) €t la souche sauvage (Vseqwr) : Rseq=Vseqmutant/ Vseqwr-
Nous avons alors pu calculer le coefficient a appliquer aux données de ChIP-seq pour que le
rapport soit le méme que pour les résultats de gQPCR : Q=Rgp/Rseq- La médiane des coefficients
obtenus pour les différentes régions analysée a ensuite été utilisée pour normaliser les données

de ChIP-seq.
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Les valeurs de normalisation obtenues pour nos données sont récapitulées en annexe (cf.

Annexe VI. lIL.).

WT WT | Mutant Mutant | Mut/WT | Mut/WT
seq qpcr| seq qpcr seq gper | qper/seq
ADH1_012 | 9790 13 9596 9,63 0,98 0,74 0,76
PYK1_0O12 7689 15 6063 9,13 0,79 0,61 0,77
PHO84_056| 3102 3,16 1235 1,06 0,40 0,34 0,84
Mediane 0,77

Tableau 15 : Exemple de calcul du facteur de normalisation utilisé pour comparer les données
de ChlIP-seq des souches sauvages et mutantes.

2. Application

Ces facteurs de normalisation ont ensuite été appliqués aux souches mutantes sur les tables
contenant le nombre de lectures par région, obtenues avec coverageBed :
awk -F'\t' 'BEGIN {OFS="\t"} {print $1,$2, ($3*0.77)}"

reads-on-POLZ2-peaks IPs-WTvsMutant.tsv >
reads-on-POL2-peaks IPs- norm—-gPCR.tsv

Ils ont également servi a normaliser les fichiers de densité avant leur visualisation dans
I'explorateur de génome. Cette normalisation a été effectuée sur les fichiers au format
BEDGraph, plus facile a manipuler que les fichiers WIG.

awk -F'\t' 'BEGIN {OFS="\t"} {print $1,$2,$3($4*0.77)}"'
NT densityFile.bg > NT densityFile norm.bg

V. ELIMINATION DES ARTEFACTS

Lors de la visualisation de nos données dans un explorateur de génome, nous avons noté la
présence d’artefacts dans les ORFs des genes trés exprimés. Ces artefacts sont également présent
dans le controle « mock IP » (IP non spécifique avec anticorps anti-HA sur une souche non
étiquetée HA que nous appellerons « NT » pour « non-tagged ») mais pas dans I'échantillon
d’ADN total (« Input »). Nous avons donc conclu a un artefact de ChlP. Ces observations ont par la
suite été confirmées par la publication de plusieurs papiers sur le sujet qui suggerent une
influence de la structure de la chromatine sur I'efficacité des IPs (Jeronimo and Robert, 2014; Park

et al., 2013; Teytelman et al., 2009, 2013).

Bien que peu nombreux (~200 régions), ces artefacts se trouvent au niveau de génes trés
exprimés, que nous n’avons pas voulu exclure de nos analyses. Afin de supprimer ces biais, nous
avons donc décidé de soustraire les valeurs correspondant a I’échantillon NT de nos échantillons

ChlPp.
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3. Données issues du « peakcalling »

La recherche de pics avec MACS2 est effectuée sur un fichier BAM ou BED. C’est fichiers ne
contenant pas de données numériques, il n’est pas possible d’effectuer une soustraction du NT
directement sur ces données. La solution aurait pu étre d’effectuer le « peakcalling » par rapport
au NT au lieu de I’échantillon d’ADN total, cependant le fichier NT contient tres peu de lectures et
n’est donc pas le controle le plus fiable pour ce genre d’analyse, laissant passer de nombreux pics

non significatifs.

Nous avons donc décidé d’effectuer le « peakcalling » de maniére classique par rapport a
I’échantillon d’ADN total (fichier pics versus « Input ») et en paralléle par rapport au NT (fichier
pics versus NT). Nous avons ainsi obtenu une premiéere série de pics contenant les biais d’IP et une
seconde série, ne les contenant pas. Nous avons ensuite identifié les régions artefactuelles en
effectuant un « peakcalling » trés stringeant sur I"échantillon NT versus « Input » a l'aide du

package de R «bayespeak » (http://www.bioconductor.org/packages/release/bioc/html/

BayesPeak.html). Puis, nous avons localisé ces régions artefactuelles dans le fichier de pics versus

« Input » de notre échantillon d’intérét et nous les avons éliminées. Nous avons ensuite récupéré
ces mémes régions dans le fichier de pics versus NT et nous les avons réintégrés dans le fichier
précédent. Ainsi notre fichier final est globalement un « peakcalling » effectué avec I’ADN total
comme contréle, sauf dans les régions artefactuelles ou le « peakcalling » est effectué en prenant

I’échantillon NT comme contréle. Les étapes de réalisation sont détaillées ci-dessous :

# Identification des pics dans la souche NT avec BayesPeak
bayespeak (job.size=1000000,bin.size=350, job.overlap=50)
summarize.peaks (threshold =0.9, method="lowerbound")

# Soustraction des pics artefactuels dans le fichier des pics IP vs
Input

intersectBed -a Peaks-IPvsINPUT.bed -b Peaks-NT.bed -wa -f 0.2 >
Artefact IP

# Suppression de ces regions
intersectBed -a Peaks-IPvsINPUT.bed -b Artefact IP.bed -wa >
Peaks-IP withoutArtefact.bed

# Récupération de ces regions dans le fichier des pics IP vs NT
intersectBed -a Peaks-IPvsNT.bed -b Artefact IP.bed -wa > Peaks-
IP FromNT.bed

# Concaténation des pics vs Input en dehors des régions
artefactuelles, et des pics vs NT dans ces mm régions

cat Peaks-IP withoutArtefact.bed Peaks-IP FromNT.bed | sort -kl1,1 -
k2,2n > Peaks corrNT.bed
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Parametres :

-f : Fraction minimum de A requise comme chevauchement (Par exemple — 0.2 = 20 % de
A).

: Reporter seulement les entrées de A qui ne chevauchent aucune entrée de B.

4. Fichiers de densité

Afin de pouvoir visualiser les fichiers de densité sans les artefacts observés précédemment,
nous avons normalisé le fichier de densité du NT par rapport aux valeurs calculées par gPCR, puis
nous avons soustrait ce fichier normalisé aux fichiers de densité des échantillons ChIP avec la

commande « getDifferentialBedGraph » de I'utilitaire HOMER (http://homer.salk.edu) :

# Normalisation du fichier de densité NT au format BEDGraph
awk -F'\t' 'BEGIN {OFS="\t"} {print $1,$2,$3($4*0.4)}"
NT densityFile.bg > NT densityFile norm.bg

# Soustraction du fichier de densité NT normalisé au fichier de
densite ChIP

getDifferentialBedGraph.pl NT densityFile norm.bg

IP densityFile.bg diff > IP densityFile subtrNT.bg
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ANNEXE I : PROTOCOLE DE CHIP

I. CULTURE ET PONTAGE AU FORMALDEHYDE

- Ensemencer 100mL d’YPD a 30°C dans un erlen de 500mL avec une préculture pour étre le

lendemain a DOgq = 0.6.

- Ajouter sous sorbonne 3 ml de Formaldéhyde 37%. Laisser agir 10 min en agitant toutes les 2

min.

- Arréter le pontage avec 20 ml de Glycine 2,5 M pendant 5 min.

- Centrifuger 3 min a 4000 rpm (Centrifuge 5810, Eppendorf) dans des tubes Falcons de 50 ml.
- Reprendre les cellules dans 100 ml de Tris 20 mM pH8 a 4°C et centrifuger idem.

- Reprendre les cellules dans 5 ml de FA-SDS + PMSF. Toujours travailler dans la glace.

- Transférer dans des tubes Falcon de 14 ml, centrifuger idem.

- A cette étape on peut congeler dans I'azote puis conserver les cellules a -80°C.

II. BROYAGE ET PREPARATION DE LA CHROMATINE

- Reprendre les cellules avec 1 ml de FA-SDS + PMSF et transvaser par 500 pl dans 2 tubes

Eppendorf de 2 ml. Ajouter 0,75 ml de billes de verre (425-600 um, G8772-500G Sigma) par tube.

- Vortexer 30 min en chambre froide dans le Vibrax (puissance maximale), retourner les tubes

toutes les 10 min.
- Percer un tube Greiner de 12 ml avec une aiguille (0,7x30 mm ou 0,5x15mm) portée au rouge.
- Placer le tube dans un Falcon de 50 ml a I'aide d’un anneau de midiprep.

- Transvaser le broyat avec les billes dans le tube percé. Laver chaque tube avec 2 fois 1 ml de FA-
SDS + PMSF (4 ml par extrait). Transvaser et centrifuger le montage a 2000 rpm (Centrifuge 5810,

Eppendorf) pendant 1 min.

- Resuspendre doucement le culot avec une pipette de 5 ml et transférer dans un tube Corex

stérile de 15 mL.
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- Centrifuger a 12 000 rpm (JA-17, Beckman) pendant 20 min 4°C avec des adaptateurs. Aspirer le
surnageant a la trompe a vide. La chromatine cross-linkée fait un anneau transparent autour d’un

culot opaque.

- Transférer le culot dans un tube Eppendorf de 2 ml avec le bout fermé d’une pipette Pasteur.
Ajouter dans le Corex 0,8 ml de FA-SDS + PMISF et resuspendre avec la pipette Pasteur, transvaser
dans le tube Eppendorf et laver le Corex avec 0,8 ml de FA-SDS + PMSF. Homogénéiser au
maximum dans le tube Eppendorf avec la pipette Pasteur puis mettre sur roue rotative a 4°C

pendant 1h minimum.
- Centrifuger a 12 000 rpm (JA-17, Beckman) pendant 20 min a 4°C.
- Préparer les pipettes Pasteur.

- Aspirer le surnageant, ajouter 1,6 ml de FA-SDS + PMSF et remettre en suspension avec le bout

fermé d’une pipette Pasteur.

III. SONICATION DE LA CHROMATINE

- La sonde doit atteindre le niveau de 0,5 ml dans un tube Eppendorf de 2 ml sans toucher la

paroi. Les tubes sont dans un mélange eau + glace + NaCl pendant la sonication.

- Réglage de I'appareil (Vibra-Cell™, Sonics®) : pulse, 60% du cycle actif, puissance 4. Soniquer 3
fois 40 secondes avec un intervalle de 20 secondes (taille moyenne des fragments 400 pb). Pour le
ChlP-seq, ajouter 6 cycles de 30 secondes au Biorupteur (Bioruptor® UCD-200, Diagenode),
puissance moyenne (pour une taille moyenne des fragments de 200 pb) en refroidissant quelques

minutes avec de la glace au bout de 3 cycles.
- Transférer dans un tube Greiner de 12 ml et ajouter 1,2ml de FA-SDS + PMSF.

- Centrifuger a 10 000 rpm (JA-17, Beckman) 30 min a 4°C. La chromatine est maintenant soluble,

reprendre le surnageant.

- Aliguoter par 650 pl et congeler dans I'azote. Conserver 100 pl pour contrdler la taille.

IV. CONTROLE DE LA TAILLE DES FRAGMENTS D’ADN

- Prendre un aliquot de 100 pl de chromatine, ajouter 25 pl de Tampon Pronase 5X et 6,25 ul de
Pronase 20mg/ml, incuber 1h a 37°C (facultatif) puis au moins 6h a 65°C dans une étuve ce qui

permet de digérer les protéines et de réverser le pontage.

- Ajouter 3,3 ul de RNase 1 mg/ml a partir de la solution RNAse A (EN0531 Fermentas) a 10

mg/ml diluée 10x dans H.0, et incuber 1h a 37°C dans une étuve.
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- Purifier I’ADN sur colonne (PCR purification kit, Qiagen) en suivant le protocole. Charger en 2 fois
sur la colonne (2 x 750 pL). Avant élution mettre 15 min en étuve a 37°C. Eluer avec 2 x 25 pl

d’H,0 stérile.

- Analyser la taille des fragments par électrophorese sur gel d’agarose sur 12 pl + 2,7 pl de

Tampon d’échantillon Xyléne-Cyanol.

V. IMMUNOPRECIPITATION

1. Préparation des billes couplées aux anticorps

- Prélever 50 pl de la solution de stock de billes IgG anti-souris (Dynabeads® Pan mouse IgG,

Invitrogen)

- Laver 3 x avec 500 pl de PBS-BSA 0,1% a 4°C.

- Reprendre dans 100 pl de PBS-BSA 0,1%.

- Ajouter 1 pl d’anticorps 12CA5 (anti-HA) ou 5 pl de 8WG16 (anti-Pol 11).

- Incuber & 1300rpm dans un agitateur (Thermomixer®, Eppendorf) pendant 30 min a 30°C.
- Laver 2 x avec 500 pl de PBS-BSA 0,1%.

- Laver 1 x avec 500 pl de PBS-BSA 0,1% sous agitation a 1300 rpm (Thermomixer®, Eppendorf) 10
min a 30°C.

- Laver de nouveau rapidement avec 500 pl de PBS-BSA 0,1%.

2. Réaction d'immunoprécipitation

- Décongeler un tube de chromatine et centrifuger a 12000 rpm (Centrifuge 4415R, Eppendorf)

pendant 15 min a 4°C.

- Ajouter aux billes 500 pl de la chromatine avec 50 pl de PBS-BSA 10 mg/ml.
- Incuber & 1300 rpm (Thermomixer®, Eppendorf) pendant 2h a 21°C.

- Reprendre avec 500 pl de FA-SDS, changer de tube.

- Laver 2 x avec 1 ml de FA-SDS + NaCl (concentration finale de 500 mM).

- Laver 1 x avec 1 ml de FA-SDS + NaCl sous agitation a 1300 rpm (Thermomixer®, Eppendorf) 10

min a 21°C.
- Laver avec 500 pl de Tampon IP.
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- Laver avec 500 pl de Tampon TE.

- Eluer a 600 rpm (Thermomixer®, Eppendorf) pendant 20 min a 65°C avec 125 ul de Tampon

pronase 1X. Refroidir a température ambiante.
- Reprendre le surnageant, ajouter 6,25 pl de Pronase 20 mg/ml (Roche).
- Incuber 1h a 37°C (facultatif) puis au moins 6h dans une étuve a 65°C.

- Sur les 100 pl de chromatine restant non immunoprécipitée (Input), rajouter 25ul de Tampon

Pronase 5X et 6,25ul de Pronase. (Roche) Incuber 1h a 37°C (facultatif) puis au moins 6h dans une
étuve a 65°C.
- Ajouter 3,3 ul de RNase 1 mg/ml aux échantillons IP et Input et incuber 1h a 37°C.

- Purifier I’ADN sur colonne Qiagen (PCR purification kit) en suivant le protocole.

VI. QPCR

- Préparer les dilutions de I’ADN suivantes :

- Standard : T1 1/40 (5 pl dans 195 pl d’H,0) ; T2 1/200 (1 pl dans 199 ul d’H,0) ; T3
1/1000 (40 ul de T2 dans 160 ul d’H,0) ; T4 1/5000 (40 ul de T3 160 ul d’H,0).

- Echantillons Inputs : 1/200 (1 ul dans 199 ul d’H,0).

- Echantillons IP : 1/40 (5 pl dans 195 ul d’H,0).
- Réaction de PCR: 12,5 pl de mix Mesagreen gPCR (SYBR® Eurogentec) + 1 ul d’oligos + 6,5 pl

d'eau + 5 pul d'ADN (IP ou Input).
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VII. TAMPONS

e Tris 20mM pH 8 (Trizma HCl) : 20 mL de Tris 1 M + 980 mL d’H,0.

e Glycine 2,5 M : 187,5 g de Glycine + H,0 gsp 1L. Solution finale filtrée et stérilisée.
e FA-SDS + NaCl : FA-SDS + 7 mL de NaCl pour 100mL.

e Tampon Pronase 5X : solutions stocks stériles.

- Tris pH7,5 125 mM (Trizma HCI) 250 ul de 1 M

- EDTA 25 mM 100 plde 0,5 M
- SDS 2,5% 500 pl de 10%
-H0 gsp 2 mL

e FA-SDS : solutions stocks stériles. Tampon final filtré (sans le PMSF).

- Hepes KOH pH 7,5 50 mM 25mLde1M
- NaCl 150 mM 15mLde5M
-EDTA1 mM 1mLdeO,5M
- Triton 100X 1% 5 mL de 100%
- Déoxycholate de Na 0,1% 5 mL de 10%
-SDS 0,1% 5 mL de 10%
- H,0 gsp 500 mL

+ PMSF 1 mM a ajouter extemporanément (T;,,=30 min en solution aqueuse) : 1%.

e Tampon IP : solutions stocks stériles. Tampon final filtré.

- Tris 10 mM pH8 0,5mLdel1M
-LiCl 0,25 M 12,5mLde 1 M
-EDTA 1 mM 0,1mLde0,5M
- NP40 0,5% (lgepal) 0,25 mL de 100%
- Déoxycholate de Na 0,5% 2,5 mL de 10%

- H,0 stérile gsp 50ml

e TE:0,5mLdeTris 1M pH8 + 0,1 mL d’EDTA 0,5M + H,0 gsp 50 mL. Solution finale filtrée.

e Tampon d’échantillon :
- Xylene cyanol 12,5 mg

- Glycérol 1mL
-EDTA0,5M 40 pl
- H,0 gsp 2 mL

e PBS-BSA0,1%:0,1 g de BSA, 10 mL de PBS 10X, H,0 gsp 100 mL. Filtrer et garder a 4°C.
e PBS-BSA 10mg/ml : 0,1 g de BSA, 1 mL de PBS 10X, H,O gsp 10 mL. Filtrer et garder a 4°C.
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ANNEXE II : PROTOCOLE DE DOSAGE AU PICOGREEN

I. PREPARATION DE LA GAMME ETALON

- A partir de marqueur 1kb Plus (Ready-load™ 1kb Plus, Invitrogen), préparer la gamme étalon

selon le protocole du kit Quant-iT™ PicoGreen’ dsDNA Reagent (Invitrogen) dans du TE 1X pHS.
- Préparer la gamme en ng/ul : 0,1;0,2;0,3;0,4;0,5; 0.6; 0.8;1; 2; 4; 6. Validée, puis

stockée a -20°C.

II. PREPARATION DES ECHANTILLONS A DOSER

- Mettre dans des tubes Eppendorf 1ul de chaque échantillon a doser. Faire de méme avec les

échantillons de la gamme.
- Décongeler le tube de PicoGreen a I'abri de la lumiére.

- Préparer une dilution de la solution de PicoGreen avec le ratio 10ul de solution mere pour 2ml

de TE 1X pH8 (prévoir 200pl par dosage).

- Rajouter 200ul de solution de PicoGreen diluée a chaque tube contenant I’échantillon a doser ou

un échantillon de la gamme, et agiter.
- Transférer chaque solution sur plaque noire FluoroNunc F96 (VWR), et entourer de papier
d’aluminium

ITI. MESURES

- La mesure de la fluorescence est effectuée avec le lecteur de plaques Wallac EnVision et les

filtres : excitation 485 et émission 535.
- Choisir le protocole 485/535 puis sélectionner les puits a mesurer et sauver.

- Appuyer sur « LOAD » sur la machine Wallac : le portoir pour la plaque sort, poser la plaque sans

le couvercle, et appuyer de nouveau sur « LOAD » pour charger la plaque.

- Lancer la mesure (« START ») puis aller dans : « results » et rechercher le fichier avec la date

adéquate, sélectionner les valeurs du tableau et copier/coller dans Excel.

IV. TAMPONS

e TE1X:0,5 mLde Tris 1M pH8 + 0,1 mL d’EDTA 0,5M + H,0 gsp 50 mL. Solution finale filtrée.

336



ANNEXE III : PROTOCOLE DE CcO-IP

I. CULTURE

- Ensemencer 50mL d’YPD a 30°C dans un Erlen de 250mL avec une préculture pour étre le

lendemain a DOgqo = 0.6-0.8

- Centrifuger a 4000 rpm (Centrifuge 5810, Eppendorf) pendant 2min puis laver avec 2 x 50 mL
d’H,0.

- Reprendre le culot avec 10 mL de Tampon WB-, centrifuger a nouveau.
- Reprendre dans 1 mL du méme tampon.
- Transférer dans des tubes Eppendorf de 2 mL et centrifuger a nouveau.

- Congélation a -80°C possible.

II. LYSE DES CELLULES

- Resuspendre dans 0.25 mL de Tampon WB + DTT + PMSF + Complete (= Tp WB+).

- Ajouter 200 pL de billes de verres (425-600 pm, G8772-500G Sigma) et mettre sur un agitateur
(VXR basic Vibrax®) a puissance maximum pendant au moins 30 min en retournant les tubes

toutes les 10min.
- Centrifuger 2 x 15 min a 15000 rpm a 4°C et récupérer le surnageant.

- Conserver a -80°C et garder 2 plL pour le dosage des protéines.

III. DOSAGE DE BRADFORD

- Diluer au 1/10 les échantillons a doser (2 puL dans 18 uL d’H,0).

- Dans une cuve de spectrométrie mettre 2 plL de solution d’échantillon diluée et compléter a 100

pL avec H,0.

- Préparer la gamme étalon a partir d’'une solution de BSA diluée au 1/10 (1 pg/ uL). Dans 10
cuves mettre 0;0,5;1;1,5;2;2,5;3;4;5; 6 L de la solution de BSA diluée et compléter a
100 plL avec H,0.

- Diluer le réactif de Bradford au 1/5 et mettre 900 uL de réactif par cuve.

- Effectuer le dosage a 595 nm.
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IV. IMMUNOPRECIPITATION

1. Préparation des billes couplées aux anticorps

- Prélever 50ul de la solution de stock de billes IgG anti-souris (Dynabeads® Pan mouse IgG,

Invitrogen)
- Laver 3 x avec 500pl de PBS-BSA 0,1% a 4°C.

- Laver une fois supplémentaire dans 100 pl de PBS-BSA 0,1% sous agitation a 1300rpm pendant

30 min a 4°C.

- Reprendre dans 100 pl de PBS-BSA 0,1%.

- Ajouter 1pul d’anticorps anti-HA (12CA5) ou 5 pl d’anticorps anti-CTD Rpb1 Pol Il (BWG16).

- Incuber a 1300 rpm dans un agitateur (Thermomixer®, Eppendorf) pendant 1h a 4°C.

- Laver 3 x avec 500 pl de PBS BSA 0,1 % avec incubation 5 min a 4°C sous agitation.

- Faire deux lavages rapides supplémentaires avec 500 pl de Tampon WB+.

(Plusieurs IP : 1 ml pour 2 IP, regrouper en un seul tube et distribuer pour chaque IP).

- Mettre a centrifuger les extraits bruts de protéines pendant 15min a 12000 rpm (Centriguge

4415R, Eppendorf) a 4°C.

2. Réaction d'immunoprécipitation
- Ajouter les extraits bruts contenants 1,5 mg de protéines et ajuster avec le Tampon WB+ pour

avoir le méme volume dans chaque tube.

- Incuber sous agitation a 1300 rpm (Thermomixer®, Eppendorf) pendant 3h a 4°C. Au bout de

1h30 rajouter 1 pl de PMSF par tube.

- Laver 4 x avec 1ml de Tampon WB+ avec incubation 5min a 4°C sous agitation. Changer de tube

aprés le 1 lavage.
- Reprendre dans 40 pl de Bleu de charge 1X (+ 10% DTT ou 4% B-mercapto-éthanol).

- Eluer les protéines a 95°C pendant 10min afin de les détacher des billes et conserver le

surnageant.
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V. WESTERN BLOT

1. Préparation du gel d’éléctrophorese

- Préparer les gels de « stacking » et « resolving » selon les proportions indiquées dans le tableau
ci-dessous. Plus le poids moléculaire de la protéine a étudier est petit plus le pourcentage

d’acrylamide doit étre élevé pour permettre une séparation optimale.

Composants Stacking 5% | Resolving 8% | Resolving 10% | Resolving 12%
(pour 2mL) (pour 5mL) (pour 5mL) (pour 5mL)

H,0 1,48 mL 2,63 2,3 2,1

Acrylamide mix 40% | 0,250 mL 0,970 1,275 1,5

Tris 1M pH6,8 0,250 mL / / /

Tris 1M pH8,8 / 1,3 1,3 1,3

SDS 0,020 mL 0,050 0,050 0,050

APS* 0,020 mL 0,050 0,050 0,050

TEMED* 0,002 mL 0,003 0,002 0,002

* ajoutés extemporanément

2. Préparation des échantillons

- Mettre a bouillir les extraits bruts 5 min a 85°C afin de les dénaturer.
- Bien laver les puits du gel avec du Tampon TGS 1 X avant de déposer.

- Dépbt des échantillons (sur 2 gels séparés si besoin) :
- Pour les extraits bruts (Input) : 30 ug d’extrait + 5 pL de Bleu de charge 1X (+ 10% DTT ou 4% B-
mercapto-éthanol).

- Pourles IP : 10 pL.

3. Electrophorese

- Sur chaque gel déposer 3 pL de marqueur de poids moléculaire (Page Ruler™ Plus Prestained

Protein Ladder, Fermentas®).

- Faire migrer ~45 min a 160 V (A max, W max) dans le Tampon d’électrophorese TGS 1X.

4. Transfert semi-sec sur membrane

- Retirer le gel de stacking et déposer le reste du gel dans du Tampon de transfert puis sur
membrane de nitrocellulose 0,2 um (Protran BA83 Wattman™, GE Healthcare) préalablement

imprégnée du méme tampon.
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- Mouiller 3 a 5 papiers Wattman™ 3 mm (GE Healthcare) dans le Tampon de transfert et les
poser sur l'appareil de transfert (Fastblot B43, Labgene), ajouter la membrane de nitrocellulose
recouverte du gel d’acrylamide puis a nouveau 3 a 5 papiers Wattman préalablement imprégnés

de Tampon de transfert.

- Régler I'appareil a 120 mA pour un gel de 6x10cm (20V, 8W max) et laisser transférer pendant

1h a 1h30.
- Colorer la membrane au rouge Ponceau pour vérifier |'efficacité du transfert puis bien laver la

membrane avec H,0mq.

5. Saturation et exposition aux anticorps

- Incuber la membrane dans une solution a 5 % de lait dans du Tampon TBST (50mL) pendant 1h a

TA sur agitateur ou ON a 4°C.

- Effectuer un lavage rapide au TBST puis ajouter le 1° anticorps dans une solution a 2% de lait

dans du Tampon TBST (10mL) (réutilisable 2-3x).

- 12CAS (souris) : 2 uL/10 mL - aSrb4 (lapin) : 1 uL/10 mL

- 8WG16 (souris) : 5 puL/10 mL - aMed6 (lapin) : 5 uL/10 mL
- 9E10 (souris) : 4 puL/10mL - aMed20 (lapin) : 1 uL/10 mL
- aMed14 (lapin) : 3,3 uL/10 mL -aMed17 (lapin) : 2 uL/10 mL

- Incuber 1 a 2h sous agitation.
- Faire 3 lavages de 10 min au TBST.

- Ajouter I'anticorps secondaire (anti-souris ou anti-lapin) dans une solution a 2% de lait dans du

Tampon TBST (10mL) : 1uL/10mL.
- Incuber 30-45 min sous agitation.

- Faire 3 lavages de 10 min au TBST.

6. Détection

- Déposer la membrane sur un plastique et ajouter dessus la solution ECL Prime (Amersham ECL

Prime™ Western Blotting Detection Reagents, GE Healthcare®).
- Incuber 5min dans le noir.

- Insérer la membrane dans une pochette plastique et éliminer I'excés de liquide puis déposer la

pochette dans une cassette.
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- Révéler avec un film photographique ou un appareil de visualisation des gels de type EGel®

Imager (Life Technologies).

VI. TAMPONS

e Tampon WB : Tampon final filtré (sans PMSF, DTT, Complete) et conservé a 4°C.

- Glycérol 10 mL de 100%

- Hepes KOH pH 7,5 2,5mlde 1M

- NaCl 1 mlde5M

- EDTA 50 ul de 0,5M

- NP40 25 pl (ajouté apres filtration)
- H,0 gsp 50 mL

- Ajouter extemporanément : PMSF 100 mM (T;,=30 min en solution aqueuse) : 500 pL + DTT

1M : 50pL + Complete 50X (= 1pastille dans 2mL) : 1mL.

e PBS-BSA 0,1%: 0,1 g de BSA + 10 mL de PBS 10X + H,0 gsp 100 mL. Tampon final filtré et
conservé a 4°C.

e Bleu de charge 5X:

- Tris HCI 250 mM pH®6,8 2,5mlde 1M

- SDS 10% lg

- Bleu de bromophénol 1 pte de spatule
- Glycérol 50 % 5ml

- H,0 gsp 10 mL

- Ajouter extemporanément 4 % de B-Mercapto-Ethanol ou 10% de DTT.

e TGS5X:30gde TrisBase + 144 g de Glycine + 5 g de SDS + H,0 gsp 1L.

e Tampon de transfert : 2,5 g de Glycine + 5,8 g de Tris + 3,7 mL de SDS 10% + 200 mL d’EtOH +
H,0 gsp 1L.

e TBST:100mL de TBS 10X + 0,5 mL de Tween + H,0 gsp 1L.

341



ANNEXE IV : PROTOCOLE D'EXTRACTION DES ARN
TOTAUX DE LEVURE

I. CULTURE

- Ensemencer 10 mL d’YPD a 30°C avec une préculture pour étre le lendemain a DOgy = 0.5.

- Centrifuger a 4000 rpm (Centrifuge 5810, Eppendorf) pendant 2 min puis laver avec 1 mL d’H,0
DEPC

- Centrifuger idem et congeler dans |'azote puis conserver a -80°C.

II. EXTRACTION DES ARNS

- Préparer 3 séries de tubes: 1,5 mL vides + 2 mL contenant 400 uL de PCl a 4°C (UltraPure™
Phenol:Chloroform:Isoamyl Alcohol, Invitrogen) sous la hotte + 2 mL contenant 500 puL de Phénol

acide a 4°C (UltraPure™ Phenol Water, Invitrogen) sous la hotte.

- Reprendre les culots de cellules dans 500 pL de Tampon AE.

- Ajouter 50 pL de SDS 10% et vortexer.

- Transférer dans les tubes contenant le Phénol acide et vortexer vigoureusement.
- Incuber a 65°C pendant 8min dans le thermomixeur a 1300rpm.

- Congeler les cellules dans un mélange Ethanol + Carboglace (< 5min).

- Centrifuger a 14000 rpm (Sigma-202MK) pendant 10 min a TA.

- Prélever 400 pL de la phase aqueuse (phase supérieure) et les transférer dans les tubes

contenant le PCl sous la hotte et vortexer vigoureusement.
- Centrifuger a 15000 rpm (Sigma-202MK) pendant 5min a 4°C.

- Prélever 200-300uL de la phase aqueuse.

III. PRECIPITATION DES ARNS

- Ajouter 1/10 volume d’Acétate de Na 3M + 2,5 volumes d’éthanol absolu sous la hotte.

- Incuber au moins 10 min a -80°C.
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- Centrifuger a 14000 rpm (Sigma-202MK) pendant 20 min a 4°C. Eliminer le surnageant et rincer

le culot avec 1 mL d’éthanol 80% a -20°C.
- Centrifuger idem 10 min et éliminer le surnageant.

- Sécher le culot au Speed-vac ~3 min puis reprendre dans 20 uL d’H,O DEPC.

IV. ESTIMATION DE LA CONCENTRATION D'ARN ET DE SA

PURETE

- Dans une microcuve mettre 1 uL d’ARN dans 100 pL d’H,0 DEPC.

- Mesurer la DO, (concentration) et le rapport DOsgg/250 (pureté : doit étre proche de 2).

V. VISUALISATION SUR GEL

- Diluer au 1/10 les ARNs pour pouvoir déposer 1 pug d’ARN + H,O DEPC gsp 10 uL + 2 plL de Bleu

de charge 1X.
- Migrer sur gel d’agarose 1% dans du TAE 1X.

- Marqueur : 10 uL de 1kb Plus (Ready-load™ 1kb Plus, Invitrogen).

VI. TAMPONS

e Tampon AE :

- Acétate de Na 0,5mL de 3M
- EDTA 0,6mL de 0.5M
- Eau DEPC gsp 30mL

e H,0 DEPC:500 mLdH,Omg + 500 pL de DEPC. Laisser reposer 30min a TA puis autoclaver.
e Ethanol 80% : 40 mL d’EtOH absolu + H,0 DEPC gsp 50 mL. Conserver a -20°C.

e Bleude charge 5X : Tampon final filtré.

- Glycérol 5mL

- EDTA 200 pL

- Xyléne cyanol 1 pte de spatule
- Bleu de bromophénol 1 pte de spatule
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ANNEXE V : PROTOCOLE DE RT-PCR

I. REACTION DE RT

- La RT est réalisée avec le kit iScript™ cDNA Synthesis (Bio-Rad) qui contient un tube de
« mix » contenant un mélange d’oligo(dT) et d’amorces aléatoires et un tube de « RT » qui

contient I'enzyme.

- Par réaction de 10uL préparer :
- 2 uL de 5X IScript reaction mix + 0.5 pL IScript RT (mix des deux)
-0.5 ug d’ARN
- H,0 nuclease free qsp 10pL.

- Pour chaque série, toujours faire une réaction sans mix, ni RT (= RT-).

- Mettre dans I'appareil de PCR avec le programme :

-5min a 25°C

- 30min a 42°C

- 5min a 85°C

-0 34°C
- A la fin de la réaction de RT, transférer les 10 puL dans un Ependorf et ajouter 90 pL d’H,0
(dilution 1/10).

II. REACTION DE PCR

- Par réaction de 25puL préparer :
-12.5uL de mix Mesagreen gPCR (SYBR® Eurogentec) + 1 uL d’oligos a 10 uM + 6,5 pL d’H,0.
-5 uL d’ADN (RT) (dilution au 1/10 pour tous les génes sauf 25S rRNA dilué au 1/100).

- Réaliser une courbe standard : T1 1/40 (5uL dans 195uL), T2 1/400 (20 uL de T1 dans 180 pL
d’H,0), T3 1/4000, T4 1/40000, T5 1/400000. Utiliser les 4 derniers points de la courbe pour 255

rRNA et les 4 premiers pour tous les autres genes.
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ANNEXE VI : PROTOCOLE DE TRANSFORMATION DE
LEVURE CLASSIQUE PAR LIAC

I. PRECULTURE

- Ensemencer 10 mL d’YPD a 30°C pour 5 transformations, pour étre le lendemain a DOgy = 0.7.

- Vérifier que I'on a bien des cellules bourgeonnantes et pas de contamination.

II. LAVAGES

- Veiller a travailler stérilement tout au long des étapes qui suivent.
- Centrifuger 1 min a 4000 rpm (Centrifuge 5810, Eppendorf).

- Jeter le surnageant et laver le culot avec 10 mL d’H,0 stérile.

- Centrifuger 1 min a 4000 rpm (Centrifuge 5810, Eppendorf).

- Jeter le surnageant et laver le culot avec 500 pL de Tampon LiAc.
- Centrifuger 1 min a 4000 rpm (Centrifuge 5424, Eppendorf).

- Jeter le surnageant et resuspendre le culot dans 500 pL de Tampon LiAc.

III. TRANSFORMATION

- Dans un eppendorf stérile mettre : 1 uL d'ADN + 5uL d' « ADN carrier » (YeastMaker™ Carrier

DNA, Clontech) préalablement bouilli 5min a 95°C puis mis dans la glace.

- Toujours faire un controle négatif sans ADN.

- Puis ajouter stérilement : 100 pL de levures + 700uL de LiAc PEG.

- Bien resuspendre a la pipette

- Incuber 1h a 30°C puis 15 min a 42°C, au bain-marie.

- Centrifuger 5 min a 6000 rpm et resuspendre le culot dans 300 pL d’H,0 stérile.

- Etaler entre 10 et 100 uL sur milieu spécifique (par exemple CAU) et placer a 30°C pendant 3

jours.
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IV. TAMPONS

e Tampon LIAC:

- LiAc ImLdelM
- TE 1mLde0,1M
-H0 gsp 10 mL

e Tampon LiAc PEG :

- LiAc ImLdelM
- TE ImLde0Q,1M
- PEG qgsp 10 mL

346



ANNEXE VII : PARAMETRES UTILISES POUR LE
TRAITEMENTS DES DONNEES DE CHIP-SEQ

I. PARAMETRES D’ALIGNEMENT (BOWTIE)

Nom de fichier Trim 3' Trim5' Longueur Nbr. de lectures
de lecture alignées
INPUT-WT 0 0 40 2 869572
INPUT-98 0 0 40 3015982
INPUT-444 0 0 40 4 048 455
INPUT-670 0 0 40 3467920
INPUT-504 0 0 50 15 222 648
POL2-WT#IP 0 0 40 7 869 899
POL2-98#IP 0 0 40 8 699 675
POL2-444#IP 0 0 40 10 395 906
POL2-670#IP 0 0 40 7 788 546
POL2-WT#IP 0 0 50 18 706 153
POL2-504#IP 0 0 50 16 173 935
TBP-WT#H#IP 0 0 40 2 844 255
TBP-98#IP 0 0 40 2839579
TBP-444#IP 0 0 40 3 208 885
TBP-670#IP 0 0 40 3644 017
TBP-WT#H#IP 0 0 50 9 858 797
TBP-504#IP 0 0 50 11744 791
RAD3-WTHIP 0 0 40 4 954 980
RAD3-98#IP 0 0 40 3372139
RAD3-670#IP 0 0 40 3948 003
RAD3-WTH#IP 0 0 50 10 641 851
RAD3-504#1P 0 0 50 7 998 733
RAD3-444#IP 0 0 50 11272 674
KIN28-WTH#IP 19 1 20 2869572
KIN28-98#IP 19 1 20 3015982
KIN28-444#IP 19 1 20 4048 455
KIN28-670#I1P 19 1 20 3467 920
KIN28-WTHIP 29 1 20 5003 742
KIN28-504#1P 29 1 20 3 246 545
MED15-WT#IP 19 1 20 3525193
MED15-98#IP 19 1 20 9220210
MED15-444#IP 19 1 20 3037533
MED15-670#IP 19 1 20 3733705
MED15-WT#IP 29 1 20 6 287 453
MED15-504#1P 29 1 20 3513743
RAD2-WT#IP 19 1 20 4907 177
NT-WT#IP 0 0 40 1676 789
IgG-WT#NAc 29 1 20 2577634
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II. PARAMETRES DE DETECTION DES PIcS (MACS2 ET

PEAKSPLITTER)

1. Série 1 (MED17, med17-98, med17-444, med17-670)

1- Parameétres MACS2 2- Parametres PeakSplitter 3-NT
Protéine mfold bandwidth  qvalue valley (V) cutoff (C)  correction
Pol Il 2,100 300 0.05 0.5 20 N
Kin28 2,100 300 0.05 0.5 80 0]
Rad3 2,100 300 0.05 0.5 80 0
TBP 2,100 100 0.05 0.6 50 0]
Rad2 2,100 300 0.01 0.6 50 0
Med15 2,100 300 0.01 0.7 80 0]

2. Série 2 (MED17, med17-504)

1- Paramétres MACS2 2- Parametres PeakSplitter 3-NT
Protéine mfold bandwidth  qvalue valley (V) cutoff (C) correction
Pol Ii 2,100 300 0.05 0.5 20 N
Kin28 2,100 300 0.01 0.5 80 0]
Rad3 2,100 300 0.01 0.5 80 0]
TBP 2,100 100 0.01 0.6 50 0]
Med15 2,101 300 0.01 0.7 80 0]

III. VALEURS DE NORMALISATION DU NOMBRE DE LECTURES

Protéine | med17-98 med17-444 med17-670 med17-504
Pol Il 0.83 0.38 0.70 0.88
Kin28 1.26 0.28 0.88 1.42
Rad3 1.25 0.85 0.59 1.09
TBP 1.24 0.62 0.89 0.82
Med15 0.31 0.72 0.73 1.96
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Résumé

Chez les eucaryotes, la synthese des ARN messagers (ARNm) est un processus hautement régulé
en réponse a la fixation d’activateurs spécifiques sur des régions régulatrices. Cette étape permet
le recrutement de co-activateurs, des facteurs généraux de la transcription (GTFs) et de I'ARN
polymérase Il (Pol IlI) pour former le complexe de préinitiation (PIC). Le Médiateur est un
complexe co-activateur essentiel a ce processus et bien qu’il ait fait I'objet de nombreuses études
ces dernieres années, sa complexité a empéché de parvenir a une compréhension détaillée de son
mécanisme de fonctionnement in vivo. Au cours de ma these, je me suis intéressée a la sous-unité
Med17 qui joue un réle central au sein du module de téte du Médiateur et interagit directement
avec la Pol Il. Nous avons construit une collection de mutants thermosensibles de cette sous-unité
chez la levure Saccharomyces cerevisiae, que nous avons ensuite caractérisés par différentes
approches de biologie moléculaire et génomique fonctionnelle. Nos analyses par ChIP-seq
montrent que le Médiateur influence indépendamment le recrutement et/ou la stabilisation de la
TBP ainsi que des modules cceur et kinase de TFIIH sur le génome. Ces résultats indiquent que,
contrairement a la séquence d’assemblage linéaire observée in vitro, I'assemblage du PIC in vivo
est un processus a plusieurs étapes non-séquentielles et que le Médiateur est important pour
orchestrer I'arrivée des différents composants du PIC. Par ailleurs, nous avons mis en évidence un
contact direct entre le Médiateur et Rad2/XPG, une endonucléase qui intervient dans la
réparation de I’ADN. Une analyse a I’échelle du génome a révélé que cette protéine est présente
sur les génes de classe Il, en absence de stress génotoxique et que sa localisation génomique
correle avec celle du Médiateur. Nous avons ainsi démontré que le Médiateur est important pour
le recrutement de Rad2, suggérant un nouveau réle pour ce complexe dans la réparation de
I’ADN, en plus de son réle de co-activateur dans la transcription par la Pol Il.

Abstract

In eukaryotes, the synthesis of messenger RNA (mRNA) is highly regulated in response to the
binding of specific activators to regulatory regions. This step allows the recruitment of
coactivators, general transcription factors (GTFs) and RNA polymerase Il (Pol IlI) to form the
preinitiation complex (PIC). Mediator is a co-activator complex essential to this process and
although it has been studied intensively during the last few years, its complexity has precluded a
detailed understanding of the molecular mechanisms of its function in vivo. During my PhD, |
focused on the Med17 subunit which plays a central role within the Mediator head module and
interacts directly with Pol Il. We obtained a large collection of temperature-sensitive mutants of
this subunit in the yeast Saccharomyces cerevisiae, and then characterized these mutants by
different molecular biology and functional genomics approaches. Our ChlP-seq analyses show that
Mediator influences independently the recruitment and/or the stabilization of TBP as well as TFIIH
core and kinase modules on the genome. These results indicate that, unlike a linear sequence
observed in vitro, in vivo the PIC assembly is a non-sequential multistep process and that
Mediator is important to orchestrate the recruitment of different PIC components. Furthermore,
we identified a direct contact between Mediator and Rad2/XPG, an endonuclease involved in DNA
repair. A genome-wide analysis reveals that this protein is present on class Il genes in the absence
of genotoxic stress, and that its genomic localization correlates with that of Mediator. We thus
demonstrated that Mediator is important for Rad2 recruitment, suggesting a new role for this
complex in DNA repair, in addition to its co-activator role in Pol Il transcription.



