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INTRODUCTION 

Au cours de la dernière décennie, de nombreuses équipes de 

chercheurs s~ sont efforcées de comprendre comment se transmettait J•infor-
' 

motion génétique codée dans les molécules de DNA, comment, pour une 

protéine donnée, le gène correspondant pouvait être sélectionné correctement 

parmi tous les autres gènes et traduit fidèlement, 

L 1étude de la structure des macromolécules, acides nucléiques 

et protéines, a permis de mieux comprendre leurs fonctions. 

Le concept de base de cette chaine de transfert d 1informations 

du DNA jusqu•aux protéines a été appelé par CRICK (1) : 11 Le dogme central 

de la biologie moléculaire 11
• JI fut complété plus récemment par les travaux 

de TEMIN (2) et de TEMIN et MIZUTAN 1 (3). 

\ 
Ce dogme est résumé par le schéma suivant : 

0 DUPLICATION 

TRANSCRIPTIO~i" 

0 
PROTEINE 

TRADUCTION 

L 1information passe d 1une manJ,ère générale du DNA au RNA 

(TRANSCRIPTION), puis du RNA aux Protéines (TRADUCTION). Par ailleurs, 

le DNA comme le RNA peuvent se répliquer eux-mêmes (DUPLICATION). 

Les flèches en pointillés qui vont du RNA au DNA expriment le fait mis en 

évi.dence par TEMIN (4) et par TEMIN -et MIZUTAN 1 {5) d 1une synthèse de 

DNA prenant le RNA comme modèle. 

. . 
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. . 
Le RNA messager est le récepteur de '.'information génétique 

conservée par Je DNA et son transporteur vers le cytoplasme où, associé aux 

ribosomes, il pourra déterminer l'ordre d'assemblage des acides aminés 

apportés par les RNA de transfert, lors de la synthèse des protéines spécifiques. 

La transcription du DNA, sous l'action enzymatique de la RNA 

polymérase,s'avère être une étape primordiale dans Je transfert de l'information 

génétique. Ce phénomène, bien que connu dans ses grandes 1 ignes, pose 

encore de nombreux problèmes quant aux détails du mécanisme de la 

biosynthèse des polyribonucléotides,chez les Eucaryotes en particulier. 

L'ob jet de notre travai 1 porte essentie Jlemen t sur l'isolement, 

la caractérisation et le fonctionnement des RNA polymérases des cellules KB 

in vitro. 

Ces études, réalisées dans Je laboratoire du Professeur SAMAILLE 

(Unité INSERM U.102), font partie d'un ensemble de recherches sur la 

transcription in vitro du DNA par les RNA polymérases des cellules eucaryotes. 

Ces recherches ont été menées en équipe par Messieurs J. C. D'HALLU IN, 

A. SERGEANT, A. VERBERT et nous-mêmes sous la direction de Monsieur 

V. KRSMANOVIC. 
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GENERALITES 

41 

La RNA polymérase, caractérisée par WEISS et GLADSTONE 

(6) et WEISS (7) dans le foie de Rat et par HURWITZ et~· (8} dans les 

extraits d'E. Coli, catalyse la synthèsè des RNA. 

Pour donner n~issance à une chaine de polyribonucléotides 1 la 

RNA polymérase DNA dépendante requiert la présence : 

n
1 

ATP 

n2 GTP 

n3 UTP 

n4 CTP 

\ 
1 

-d'une matrice de DNA qui lui sert de modèle 

-des quatre ribonucléotides triphosphates 

- des ions bivalents : magnésium 1 manganèse. 

DNA + ENZYME 

1 
AMP 

t 
GMP 

1 + (n 1 + n2 + n3 + n 4) PP i 
UMP 

) 
M 2+ M 2+ g 1 n 

1 
CMP 

t 

Cette polymérisation peut être décomposée en différentes étapes : 

-Fixation de la RNA polymérase sur le DNA et formation d'un 

complexe binaire DNA -RNA polymérase. 

-Déclenchement de la polymérisation 

-Déplacement de l'enzyme le long du DNA suivi de l'allongement 

de la chaine polyribonucléotidique et de la formation d'un 
; 

complexe ternaire DNA-RNA polymérase-RNA néosynthétisés. 

-Arrêt de la polymérisation et libération de l'enzyme et du 

RNA synthétisé. 
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Dons un premier temps, nous présentons les principales données 

actuelles concernant les RNA polymérases des cellules procaryotes et 

eucaryotes. Il faut noter cependant que lo RNA polymérase extraite d'E .Coli 

a été et demeure l'une des plus étudiées. Elle nous permet une approche aisée 

des systèmes eucaryotiques plus complexes. 

' 1 
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MECANISME GENERAL DE LA TRANSCRIPTION DU DNA PAR· 

LA RNA POL YMERASE 

La RNA polymérase ou nucléoside triphosphate RNA nucléo

tidyl transférase (EC 2.7.7.6.) est l'enzyme qui catalyse la polymérisation 
2+ 2+ 

des quatre nucléosides 5 1-triphosphates en présence d'ions Mg , Mn 

et du DNA qui' sert de matrice. 

A - PROPRIETES PHYSICO -CHIMIQUES DES RNA POL YMERASES 

1 - Les RNA polymérases des Procaryotes 

Jusqu'à ces dernières années, les auteurs n'avaient pu mettre 

en évid'ence qu'un seul type de RNA polymérase DNA dépendante chez 

E • Coli. Il fallu attendre les travaux de FUKUDA et~ 1974 (9) et 

IWAKURA et~ (10) qui révèlent la présence d'une nouvelle forme de RNA 

polymérase (Holoenzyme Il) possé dent une spécificité de matrice semblable 

à celle de l'holoenzyme 1 (ou polymérase standard).Ces 2 types d'enzymes 

diffèrent par leur structure. 

a) ~t~~~=~-~l=~o!~~pl~_éJ=~!~~~is~=-~t 
dimensions 
---------
FUCHS ~t ~ (1·1), CRAWFqRD et~ (12), 

SLA YTER et HALL (13) ont observé la RNA polymérase 1 au microscope 

é le etron i que. 
0 

La RNA polymérase 1 a une forme de cylindre creux de 95 A 
0 0 

de hauteur, 125 A de diamètre externe, 40 A de diamètre interne, formé 
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par l'assemblage de six sous-unités. 

KITANO et KAMEYANA (14) confirment cet assemblage de 

sous-unités et précisent qu'elles sont elles-mêmes formées par l'empileme.nt 

de 5 a 6 sous-unités secondaires sphérot·des • 

• 
Lors de la transcription, le brin de DNA passerait au travers 

du trou central. LUBIN (15) met en garde car, estime-t-il, les préparations 

de FUCHS et~ (16) n'étaient pas parfaitement pures. Selon lui, une purifi

cation par sédimentation en gradient de densité et digestion enzymatique de 

la RNA po lymérase donne une prépara ti on fonctionne Ile où 1 'enzyme apparaît 

sous forme de particules "poreuses" très homogènes, d'un diamètre moyen 
0 

de 105 A. 

b) Constante de sédimentation -----------------------
RICHARDSON (17, 18), STEVENS et~ (19) 

et COL VILL et ~ (20) ont montré que la constante de sédimentation de 

1 'enzyme dépendait étroitement de la force ionique. 

\ - a basse force ionique {f < 0, 1 M), la RNA polymérase 

existe sous une forme agrégée réversible qui sédimente avec une constante 

de 21 a 24 S dont la masse moléculai~e avoisine 900.000 

-a haute force ionique (f ) 0,5 M), l'enzyme est dissociée 

réversiblement en 2 unités dont la constante de sédimentation est de 13 S et 

dont la masse moléculaire égale 480.000 (forme monomère de l'enzyme). 

D'autres facteurs que la force ionique ont une influence suE 

1 'agrégation de 1 'enzyme 1 a savoir 1 'dge 1 la température 1 le substrat 1 la 

présence de polynucléotides. 

c- ~-u_s :!1 !'! ~é_s _:, ~ p_9! ~~ !fl_o_l~ ~!Il C! !!: 
Dans un mi lieu dénaturant, (urée : 8 M ; 

Sodium dodéc)'l-sulfate, guanidine hydrochloride, succinylation), BURGESS 

(21), BURGESS et~ (22), WALTER et 2J_ (23), ZILLIG et~ (24) ont montré 

que l'enzyme 1 se dissocie en différentes sous-unités de chaînes peptidiques 
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qui peuvent être séparées par électrophôrèse en gel de polyacrylamide en 

présence de dodécylsulfate de sodium ou sur acétate de' cellulose dans l'urée 

8 M. 

De même, l'électrophorèse en milieu dissociant des 2 holoenzymes 

1 et Il, pré cédemme':'t séparées par chromatographie sur co lenne de D NA-

Ce liu Jose, a permis à FU KU DA et~ (25) de mettre en évidence une sous-
• 1 

un1té c::r en plus des sous-unités déjà connues 

Ces chaînes polypeptidiques possèdent les poids moléculaires 

suivants : 

r>' 165.000 

() 155.000 

~ 95.000 
1 

cr 56.000 
D(. 39.000 

L'holoenzyme 1 (490.000 de Poids Moléculaire) et l'holoenzyme 

Il (450.000 de Poids Moléculaire) se décomposent cha~une en 2 parties 

dont l'une' appelée "CORE" enzyme ou enzyme minimale est identique aux 2 

Holoenzyme 

Holoenzyme JI ) 

"CORE" enzyme ou enzyme minimale 
1 

(0:2 f ~ ) . 
+ 

Facteur sigma çr-

' "CORE" enzyme {o(2.~~ ) 

+ 
1 

Facteur sigma' cr-
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1 

-L'enzyme minimale (o<:l~~ ) appelée aussi 11 CORE 11 enzyme {de 

poids moléculaire 400.000 ± 10 o/o) est capable de synthétiser le RNA mais 

de manière non spécifique •. 
1 

D'après ZILLIG et~ (26), ~ serait plus particulièrement responsable 

de la fixation de l'enzyme à l'ADN, vu son affinité pour l'héparine (polyanion, 

analogue structura 1 de l'ADN). 

La sous-unité ~ possèda un site de fixation pour le facteur o- et serait 

impliquée dans le processus de déclenchement mais aussi dans celui de la 

propagation (déplacement de l'enzyme 1 sur !''ADN) du fait de sa sensibilité 

à la streptolydigine ~nhibiteur spécifique de l'a llongemen! des chaînes de 

RNA, HEIL et ZILLIG (27)-

·-Le facteur sigma (~)agit de fac;on catalytique pour déclencher 

une initiation efficace du RNA sur des sites spécifiques. 

-Le 2ème facteur sigma ( cr- 1
). Tout comme le facteur o- pour 

l'holoenzyme 1, cr- 1 
permettrait à l'holoenzyme Il d'initier une transcription 

spécifique sur une matrice de DNA natif double brin. De plus,<r 1 permet 

à l'holoenzyme Il de catalyser, sans modèle, la synthèse de poly(A)-poly(U) 
\ 

uniquement à partir d'ATP et d'UTP, alors que l'holoenzyme 1 est incapable 

de synthétiser un polyribonucléotide en absence de DNA utilisé comme 

matrice. IWAKURA et~ (28) 

2 - Les RNA polymérases des cellules eucaryotes 

Chez les Eucaryotes, on admet actuellement l'existe nee 

de formes multiples des RNA polymérases. Les études initiales de WIDNELL 

et TATA (29) ont montré qu'à basse force ionique (en présence de Mg2+) 

il Y a synthèse préférentielle d'un RNA de type ribosomal, alors qu'à haute· 

force ionique (en présence de Mn
2 +), la synthèse du RNA ,dont la composition 

en bases est semblable à celle du DNA, est stimulée. 
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a) Existence de plusieurs. Polvmérases et leur ----------- -----~----~-------------
loca 1 isation 

Dons le noyau des ce Il u les eucaryotes, 

ROEDER et RUTTER (30) ont montré que la RNA polymérase 1 était principa

lement, si pas exclusivement, localisée ~l'intérieur du nucléole, alors que 

la RNA polymérose JI et vraisemblablement la RNA polymérase Ill étaient 

localisées dans 1~ nucléoplasme. 

La distinction entre les polyméroses Il et 1 + Ill a pu se foire grâce à une 

inhibition sélective de 1~ polymérase JI par l'o<. -amonitine (0,8/g/ml), 

toxine isolée de "Amanito Phalloïdes" LINDELL et~ (31). 

-La RNA polymérose 1 ou nucléolaire : ~basse force ionique 

et en présence d'ions Mg
2+, in vitro, la polymérase 1 synthétise principalement 

des RNA prédominants en G + C donc de type RNA ribosoma 1 BLATTI et ~ 
(32). 

-La RNA polymérose Il ou nucléoplasmi.que ; en présence 

d'' M 2+ · lons n et ~ haute force ionique, la RNA polymérase Il synthétise, 

in vitro, un RNA nucléaire hétérogène "DNA-Iike" REEDER et ROEDER 

(33), ZYLBER et PENMAN (34), qui donne naissance au RNA messager, 

-La RNA polymérase Ill : cette e~zyme est également d'origine 

nucléoplosmique mais résistante ~ l' 0( -amanitine ~ 0, 8 /g/ml. Toutefois, 

~partir de 20/g/ml, l'~ctivité de la RNA polymérase Ill est réduite de 

moitié et pour une dose de 400/g/ml, elle est totalement inhibée. 

Récemment, WEINMANN et ROEDER (35) ont démontré le rôle de cette 

enzyme dans la synthèse du RNA de transfert et du RNA 5 S. 

b) Existence d'une RNA polymérose mitochondriale 
-----------------------------------------
KUN!ZEL et SCHAFER (36) ont montré que les 

mitochondries possédaient leur propre système de transcription. Ils rapportent 

la présence, dans les mitochondries de Neurosporo Crassa, d'une polymérase 

différente des polymérases nucléaires, 



- 1 u-

La molécule est apparemment composée d•une simple sous-unité de 

faible poids moléculaire 80.000 Daltons. Elle n•est pas inhibée par la 

rifampicine et montre une spécificité pour le DNA mitochondrial. 

Elles ont été également isolées dans les mitochondries de foie de rat 

REID et PARSONS (37), de Xenopus laevis WU et DAWID (38), de cellules -Hela ATTARDI et~ (39). 

La transcription du DNA mitochondrial des cellules Hela serait 

symétrique et se ferait sur une longueur équivalente à la totalité du DNA 

mi_tochondrial. 

c) Isolement et nomenclature r---------------------
Les RNA polymérases ont été isolées de .différents 

tissus animaux: foie de rat ROEDER et RUTTER (40), SEIFART (41), thymus 

de veau KEDINGER et~ (42), embryon d 1oursin VOIGT et~ (43), cellules 

Hela SUGDEN et SAMBROOK (44), cellules KB KELLER et GOOR (45). 

Ces études ont permis de mettre en évidence plusieurs types de RNA 

polymérases dans les noyaux des cellules eucaryotes. 

Leur nomenclature fut quelque peu hétérogène. En effet, suivant les 

auteurs, elles étaient classées en fonction de leur localisation, de leur ordre 

d•élution suivant la force ionique, de leur sensibilité vis-à-vis de J'O( -ama

nitine. 

Le tableau ci-après établit une corrélation entre les différentes 

dénominations, 



Classe de 
l'enzyme 

A 

insensible à 
I l ,., • • -. -aman1tme 

{e) 

8 

sensible à 
I l ... • • . "' -aman 1 t1 ne 

{e) 

Terminologie 

Enzyme A 1 

Enzyme A Il 

Enzyme A Ill 

Enzyme 8 1 

Enzyme 8 Il 
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Sous-
unités 

Al A2 

? 

? 

Loca 1 isation 

[ nucléolaire 

{a, b, c, d) 

nucléoplasmi-
que {d) 

nucléoplasmi
que {c, d) 

a- ROEDER et RUTTER 1969 {46) 

b- CHESTERTON et BUTTERWORTH 1971 (47) 

c_; JACOB et~ 1970 (48) 

d- ROEDER et RUTTER 1970 (49) 

e- CHAMBON et 2.! 1972 {50) 

Autres 
. terminologies 

Enzyme 1 

{a) 

Enzyme Ill 
(a) 

Enzyme Il 
{a) 

Leurs propriétés généra les sont résumées dans 

le tableau 1 en annexe page 12. 

Chaque enzyme est caractérisée par différents paramètres : 

- La force ionique à laque lie elie s'élue sur DEAE- Séphadex ou 

DEAE -Ce Il u lose. 

-Son activité en présence de cations divalents 

-La force ionique correspondant à son optimum d'activité in vitro 

l 

-Sa sensibilité vis-à-vis de 1'01. -amanitine (inhibiteur spécifique ~e la 

RNA polymérase Il) ou de la rifampicine {inhibiteur-spécifique des 

RNA polymérases procaryotiques.) 
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Tableau 1 

Propriétés des RNA polymér.ases nucléaires 

1 Il Ill 

Elution sur DEAE-Séphadex 0, 08 - 0, 15 0,25 . 0,35 

Elu ti on sur DEAE -Cellulose 0, 05 - 0, 15 0,25 0, 08 - 0, 15 

Molarité en (N H 
4

)
2
so 

4 

2+ 2+ 
Mn /Mg rapport 

1 5 -50 2 - 3 
d'activité 

Optimum de force ionique 0,05 0, 1 - 0, 15 o.- 0, 2 

o/c d'" h"b" • o 1n 1 1 t1 on à : 

- la rifampicine 0 0 0 

- l' o(-amanitine 

{0, 8 ug/ml) 0 100 0 

(400 ug/ml) 0 100 100 
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L 1hétérogénéité de la polymérase 1 a été mise 

en évidence par ROEDER et RUTTER (51,· 52), CHAMBON et~ (53) dans 

les organismes supérieurs, 

Deux sous-unités principales de la RNA polymérase Il ont également été 

mises en évidence par WEAVER et~ (54), CHESTERTON et BUTTERWORTH 

(55}, KED IN GER et~ ~6). 

Des préparations hautement purifiées de polymérase 1 ont été obtenues 

~partir de thymus de veau, de foie de rat, d 1embryon d 1oursin. Une étude 

partielle de cette molécule montre qu•el_le a une masse moléculaire de 

400.000 Daltons, semblable~ la forme Il de l 1enzyme, Cette masse moléculaire 

a été déterminée par filtration sur gel et par sédimentation. 

A partir de préparations P.urifiées de RNA polymérase A 1, CHAMBON 

et~ (57) ont établi que cette enzyme possédait les sous-unitès de poids 

moléculaires suivants: (197.000)
1

, (126.000)
1
, (51.000)

1
, (44.000)

1
, 

(25. 000)2. 

Ces mêmes auteurs ont également montré que les RNA polymérases B 1 

et B Il ~ontenaient les sous-unités de poids moléculaires suivants : 

(214.000) 1, (140.000)
1
, (34.000)

1
_
2

, (25.000)
2

, (16.500)
3

_
4

, et 

(180.000)1, (140.000)1, (34.000)1-2' (25.000)2, (16.500)3-4 

respectivement. 

Récemment, SKLAR et _c:0_ (58) ont étudié les sous-unités de la RNA 

polymérase Ill extraite de plasmocytome de souris. 

La ~onstante de sédimentation de J•enzyme Ill (620.000 environ de poids 

mol écu lai re) est supérieure ~ ce Ile de la RNA polymérase Il qui est, elie

même, su péri eu re ~ ce Ile de la RNA po lymérase 1. 

les analyses structurales mettent en évidence 2 sous-unités de haut 

poids moléculaire (138.000 et 155.000), différentes des sous-unités correspon-,. 
dentes des enzymes 11 et J, et quelques sous-unités de faible poids moléculaire 
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(29.000- 19.000}. Ces résultats permettent de distinguer les 3 classes 

d'enzymes d'dprès leurs. donn~es structurales. 

De plus, ces études semblent montrer que les 3 classes de RNA polymérases 

sont des produits de gènes distincts. 

\\ 
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B- MECANISME DE LA TRANSCRIPTION 

-Formation d'un complexe binaire Enzyme-Substrat 

En présence de DNA, la RNA polymérase forme un complexe binaire 

dont la stabilité et la formation dépendent de plusieurs facteurs (conformation 

moléculaire, nature du DNA, etc.} 

1 - ~~~o_c_i2 !~o_n_ ~=-L':!'!l'.T_e_ 2~=-=-~:. ~:~s~:.~::.~ =~~:!Ils~:. s 

du DNA ------- . 

Dans le cas des phages, comme les phages o< ou T 
7

, où 

l'un des brins de DNA est plus riche que l'autre en groupes de bases pyrimidique~ 

SZYBALSKI et~ (59) ont montré que de te Iles séquences introduisaient un 

élément de discontinuité dans la double hélice du DNA, modifiant sa 

structure secondaire. La RNA polymérase viendrait se fixer au niveau de ces 

sites spécifiques de reconnaissance et transcrirait de préf:érence le brin riche 

en pyrimidine. Dans le cas des phages /.. ou T 
4

, où les sites pyrimidiques 

sont distribués sur les deux brins, c'est tantôt l'un, tantôt l'autre des brins . \\ 

qu1 est transcrit, mais c'est toujours un brin riche en pyrimidine, SZYBALSKI 

(60). Ce modèle, satisfaisant pour certains, ne peut être retenu totalement. 

NAKANA et SA KA GUCH 1 (61) ont isolé les sites du DNA 1 iés à la 

polymérase d'E .Coli et en ont établi la composition en bases; elle ne diffère 

pas de ce Ile du DNA toto t·(d G + dC = 50 pour cent). 

D'autre part, ·des études faites à partir de polynucléotides synthétiques 

ont montré que les matrices composées de nucléotides pyrimidiques sont lues 

beaucoup plus rapidement par les deux enzymes nue léola ire et. nue léoplasm i que 

que celles composées de nucléotides puriques, BLATTI et al (62). 

2 - s~~~ifl~LtJ_g~Jg_lll.Qlç.i.s:~ 

Les études de spécificité de matrice vis-à-vis de la RNA 

polymérase exigent l'utilisation d'un DNA de structure bien définie in vitro. 
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Dans ce sens, MANDEL et CHAMBON (63) ont montré que la RNA polymérase 

A 1 animale a une préférence très nette vis-à-vis de la forme 1 en superhélice 

du DNA du virus SV 
40 

par rapport aux formes Il et Ill respectivement 

circulaire et linéaire. Ils suggèrent également, aux vues de leurs résultats, 

le rôle important que jouent les régions inappariées de la superhélice du DNA .. 
au cours de l'initiation par la RNA polymérase A 1, et les di ffi cu ltés de 

l'enzyme B pour initier une synthèse de RNA sur un DNA double brin intact 

à bases correctement appariées. JI èst donc vraisemblable que la haute 

efficacité de la matrice du DNA de SV 
40 

(forme 1) est lié~ à la présence de 

régions inappariées dans cette superhélice, 

l'enzyme B n'est pas capable d'ouvrir la double hélice pour initier une 

synthèse de RNA, contrai rem.ent à 1 ~enzyme A 1, 

la spécificité de transcription peut réclamer d'autres facteurs qui 

interagissent avec l'enzyme, le DNA ou le complexe enzym·e-DNA, ROEDER 

~ (64). 

Jusqu'ici les résultats montrent que ni les enzymes B purifiées à partir 

de foie de rat ou de thymus de veau, ni l'enzyme A 1 de thymus de veau ne. 

sont capables de transcrire un DNA linéaire double brin intact, qu'il soit 

d'origine virale ou cellulaire. Cette incapacité pourrait refléter la perte 

d'un facteur général d'initiation (semblable au facteur o- d'E .coli) lors de 

la purification des enzymes, ou pourrait être une propriété des RNA polymé

rases animales incapables d'initier la synthèse de RNA sur un DNA double 

brin intact. 

Les régions inappariées de la superhélice de DNA du SV 
40

(forme 1) 

pourraient avoir une signification biologique, à savoir: être les séquences 

promotrices de l'initiation de la synthèse des RNA in vivo. 

Pour que ces hypothèses soient fondées, i 1 faut connaître la configuration 

du DNA traduit in vivo; il semblerait, d'après JACKSON et SUGDEN (65) 

qu'in vivo, seul l'enzyme B interviendrait dans la transcription du génome 

vira 1. 
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3 - ~~a_b_iJU~-~~-c_o_~e~e-~e-

H IN KLE et CHAM BERLIN (66, 67) ont montré que des sites 

sélectifs sont utilisés pendant la fixation de la RNA polymérase d'E .coli 

(holoenzyme) sur le DNA du bactériophage T 
7 

et participent .à la formation 

d'un complexe hautement stable : holoenzyme - DNA T 
7 

au niveau du site 

promoteur, 

La formation· de ce complexe réclame la présence de la sous-unité 

qui, vraisemblablement, participe à l'ouverture de la double hélice près du 

site promoteur, alors que la RNA polymérase 11 CORE 11 d'E.coli .ne conduit pas 

à la formation d'un complexe hautement stable avec 1~ DNA de T
7 

intact. 

La température, la force ionique, les cations divalents, le présence 

ou non de certains facteurs jouent un grand rôle sur la stabilité du complexe 

enzyme - DNA. 

a) Influence de la température 

Des observa ti ons suggèrent l'hypothèse d •un 

appariement de DNA avec l'enzyme par des liaisons correspondant à des 

énergies relativement faibles, du type liaison hydrogène, liaison de Van der 

Waals. DUBERT et HIRSCHBEIN (68) renforcent cette hypothèse en montrant 

la labilité du complexe vis-à-vis d'une augmentation de température (on sait 

que les structures secondaires et tertiaires sont plus stabies à basse température), 

b) Rôle de la force ionique 

La liaison du complexe DNA -RNA polymérase 

peut être réversible, ce qui a permis à certains auteurs F~CHS et al (69), 

WALTER~ (70), de proposer un modèle pour la fixation de l'enzyme sur 

le DNA. 

Il Y aurait deux étapes , 

- simple fixation de la RNA polymérase sur le DNA dans un 

premier temps, nécessitant une faible force ionique. 
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- la seconde étape, la pl~s longue, correspondrait à une fusion 

localisée du DNA. 

Pour des conditions de force ionique optimale, MANDEL et CHAMBON 

(71) ont noté que la synthèse des RNA différait selon le type de matrice 

utilisée. En particulier, contrairement au DNA de thymus de veau, la forme 

du DNA de SV 
40 

n'est transcrite qu'à force ionique relativement faible. 

En laissant démarrer la réaction à faible force ionique 

25 mM (N H 4)2SO 
4 

, puis en augmentant la concentration sa li ne à 100 mM 

après 5 minutes, ces auteurs ont observé une synthèse importante. Cette 

observation démontre que c'est bien l'initiation de la synthèse qui est inhi

bée à haute force ionique avec le DNA de SV 
40 

forme 1 comme matrice 

alors qu'au contraire l'élongation est stimulée par la présence de sel à forte 

concentration. 

Bien que l'association DNA-RNA polymérase soit instable à haute 

force ionique, il faut noter que la formation d'un court oligonucléotide 

(3 à 4 nue léotides) suffit à stab i 1 iser 1 'ensemble, N IYO G 1 et STEVENS .(72) 

D
1
aprè_s MANDEL et CHAMBON (73), l'inhibition par augmentation 

de la force ionique serait liée à une inhibition de la liaison enzyme-DNA 

ou à une inhibition de l'initiation des chaînes de RNA. 

MA ITRA et BA RASH (74) ont montré que la fonction du sel sur la 

réaction de la polymérase bactérienne est de détacher le RNA nouvellement 

formé de l'enzyme et, ~ar conséquent~ de poursuivre la réinitiation des 

chaînes de RNA. Il est donc possible que les sels jouent un rôle semblable 

sur les po lymérases anima les. 

c) Rôle des ions méta Il iques 
, 

ln vitro, la nature du cation divalent présent 

lors de la synthèse est déterminante. L'ion Mn
2
+ est plus efficace que l'ion 

M 2+ g 0 

Ainsi, l'enzyme A qui transcrit aussi bien le DNA de thymus de veau 

en présence de Mg
2+ que Mn2+, ne transcrit pratiquement pas la forme 1 du 
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DNA de SV 
40 

en présence de Mg
2+. La transcription de la forme 1 du DNA 

de SV 
40 

par l'enzyme A 1 en présence de Mn
2+, pourrait être liée à une 

altération (dénaturation localisée) de la structure de ce DNA en superhé.lice 

par l'ion Mn
2

+, permettant ainsi à l'enzyme d'initier non spécifiquement 

la synthèse de RNA; .MANDEL et CHAMBON (75). 

Dans lé cas de l'enzyme B, il n'y a qu'un seul site d'initiation, 

KRSMANOVIC et WE ISSMAN (76). . 

En présence de Mn 2+, la RNA polymérase d'E .coli initie également de 

manière peu spécifique, BISHOP et ROBERTSON (77). 

Le DNA forme 1 de sv
40 

pourrait contenir des régions non appariées 
0 2+ 

dues à sa configuration en superhélice, sur laquelle le Mn peut agir en 

modifiant l'étendue de ces régions, a lors que l'ion Mg2+ a plutôt tendance 

à la rest re indre. 

ln vivo, les régions inappariées du DNA en superhélice pourraient avoir 

des significations biologiques, à savoir: donner des séquences promotrices 

pour l'initiation de la synthèse du RNA. Cependant, la configuration du 

DNA de SV 40 , transcrit in vivo, en présence de ces ions, est encore 

inconnue jusqu 'à présent. Il est do.nc très difficile de dé fin ir l'importance 

b • 1 • d d'f 2+ d M 2+ 1 • • IO og1que es 1 férents effets du Mn et u g sur a transcnpt1on, ne 

connaissant que très peu de chose sur la liaison de ces cations divalents avec 

le DNA in vivo. 

Notons cependant dans le cas de la RNA polymér~se bactérienne, que 

la substitution de Mn2+ par Mg2+ conduit à des changements de la quantité 

de nuc.léotides initiants MAITRA et al (78), de la quantité d'enzyme qui se lie 

au DNA natif STEN BERGER et STEVENS (79), à une diminution de l'asymétrie 

de la transcription et à une augmentation du décodage du DNA natif du 

bactériophage T 
4 

par l'enzyme "CORE" d'E .coli, .CHAMBON et al (80). 

d) lnterven tion de facteurs stabtlisants 
, 

-Les facteurs sigma chezE .coli ( u, cr-) 

ln vitro, il semble que la fixation de 'la RNA polymérase 

se fasse quelque peu au hasard sur la double chaîne de DNA. La mise en 
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évidence du facteur cr par BURGESS et TRAVERS (81} et BURGESS et al 

(82) et du facteur cr-' par FUKUDA et al (83) a permis de clarifier cette 

première étape ; le facteur a- serait responsable de l'augmentation du nombre 

de chal'nes de RNA initiées sur le DNA de T 
4

, TRAVERS et BRUGES$ (84); 

ce qui amène à penser que ce facteur agit au niveau de l'initiation. De plus, 

le facteur cy- n'est pas une nucléase qui aurait pu opérer.des cassures au 

niveau du DN~, démasquant ainsi de nouveaux sites. l'enzyme "CO RE" 

contient des sites catafytiques, mais ne peut traduire complétement un DNA 

de phage intact. le facteur cr ne possède pas d'activité synthétique propre 1 

mais est capable de se lier stoechiométriquement à l'enzyme "CORE" et lui 

rend sa capacité de transcrire un DNA intact. 

Ces mêmes auteurs, BURGESS et al (85), ainsi que KRAKOW et 

VON DER HELM (86}, BERG et al (87} ont également montré le rôle cataly

tique du facteur c:r- • Après démarrage de la réaction, le facteur o- est 

relaché et diffusé dans le_milieu; il peut s'attacher à nouveau à l'enzyme 

"CORE" • • · pour 1n1t1er une nouvelle chaîne de RNA de manière spécifique 

(voir figure page 21 ) • 

la stimulation de l'initiation spécifique par le facteur a- dépend du 

type et de la qualité de la matrice utilisée. Les conditions de température 

et de force ionique sont beaucoup plus strictes en présence du facteur sigma. 

la transcription par l'enzyme minimale est beaucoup plus faible avec 

un DNA intact, l'enzyme préféran~ alors les régions simples brins, GOFF et 

MINKLEY (88). Il peut cependant transcrire un DNA circulaire, donc 

initier sur un DNA double brin VOGT (89}, SUGIURA et al (90). le facteur 

<:r- ne serait pas indispensable à la fixation de l'enzyme sur la matrice 

de DNA, DARLJX etal (91). 

Outre sa fonction catalytique, le facteur o- peut être responsable de 

la reconnaissance des sites d'initiation spécifique sur le DN,A. Il déstabiliserait 

les complexes non spécifiques DNA-RNA poly~érase. 
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Cycle d 1utilisation du facteur o- au cours de la transcription 

se lon TRAVERS et BURGESS (92) 

E E cy-

(J 

~-DNA 

E ~ DNA 
---- RNA 

ONA 

- CJ" forme initialement un complexe avec !•enzyme 

minimale 

-ce complexe se lie au DNA de manière spécifique et 

initie la synthèse du RNA 

-au cours de l'initiation ou peu de temps après, ~ 

est libéré du complexe et est à nouveau disponible 

pour se complexer avec une autre molécule d 1enzyme 

minimale. 

, 
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Le facteur 
, 

cr , bien que différent par sa structure du facteur a- , en 

possède les mêmes fonctions, à savoir :stimulation de la transcription sur 

certains sites promoteurs de la matrice de DNA, reconstitution d'une polyn:é

rase totalement active. 

Cependant, le facteur cr' se distingue de la sous-unité tr en conférant 

à l'holoenzyme.ll la possibilité de synthétiser un poly(A)-poly(U), sans matrice, 

à partir d'A TP et d 'UTP uni que ment, lW A KURA et a 1 (93). L 'holoenzyme 1 

est incapable de synthétiser un quelconque polyribonucléotide en absence de 

DNA. Toutefois, le facteur cr- 1 peut convertir l'enzyme "CORE" dérivé de 

l'holoenzyme 1 en holoenzyme Il ou poly(A)-poly(U): polymérase.A la différence 

de l'holoenzyme 1, l'h~loe~zyme Il peut synthétiser un polyadénylate à 

partir d'un DNA double brin. 

-Facteurs protéiques isolés récemment chez les Eucaryotes 

Tout comme le facteur cr- exerce un contrôle positif lors 

de la transcription du génome bactérien, il est tentant de supposer 
l' . existence, chez les Eucaryotes, de mécanismes de contrôle semblable. 

ln vitro, le facteur o- d'E .coli ne possède pas d'effets stimulants sur 

les enzymes animales, CHAMBON et al (94), FURTH et AUSTIN (95). Aussi 

plusieurs groupes de chercheurs: SEIFART et SEKERIS (96), STEIN et HAUSEN 

(97), SEIFART (98), MONDAL et al (99), HIGASHINAKAGAWA et al (100), 

ont tenté d'isoler un ou plusieurs facteurs spécifiques des systèmes eucaryo

tiques, capables de réguler le processus de transcription. Ils ont mis en 

évidence· récemment, dans les préparations de foie de rat, de thymus de veau 

et de noix de coco, une protéine d'origine cytoplasmique ayant une action 

stimulatrice sur les enzymes nucléoplasmiques. Ce facteur de nature protéique 
. . . 

possède un coefficient de sédimentation 3, 3,5 Set un poids moléculaire 

de 70.000 environ. Cette activité stimulatrice n'est observée qu'en présence 
d' ~ un DNA double brin comme modèle. 

La transcription préférentielle du DNA dénaturé par la polymérase 

nucléoplasmique, en l'absence de ce facteur implique que cette enzyme n'est 
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complète qu'avec ce facteur associé. D'autre part, cette stimulation n'est 

pas due à l'action d'une nucléase qui pourrait causer des coupures monoca

ténaires dans du DNA natif, et, en conséquence, donner des sites d'initiation 

supplémentaires sur ce DNA. 

Le fait que le facteur se lie à l'enzyme; suggère une reconnaissance 

spécifique er1tre l'enzyme, le facteur et la matrice de DNA. 

Jusqu'à présent, on n'a pu établir de relation stoechiométrique simple 

entre le facteur lié à la polymérase. et ses effets stimulants sur l'enzyme ; 

ce qui amène à proposer une action catalytique. 

Tout comme le facteur~ , ce facteur est-il capable de promouvoir 

une initiation de la synthèse du RNA sur des sites spécifiques du DNA ? 

Le facteur interagi t-i 1 avec l'enzyme ou le complexe enzyme-matrice de DNA, 

en changeant ses propriétés de transcription ? Aucune réponse n'a .pu être 

donnée jusqu 'à présent. 

Aux vues de ces observations, il apparaît que différentes étapes se 

produisent entre le temps de fixation de la polymérase sur le DNA et le temps 

où la première liaison phosphodiester se forme au cours de l'initiation. 

Cependant, il n'est pas encore possible de décrire les différentes étapes avec ,, 
précision. 

Pour les Procaryotes, BURGESS (1 01) résume le dé rou le ment des prin ci

pales étapes de la manière suivante : 

- L •enzyme 11 CORE 11 se lie au DNA double' brin de façon non 

spécifique, mais réversible. Cette liaison peut être prévenue 

par les inhibiteurs de liaison du DNA (haute force ionique, 

héparine) et ne réclame pas le facteur ~ • 

-L'enzyme se localise sur un site de. liaison spécifique. Le 

facteur ()" n'est pas indispensable. 

-La séparation du brin est suivie de la formation d'un complexe 
.... 

spécifique stable, au niveau du site d'initiation. Cette étape 

peut se faire en présence de rifampicine et exige le facteuro-
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-Un changement se produit au niveau de l'enzyme, résultant de 

la formation d 1un complexe de préinitiation, résistant à la 

rifampicine, mai"s peu stable. Cette étape peut être stabilisée 

par le facteur ~ • En présence de rifampicine, cette étape 

se détériore ou redonne l'étape précédente, alors qu•en présence 

d'héparine, l'en,yme est libérée et peut à nouveau rentrer 

dans le cycle. 

-Le nucléotide triphosphate 5' terminal (en général une purine) 

se 1 ie à !•enzyme. 

-Le second nucléotide triphosphate se lie au prémier nucléotide 

s• termina 1 pour former la première liaison phosphodiester, 

première étape de l'initiation proprement dite de la chaine de 

RNA. 
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Il - Propagation de la chaine 

1 - ~~t=-~~i!ll~i~ ,!~o_n_~,;_La_ !ll2 ~h_è_s,;_ ~~!l~.!~!:.e_ ~~-12~~ Lé_o_t!~e 
initia 1 

Chez les Eucaryotes, des études avec des polynucléotides 

synthétiques ont montré que les matrices composé~s de nucléotid:s pyrimidique~ 

sont lues beaucoùp plus rapidement par les deux enzymes nucléolaire et 

nucléoplasmique que celles composées de purines, BLATTI et al (102). 

Ceci reste valable quelle que soit la nature de Ici matrice simple où double 

brin. 

ChezE .coli,· la synthèse du RNA initié sur le DNA du bactériophage, 

en présence de cr-, est réduite en des sites spécifiques utilisés in vivo. 

SUGUIRA et al {103) et TAKANAMI et al (104) ont démontré le rôle de ---- ----
pour une initiation en des sites spécifiques ; ils ana lysèrent la tai Ile 1 

!'·asymétrie, la séquence 5' terminale des RNA synthétisés avec la forme 

réplicative fd du phage comme matrice. L 'holoenzyme, dans ces conditions, 

initie de manière préliminaire 3 chaînes de RNA différentes, de taille 

discrèt: et de séquence initiale semblable à un brin du DNA, alors que 

l'enzyme minimale transcrit les deux brins et donne des RNA p~ssédant de 

nombreuses séquences initiales et de taille très hétérogène. Dans tous les cas, 

il faut noter que la spécificité de la transcription, évaluée par des études 

sur des matrices de DNA synthétique ou vira le, ne peut être semblable à ce Ile 

exprimée dans la ce liu le in vivo. 

La nature des nucléotides 5' terminaux des RNA synthétisés in vivo et 

in vitro a été la préoccupation de nombreux auteurs. La présence exclusive 

de nucléotides puriques (ATP ou GTP) apparaît sans ambiguïté et .semble être 

un phénomène généra 1. 

2 - Sens de la transcr~tion ---------------.----
Chez les Procaryotes, le processus de polymérisation des 

ribonuc léotides 5 1-triphosphates suit le concept de WATSON et CRICK (1 OS) 
1 

à savoir : complémentarité des bases de RNA formé avec les bases du br·
1 

d . n e 
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DNA qui sert de matrice. Il convient donc de déterminer le sens de cette 

croissance: 5' vers 3' ou 3' vers 5'. Plusieurs types d'expériences ont permis 

de lever cette indétermination. 

- SHIGEURA et BOXER (106) en remplaçant I'ATP par 

l'analogue 3l-désoxyadénosine 5'-triphosphate, dont le groupe hydroxyle 

du ribose en 3 1 est remplacé par l'hydrogène, ont montré que cet analogue, 

bien· qu'incorporé, empêchait l'élof}gation de.la chaine de RNA en voie de 

synthèse. La liaison 3'-5' phosphodiester ne pouvait se faire. Après hydrolyse 

alcaline du RNA dont la synthèse a été bloquée, on retrouve pratiquement 

toute la radioactivité dans la fraction nucléosidique 

pppXp _-------X OH + 
~* pppXp ________ Xp AH + 

pppXp 

! KOH 

nue léosides 

monophospha te 

3'd*ATP 

PPi 

Le groupe 3' OH libre en position terminale est utilisé pour la croissance de 

la chaîne. La synthèse s'effectue dont de 5' en 3'. 

-MA ITRA et HURWITZ, (1 07) confirment le sens de la 

transcription de 5' en -3 1 ; ils ont démontré avec la RNA polymérase d'E .coli 

et différents DNA que la radioactivité était spécifiquement liée à l'extrémité 

5' term_inale lorsque la synthèse était déclenchée en premier lieu avec des 

nucléosides triphosphates marqués puis poursuivie avec des nucléosides non 

marqués. 

Chez les Eucaryotes, VERBERT (1 08) a confirmé le sens de la transcriptior 

in vivo dans des cellules de mammifères (Cellules Hela, cellulesKB, cellules 

de foie de rat), en étudiant le nucléoside 5' terminal, Etant don~é que l'action 

de la ribonucléase sur les complexes DNA-RNA, diminue de 30 pour 100 le 

nombre des nucléotides tétraphosphates, une partie des chaînes terminées par 

le nucléoside triphosphate est accessible à la ribonucléase; or, l'extrémité 

"où s'effectue l'addition des triphosphates doit se trouver sous la dépendance 

constante du DNA et de la RNA polymérase. L'addition des nucléosides 
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triphosphates ne se fait donc pas sur !•extrémité 5 1-triphosphate, mais au 

contraire sur !•extrémité 3 1 -hydroxyle. Le sens de la transcription procède 

donc de l'extrémité.5' vers l'extrémité 3'. De plus, le premier nucléotide 

incorporé dans la chai'ne de RNA est exclusivement de nature purique. Il 

pourrait exister une relation entre la nature du nucléotide initial et le type 

de RNA po lymérase, étant donné que les RNA synthétisés par les enzymes 

de type 1 débu.tent préférentiellement par le GTP alors que dans le cas des 

enzymes de type Il c'est principalement I'ATP qui est en position s• terminale 

KRSMANOVIC et WEISSMANN (109) et VERBERT et al (110). -- . 

3 - ~ ~ ~"2C: ~i_?~-~ ~u_n_ :.?.T.P_I ~ !-~- ~e_r~2! ~e- p !,:!_t._ :,R!,:! _t._ P.? l~T ~~C: ~e-
RNA naissant 

Au fur et è mesure de la croissance de la chai'ne de 

polyribonucléotides, on assiste è la formation d'un complexe ternaire entre 

le DNA, la RNA polymérase et le RNA néosynthétisé, dont la stabilité est 

assurée par des liaisons 11 pont Hydrogène 11 entre les bases du DNA et ce lies 

du RNA. Cette partie hybridée au DNA est résistante à la ribonucléase 

pancréatique. 

- Ci né ti que de la synthèse 

L 1étude de la cinétique d 1 incorporation de nucléotides 

marqués au cours de la réaction montre que le taux de synthèse. du RNA décroît 

au bout de 30 minutes è faible force ionique, BREMER et al (111), MAITRA 

~ (112), RICHARSON (113) et KRAKOW et HORSLEY (114). 

BREMER et KONRAD (115) ont montré que !•addition de nucléosides 

triphosphates ou de DNA à ce moment-là ne provoque pas la reprise de la 

synthèse, alors qu'elle reprend à la suite d•une nouvelle addition d'enzyme. 

Ceci suggère que l'arrêt de la synthèse provient de l•inactjvation de l'enzy~e. 

La vitesse initia le de la synthèse et le taux final de RNA sont proportionnels 

à la concentration de la polymérase. Il existerait un rapport constant entre 

· le nombre de molécules de RNA formées et le nombre de mo lé cu les de RNA 

polymérases introduites dans le mélange réacti annel. 
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Par contre, à haute force ionique, FUCHS~ (116), SO et al (117) 

ont montré que la synthèse de RNA, au lieu d'atteindre un plateau, peut 

se poursuivre pendant plusieurs heures et une partie des chaînes de RNA 

sera libérée. Mais les chaînes ainsi synthétisées ont des constantes de 

sédimentation variant de 20 à 40 S, plus longues que celles synthétisées 

in vivo. En présence de hautes concentrations sa !ines, l'enzyme ne reconnaît 

pas les sites de terminaison. 

La transcription s'effectuant sur un seul brin de DNA, il 

convient de savoir si une seule chaîne pri·vilégiée ou les deux pouvaient 

être copiées. 

ln vivo, les expériences génétiques de CHAMPE et BENZER (118) ont 

suggéré que pour le RNA de T 
4

, la matrice était constituée par l'un des deux 

brins complémentaires du DNA. Les DNA de phages ont été très utiles; 

par exemple, le phage Sp 8 ou le phage~ ont une composition en bases des 

deux brins du DNA différente, l'un est riche en purine, l'autre est riche en 

pyrimidine. Cette composition, suffisamment distincte, permet de les 

fractio~ner et de les identifier par leur densité en gradient de chlo.rure césium 

(1.756 et 1.762). MARMUR et al (119) ont constaté, après marquage rapide, 

que le RNA isolé de B. subtilis, infecté par le phage Sp 8, ne s'hybride 

qu'avec le brin de DN A ri che en pyrimidines. Il en est de même pour le 

phage o< infectant B. ~égathérium : le RNA synthétisé après l'infection ne 

s'hybride qu:'avec- le brin de DNA riche en pyrimidines. 

D'autre part, même en large excès, il n'est pas possible d'hybrider plus 

de 50 pour 100 du RNA avec le DNA chez les bactéries. Mc CAR TH y et 

BOLTON (120). 

En outre, tous les RNA cellulaires, stables ou à haute vitesse de 

renouvellement, sont des molécules .monocaténaires qui ne- peuvent s'hybrider 

entre elles. Ils n'ont donc pas pu être codés par deux chaînes complémentaires 

de DNA, SA MARINA et al (121). 
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Cependant, dans des travaux plus récents, COHEN et HURWITZ (122) 

ont montré que les deux chaînes du DNA et du phage À servaient de moule 

in vivo. HAYASHI et al (123) ont rapporté qu'avec une polymérase d'E.coli - . . 

et avec la forme réplicative d'un phage~ x 174 circulaire intact, on obtenait 

une synthèse asymétrique, alors qu'avec des fragments soniqués de ! x 174, 

on obtenait une synthèse symétrique ; ce qui laissait penser que la forme 

circulaire intacte du DNA était nécessaire pour la transcription asymétrique. 

COLVILL et al (124) ont pu montrer que le RNA produit in vitro, à 

partir du DNA de phage o1. par la polymérase de B.mégathérium est asymétrique 

et que l'intégrité du DNA n'est pas essentielle à cette asymétrie; par contre, 

sa confo.rmation hé 1 icof·da le est nécessaire. Ces mêmes auteurs ont également 

établi. la possibilité d'une synthèse asymétrique de RNA dans un système 

hétérologue. 

On peut admettre actue lie ment les points suivants : 

- in vitro la synthèse asymétrique se produit dans une grande 

variété de systèmes homologues ou hétérologues. 

- la chatne de DNA qui sert de matrice in vitro, semble, dans 

'certains cas, être la même in vivo. Ceci implique !•existence 

de sites privil·~giés en nombres limités sur le DNA. 

Cette sélection du site d'initiation et d'une chaîne de DNA 

pourrait être gouvernée par des groupes de bases pyrimidiques 

dans le D NA na tif. 

Il est donc possible d'émettre l'hypothèse d'une synthèse asymétrique 

qui impliquerait la copie des deux brins de DNA, bien que, pour un tronçon 

donné, une seule fibre soit transcrite. 

Il faut, cependant, remarquer que des expériences de ALON 1 (125) 

ont montré, dans le cas de cellules infectées par le SV 
40

, une synt~èse 

symétrique du RNA avec l'addition de poly-A du coté 3' ; certaines séquences 

sont alors rapidem~nt dégradées pour donner le mRNA mature non complémen

taire (asymétrique). 
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Ill - Arrêt de la synthèse :TERMINAISON 

Le mécanisme de la fin de synthèse, 1 ibération du RNA néosynthétisé 

et de l'enzyme, est encore mal connu. Cependant, la taille définie des RNA 

fait penser à l'existence de signaux de fin de transcription. 

Différentes hypothèses ont été émises : 

-Selon KRAKOW (126), MAITRA et HURWITZ (127), le RNA 

synthétisé inhibe la RNA polymérase par fixation compétitive sur le site 

propre au DNA. Ce mécanisme permettrait de comprendre l'action stimulatrice 

d'une force ionique élevée ou de la ribonucléase qui, en détachant artificiel

lement le RNA naissant du complexe, empêcherait cette inhibition. 

-Autre hypothèse : une séquence spécifique du DNA servirait 

de signal de fin de synthèse. 

MAITRA {128) a identifié le nucléoside 3'-0H terminal des RNA libérés lors 

de la réaction de polymérisation in vivo. Il s'agit presque exclusivement 

d'uridine. 

SUMMERS et SZYBALSKI (129) ont montré par ailleurs que l'arrêt de la 
• 

synthèse se produisait très souvent lors de la transcription in vitro de pol y 

dG-dC ou de poly dA-dT. 

-Intervention de protéines spécifiques. ROBERTS (130) a m!s 

en évidence chez E.coli, un facteur protéique, appelé p ("rô"), qui a été 

purifié et qui est .la cause de la terminaison de la synthèse et de la 1 ibération 

des molécules de RNA dans une réaction in vitro utilisant comme matrice 

le DNA du bactériophage )... • Le facteur r (exempt de nucléase) di.minue 

la propagation des chaînes de RNA en terminant la synthèse des molécules 

de RNA en des sites spécifiques de la matrice et n'affecte pas de façon 

significative l'initiation. Le mécanisme par le que 1 agit le facteur ~ n'est 

pas encore éclairci, mais il apparaît qu'il existe des séquences spécifiques 

de DNA qui fonctionnent comme des signaux de terminaison en présence du 

facteur e . 
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Cependant, è l'aide de complexe naturel DNA-RNA polymérase-RNA, 

PETTIJOHN et al {131) ont pu po~rsuivre la synthèse in vitro, et obtenir 

des RNA de taille comparable è celle des RNA synthétisés in vivo sans . 

intervention d'aucune autre protéine que ce lies constituant la polymérase. 
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REGULATION DE LA TRANSCRIPTION 

. Les systèmes de régulation de la biogénèse des RNA jouent un rôle très 

important dans la régulation de la synthèse protéique proprement dite. 

Le contrôle de l'expression génétique peut s'exercer à deux niveaux 

différents : 

1 -Au stade de l'app;ovisionnement en RNA nécessaire à la 

biosynthèse protéique, DARNELL et al (132) distinguent 2 possibilités : 

- L •une concerne la production des RNA c'est la 

· ''régulation transcriptionne Ile •• 

-L'autre intéresse le nombre de molécules qui, après 

remaniement, seront effectivement impliquées dans le 

processus de biosynthèse protéique, c'est la régulation 

11 post transcriptionne Ile 11 

2 -Au stade de l'uti 1 isation des RNA. Ce type de régulation que 

nous ne détaillerons pas s'exerce au niveau de la traduction des RNA. 
\\ 

a) 62_r§g_yJ2!.Ï.9!l_tr.9!l~S!:.ÏP1Lo_n_n_e_lle 

Une très petite fraction du. génome des 

cellules eucaryotes est transcrite en RNA. Cette portion transcrite serait 

Spécifique pour ~haque type de cellule selon PAUL et GILMOUR (133). Il 

est donc néces~aire de déréprimer certains gènes pour qu'ils soient ensuite 

activés. On peut noter l'intervention de différents facteurs: histones, protéines 

acides de la chromatine, hormones. 

- les histones liées au DNA, masquent la matrice et 

empêchent la transcription du génome par .la RNA polymérase. La dérépression 

des gènes .contrôlés par les histones se f~rait, selon SPELSBERG et al '(134) 

par acétylation ou phosphorylation de celles-ci, entraînant une diminution des· 

interactions ioniques et donc une déstabilisation en certains points du DNA . 
1 

ce qui permet à la RNA polymérase d'accéder à la matrice et de déclencher 
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le processus de transcription. 

-Les protéines acides de la chromatine. De caractère 

très acide, ces protéines s'associeraient aux histones et favoriseraient leur 

détachement du DNA. Leur rôle est encore ma 1 connu. 

-Les hormones joueraient également un rôle dans le 

contrôle de la transcription, par action directe sur le DNA, HAMILTON (135) 

ou sur des protéines réceptrices de la chromatine TALWAR et al (136), 

JENSEN et al (137). L'action hormonale pourrait se faire par le relais de 

I'AMP cyclique dont l'intervention dans les mécanismes de phosphorylation 

favoriserait la dérépression du DNA. 

b) La régulation Post-Transcriptionnelle 
--------------------------------
0 n sait que les RNA ribosom ia ux, messagers ou 

solubles sont issus de molécules de RNA de taille plus élevée, synthétisées 

dans le noyau •. ll existe donc également un contrôle au niveau de ce 

remaniement. La découverte- du segment poly-A du côté 3' et du m RNA 

LEE~ (138), permet de postuler que celui-ci pourrait être impliqué dans 

la sélection des RNA nucléaires hétérogènes P.our donner lem RNA, ainsi que 

dans sa stabilité. 
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TRAVAUX PERSONNELS 

MATERIEL et MET HO DES 
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A - EXTRACTION DES RNA POL YMERASES DES CELLULES KB 

-Culture cellulaire 

Les ce liu les K B qui nous ont servi de maté rie 1, ont été 

adaptées à la culture en suspension à 37°C dans un milieu de culture sans 

calcium :Minimum Essentiel Medium, JOKLIED modifié ( 139 ) distribué 

par GIBCO. 

Ce milieu est additionné de sérum de ch~val, décomplémentt 

par chauffage à 56°C pe.ndant 30 minutes, à la concentration de 5 pour 100. 

2 - Extraction des enzymes 

Les cellules KB utilisées pour l'extraction des enzymes sont 

à une concentration de 4 à 5.10
5 

cellules par ml. Les proportions que nous 

donnons dans le protocole expérimental, sont calculées pour 4 litres de 

suspension de culture. 
\\ 

Les cellules sont concentrées par centrifugation à 1500 tours/ 

minute et lavées 2 fois dans du NaCI 0,14 M, et une fois dans le tampon 

d'extraction des noyaux. *(TMMT: dont la composition est donnée ci-après) 

Les RNA polymérases sont extraites des noyaux des cellules KB 

selon la méthode de ROEDER et RUTTER ( 140 ), modifiée par CHESTERTON 

et~ ( 141 ). Toutes les opérations se déroulent à 0°C. 

Les solutions utilisées sont les suivantes : 

*TMMT Iris-HCI pH 8 

Acétate de Mg 

~ - Mercaptoéthanol 

Triton X -100 

10 mM 

10 mM 

10 mM 

, 

0,2 pour 100 
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lris-HCI pH ~ 

Suc rose 

Chlorure de Mg 

Dithiothréitol 

Iris-HCI pH 8 

Glycérol 

Chlorure de Mg 

EDTA -
Dithiothréitol 

Isolement des nol::aux -------------- ---

10 mM 

lM 

5 mM 

lmM 

10 mM 

25 pour 100 

5 mM 

0,1 mM 

lmM 

Le culot cellulaire, une fois lavé, est repris dans 

30 ml de tampon TMMT et homogénéisé dans un broyeur de POTTER -

ELVEHJEM, en opérant 5 aller-retours à une vitesse moyenne, Par centrifu

gation à 2.500 rpm pendant 5 minutes dans une Sorvall SS 34, on obtient le 

culot nucléaire. 
\\ 

Le culot nucléaire est. resuspendu dans le tampon de 

lyse des noyaux TSMD de ma ni ère à obtenir un volume fi na 1 de 11 m 1 a uque 1 . 

on additionne 1 ml de Sulfate d'ammonium 3,5 M. Cette suspension de 

noyaux est lysée par les Ultra-sons (20 K cycles, 1 min). L'observation par 

microscopie optique permet de suivre le pourcentage de désintégration des 

noyaux; 

24 ml de tampon TGMED sont additionnés au lysat nucléaire. Cette suspension 

est centrifugée pendant 30 minutes à 30.000 g (16.000 rpm dans la Sor~all 

SS 34). Le culot de désoxyribonucléoprotéines est éliminé. Après évaluation 
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du volume de SlJrnageant toutes les protéines sont précipitées par addition de 

0,42 9 de (NH4 )
2

SO 
4 

par ml de surnageant. La dissolution du sulfate 

d'ammonium s'opère sous courant d'azote et sous agitation pendant 30 min utes. 

La suspension est à nouveau centrifugée pendant 30 minutes à 30.000 9. Le 

culot de protéines est redissout dans un faible volume (3 à 4 ml) de tampon 

TGMED, 0,14 M (NH ) 50 et dialysé pendant une nuit contre ce ~ême 
4 2 4 

tampon. La membrane de dialyse a été portée à ébu lition au prée labie dans 

une solution de EDTA/Bicarbonate, afin d'éliminer d'éventuelles impuretés 

enzymatiques. 

La figure 2 page 38 résume les principales étapes de cette 
extraction. 

La solution non dialysable est à nouveau centrifugée à 30.000 9 

pendant 30 minutes afin d'éliminer les protéines reprécipitées. 

Le surnageant contenant les extraits bruts enzymatiques est 

congelé à -196°C dans l'azote liquide. Dans ces conditions, les enzymes restent 

stables pendant plusieurs mois. 

~e21~r9u~: Nous appelerons cette fraction enzymatique "extraits bruts 11 par 

opposition aux enzymes purifiées sur colonnes échangeuses d • ions. 

ou sur g~adient linéaire de glycérof. 

- f..RACTIONNEMENT DES EXTRAITS BRUTS RNA POL YMERASIQUES 

-Par chromato~hie d'échange d'ions sur colonne de 

DEAE-Cellulose ou sur colonne de DEAE-Séphadex 

Les RNA polymérases peuvent être purifiées par chromato

graphie sur colonnes échangeuses d'ions. Les DEAE -Ce liu leses DE-52 (Whatman 
. 1 

England) ou les DEAE-Séphadex A 25 (Pharmacie, Upsala) ont été activées 
,. 

et régénérées au préalable avant d'être équilibrées dans le tampon TGMED, 

40 mM (NH4)2SO 4. 



Fig. 2 Schéma généra 1 d •extraction des ARN po lymérases 

Culture de cellules KB (41) 

Sédimentation des ce Jiu les 
à 1500 rpm/5 mn 

2 lav~ges au NaCI 0,14 M 

11avage dans e Tampon TMMT 

~ 
Cu 1 o t ce Il u 1 a i re 

1 
- ~tro.cti on 
~s noyaux 

Homogénéisation au potter dans 30 ml TMMT 

-by.!_e des noyaux: 
~r ultra-sons·-

12500 rpm 15 mn 

Culot nue léa ire 

Les noyaux sont suspendus dans un volume final 
de 11 ml de TSMD + 1 ml de (NH 4) 2S0 4 

1 . 

Après traitement aux ultra-sons+ 24 ml TGMED 

30.000 G/30mn 

Culot DN P Surnageant contenant les 
protéines solubles " 

1° purification 
1 . 

Précipitation des protéines 
+ 0,42 g/ml de surnageant 
d '(N H 

4
)
2

SO 
4 

1 
Dissolution sous courant d'azote 
pendant 30 mn 

30.000 G /30 mn 

Culot de protéines 

1 
Solubilisation dans du TGMED/ 
0,04M (NH

4
)
2
so

4 
, 

1 
Dialyse pendant 1 nuit 

. j 30.000 G 1 30 mn 

EXTRAIT BRUT DE POLYMERASES SOLU3LES 

.Conservation à- 196° C 
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30 mg d'extrait b~ut sont déposés sur une éolonne de DEAE~Séphadex A-25 

(1 x 1.? cm) ou sur une colonne de DEAE-Ceilulose DE 52. (1,4 x 7 cm). 

Les proté.ines non fixées sur la colonne, sont éliminées par rinçage de la colonne 

avec 100 ml de tampon TGMED, 40 mM (N H 
4

)
2

SO 
4

. Les enzymes sont alors 

éluées par un gradient linéaire de Sulfate d'ammonium dons le tampon TGMED 

de 0, 4 M ~ 0, 5 M (2 x 80 ml). Des fractions de 1, 5 ml environ sont recueillies 

~ans une solution de sérum albumine (1 mg par m 1 de c_oncentration fi na le). 

L'activité enzymatique est repérée sur chaq.ue fraction ; les conditions sont 
dé • 

entes dans le paragraphe page 

2 Par sédimentation sur gradient linéaire de glycérol 

Après 2 heures de dia lyse à 4°C contre le tampon Tris 

Tris-HCI pH 8 0,05 M 

MgCI
2 

5 M 

EDTA 0, lm M 

Dithiothréitol 1 mM 

(NH
4

)
2

SO 
4 

0, 1 M 

les extraits enzymatiques (10 mg de protéines/ml) sont centrifugés en gradient 

linéaire de glycérol dons ce même tampon. Les gradients de glycérol (10 à 
40 %) ont été centrifugés pendant 15 h 30 à 32.000 rpm ~ ooc dans le 

"rotor SW 41" : (dépot de 5 mg de protéines par gradient) .• · 

Les gradients de g lycérol (1 0 à 30 %) ont été centrifugés 4 h 30 à 40.000 rpm 

~ 4oC dons le "rotor SW 50" ; (dépot de 3 mg de protéines par gradient). 
D 1 

ans es deux cas, on dépose le gradient sur un coussin de 1 ml de glycérol 
~ 60 %. 

Pour protéger l'activité enzymatique, on ajoute au gradient 

ainsi que dons le milieu d'incubation, de la sérum-albumine bovine dans des .. 
concentrations respectives de 0,5 mg/ml .selon la méthode de SUM/v\1: RS et 

~ ( 142 ) et de CHAMBERLIN et al ( 143) 



- 40-

3 - Synthèse des RNA in vitro par les RNA polymérases des 

cellules KB 

-Extraction et purification du DNA utilisé comme matrice 

Le DNA cellulaire est extrait des cellule~ KB par traitement par le 

mélange sarkosyl pro nase se lon la méthode de YOUNG et SIN SHE t'MER ( 144 ) • 

Les solutions utilisées sont les suivantes: 

TEBS 

ssc 

Tris-HCI pH 7,4 

EDTA 

Na Cl 

Citrate de Na 

NaCI 

Citrate de Na 

0, 01 M 

0, 001 M 

0,3 M 
0,03 M 

0,015 M 

0,0015 M 

2 ssc 

Les cellules KB, lavées dans du NaCI 0,14 M, sont homogénéisées 

rapidement dan~ un volume de tampon TE BS éga 1 à 9 fois le vo 1 ume de cu lot 

cellulaire, contenant 0,5 p 100 de Sarkosyl et .0,3 mg/ml de pronase 

outodigérée. 

Dans un premier temps la suspension est incubée à 4°C pendant 30 min. 

afin d'inactiver les DNases, ensuite elle est portée à 37°C pendant 3 à 4 

heures. 

Le lysat cellulaire est ajusté avec du Chlorure de Césium en.poudre 

à raison de 1,2725 g/ml de manière à obtenir une densité égale à 1,70. 

Après dissolution du Chlorure de Césium, la suspension est centrifugée 

à 20°C pendant 40 heures à 39.000 rpm dans un rotor SW 65. 

Le DNA est recueilli et mis en dialyse pendant une nuit contre un 

grand volume de tampon 0,1 SSC (l'litre) et conservé ensuite à 4°C 
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L 1intégrité du DNA cellulaire est contrôlée par centrifugation en 
. . 

gradient linéaire de 5 à 20 p 100 de saccharose neutre (Tris pH 7,5: 0,01 M; 

NaCI : 1 M; EDTA: 1 mM) et de saccharose alcalin (NaOH: 0,2 N; 

Na Cl : 0, 8 M ; EDTA : 1 mM). Les gradients sont sédimen_tés à 50.000 rpm 

pendant 2 heures à 20°C dans un rotor SW 65. 

- Conditions de synthèse in v.!_tro 

L'activité RNA polymérasique est estimée par le taux d 1incorporation 

d' 
3

H-UMP dans les RNA synthétisés in vitro, par chaque fraction d 1élution 

de colonne ou de gradient. 

Cette synthèse s•effectue à 37°C pendant 1 heure dans un volume 

final de 0,15 ml contenant 0,05ml d•enzyme et 0,1 ml du milieu de synthèse 

suivant : 

Tris-HC 1 pH 8 

MgCL2 
MnCI

2 
OTT 

" 
ATP, GTP, CTP 

5'-H
3

UTP 
activité spécifique 

( 1 Ci/mM )Amers ham 

natif 
DNA __.. • 

. --- monocaténa1re 

50 mM 

6 mM 

3 mM 

4 mM 

0,4 mM 

0, 015 mM 

0, 01 mg/ml 

La concentration en Sulfate d 1a mmonium est égale au 1/3 de la 

concentration optimale d 1élution (cette force ionique correspond ·à l 1optimum 

d'activité de chaque enzyme). 
,. 

Le DNA monocaténaire est obtenu par chauffage du DNA 5 minutes 

à 1 00°C, puis refroidi brusquement dans un mélange eau-glace. 
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L 1 
\)(. -amanitine, généreusement offerte par Monsieur le Professeur 

WJELANq,est utilisée à raison de 0,8/g/ml. 

- Mesure de la radioactivité 

La synthèse est arrêtée par addition de 2ml d'acide trichloracétique 

à 10 p 100 contenant 0, 02 M de pyrophosphate de sodium (Na 
4

P 
2 

0
7

) en 

présence de 0, 1 mg de sérum a lbum.ine bovine comme entraîneur de précipi

tation des RNA. 

Après 15 minutes de précipitation à 0°C, le matériel acido-précipi

table est recueilli sur fiÎtre de fibre de verre Whatman GF/C, lavé 12 fois 

par 5 ml d'acide trichloracétique à 2 p 100 et séché par 2 rinçages à 

l'éthanol absolu. 

Les filtres sont ensuite séchés dans une étuve à 56°C pendant 15 min. 

et placés dans les fioles à scintillation contenant 5 ml de liquide scintillant 

de composition suivante : 

PPO 

\\ PO POP 

Toi uène 

5 g 

0,3 g 

qsp 1 Litre 

La radioactivité est mesurée à l'aide d'un compteur à scintillation 

liquide type JNTERTECHN IQUE SL 30. 

L'activité enzymatique est exprimée en cpm (coups par minute) 
d'3 

H-U MP incorporé: dans la fraction de RN A prée ipités. 

(1 pico mole d 'UMP correspond approximativement à 10
3 

cpm). 
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C - EXTRACTION DES RNA POL YMERASES DES CELLUlES KB INFECTEES 

PAR l'ADENOVIRUS 2 

D-

- Infection vira le 

La souche d'adénovirus 2 qui sert à infecJar les ce liu les K B 

est la souche prototype de 11 1 'America in Type Culture Collection 11 

La concentration cellulaire est maintenue e.ntre 2 et 5.10
5 

cellules 

par ml. Pour l'infection, les cultures cellulaires sont centrifugées pendant 15 

minutes à 500 g à température ambiante. 

Les cellules sont ensuite remises en suspension à une concentration de 107 

ce liu les par m 1 dans un mi 1 ieu additionn~ de 1 % de sérum de veau foe ta 1 

(G IBCO) puis infectées à une multiplicité de 10 particules infectieuses par 

ce Il u le. 

La suspension est agitée pendant 1 heure à 37°C de façon à permettre 

l'absorption virale. Les cellules sont ensuite diluées à 2.10
5 

cellules par ml 

dans du milieu F contenant 5o/ode sérum de cheval préalablement chauffé 
13 . 

à 37°C. 

\\ 

2 -Extraction des RNA polymérases 

Après 6 heures ou 18 heu res d'infection, les cellules sont 

recueillies par centrifugation à 500 g pendant 5 minutes à 0°C. 

Le culot cellulaire est lavé 2 fois par un tampon Tris 0, 01 M pH 8,1, 

NaCJ0,15M. 

Le~ RNA polymérases des cellules KB infectées par adénovirus 2 sont extraites 

par les m~mes méthodes que celles qui sont décrites précédemment pour les 

RNA polymérases des cellules KB non infectées. 

MISE EN EVIDENCE D'ENZYMES CONTAMINANT LES EXTRAITS DES 

RNA POL YMERASES 

Dans le but de déterminer la nature du nucléotide 5' terminal 
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VERBERT ( 145 } a choisi de ne pas purifier les RNA polymérases au de là de la 

séparation sur DEAE Séphadex, afin d'éviter la perte de facteurs protéiques 

pouvant jouer un rôle dans le déclenchement de la synthèse. 

Par contre, il était nécessaire de prendre garde aux activités enzymati

ques contami.nantes, capables d'interférer et de fausser les résultats. 

Nous avons soupçonné la présence d'une activité 11 
'( -phosphotransfé-

rasique" qui, au cours de l'incubati.on né cessa ire à la synthèse des RNA, 

transfère et échange le groupement ( l -32
P) d'un nucléotide sur un autre. 

Il fallait donc évaluer cette activité afin d'introduire les corrections 

nécessaires. 

Nous avons également révélé la présence d'une protéine kinase. qui 

transfère le groupement ( f -32 p) sur des protéines. 

1 - E~é_P-a_r;t!~o_n_s_~:~-~-:~:~-~!E 
la méthode de GLYN N et CHAPPELL ( 146 ) a été 

\ 
quelque peu modifiée afin de l'uti 1 ise r sans puri fi cation ultérieure. Le 

principe de cette méthode a été résumé dans la figure 3 page 45 • Cette 

méthode est décrite en détail dans la thèse d'Etat de A. VERBERT ( 147) 

ainsi que tou tes les ana lyses de pureté et de rendement des '{-
32

p XTP 

obtenus. Cependant, il faut remarquer que l'on n'est jamais arrivé à 

synthétiser du O -32 p CTP. 

2 - ~i;:_e_n_!~l~:~~:_d_e_l~a_c_t_I~~t!_~_:_P_h_o_sp~.?!~a_n_s

[é_r;t;~q_u_e_ 

32 
le transfert du groupement O - P se traduit par 

l'apparition, au cours de la réaction de synthèse du RNA, de nucféosides 

5'-triphosphates autres que celui introduit initialement dans le milieu réac

tienne 1. (Ce mi 1 ieu est le m~me que ce lui décrit précédemment page. 4 1 
32 , 

en remplaçant un des XTP par un l - P XTP). 

Le taux des nouveaux nue léotides radioactifs peut être évalué à tout 

moment de la réaction en soumettant une fraction du mélange réactionnel à 

la chromatographie décrite ci-dessous. 
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Glycérold~hyde 3-P 

~-0 0 

Q '~ c 

+ 
NAD 

1 # • ., 

lyceraldehyde 3-P deshydrogenase 

+ 
NADH H 

Acide 1-3 di-P glycérique H-t-oH 

tH2-o-® 

ppA~ t 
Phosphoglycéryl kinase 

,, 

HO . 0 
'// c 

Acide 3~P glycérique 
1 

H-e-oH 
tH:z-o-® 

Figure n° 3 : 
32 

Principe de la synthèse du ~- P AT P se lon la mét·hode 

de GLYN N et CHA PPELL (148). 

--
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3 - Ç~ ~~~C:~~~;'.Pl'.!~_d_e_s_ ~~~ Lé_:.o_sj~~~ 1~i.Pl'.9~e~c:~e_s 

Nous avons utilisé la chromatographie descen

dante sur papier Whatman n° 1 de ROBERTSON et ZINDER ( 149) dans 

le système solvant suivant: 

- Phosphate de sodium 0,1 MpH6,8 

- Sulfate d'ammonium 

- n-Propano 1 

Pourquoi avons nous choisi cette méthode ? 

1000 m 1 

600 g 

20 ml 

La méthode électrophorétique ne sépare pas bien les XTP et 

le radiophosphore qui possèdent approximativement la même charge 

globale. 

De plus 
1 

par chromatographie, nous pouvons séparer à la fois 
. 32 . 

GTP, ATP et p. Le tampon, contenant du phosphate, permet la 

• • 32 d 1 • F' 4 47 m1grat1on du p avec le front u so vant. vo1r 1g. page 

Lorsque le front du solvant atteint presque l'extrémité de la feuille, . 

on arrête la chromatographie, on sèche le chromatogramme, on le découpe 

ensuite en bandes de 5 cm de largeur le long du trajet de migration. La 

radioactivité de chaque bandelette est déterminée selon la méthode de 

CERENKOV ( 150) c'est-à-dire par comptage dans l'air et sur le canal 

"T .. r1t1um". 

Connaissant les R des nucléosides 5'-triphosphates et sachant que 
l' • F a~1de phosphorique migre avec le front du solvant, on peut calcule·r le 

taux de conversion entre les nucléosides triphosphates (voir Fig. ~ 1 page 48 
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CTP 

Figure n ° 4 

UTP 

(\ 
v 

ATP 

GYP 

CTP 
UTP 

32 
p 

Séparation des O _32p XTP par chromatographie descendante sur papi~r 

Whatman no 1 . 

Système solvant : Phosphate de sodium 0,1 M pH 6,8 

Sulfate d'ammonium 60 p 100 (p:v) 

n-propanol 2 p 100 (v:v) 

Chromatographie et au.toradiogramme réalisés après synthèse faite en présence 

des différents nucléotides. 
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a 

ATP 

l 
* 

·GTP 

+ 
UTP 

+ 
p . 

•• l 
* 

\_ /\ 
-*,;Ji 
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b 

* ) 
-*-* 

10 15 20 cm 

c \\ 

\ 1 
~\ '* ~J 

5 10 15 20 25 cm 

Figure n~ 
Répartition de la radioactivité entre les divers nucléotides et le radio-

phosphore au cours d 1une incubation.avec un extrait de RNA polymérase 1 

au temps 0 minute. 

L•incubation a lieu en présence de 1 ~2 P ATP (figure a) ou de ~ ~2 p GTP 

( figure b ) ou de D ~2 p UTP ( figure c ), la séparation est obtenue par 

chromatographie sur papier (voir Fig. 4 p 47) 

la flèche indique le front de migration du solvant. 
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A -~ISE EN EVIDENCE D'ACTIVITES RNA POL YMERASJQUES MULTIPLES 

Q_ANS LES NOYAUX DE CELLULES KB 

Pour caractériser les différentes RNA polymérases, nous avons choisi 

d'utiliser la chromatographie sur co lonnes échangeuses d 1 ions (DEAE

Séphadex A 25, DEAE-Cellulose DE 52) ou la sédimentation en gradient 

linéaire de glycérol. 

1 - Caractérisation par chromatographie sur colo~ 

échangeuses d'ions des RNA polymérases de KB 

a) Ç~ .!:~~E !~~ ~a.P..h_i,: _ ~u_r_ =~ Lo_n _n_e_:,:J,:_!? ÉAE
Cellulose DE 52 
-------------
L 'élution, par un gradient linéaire de 0 à 0, 5 M 

en sulfate d'ammonium, d'une colonne de DEAE cellulose DE 52 ayant fixé 

1 'e t • · x ra1t brut RNA polymérasique, nous a permis de mettre en évidence deux 

pics d'activité enzymatique (voir Fig. 6 page 51 ). 

" -le premier pic élué à une concentration voisine de 

lOO mM en sulfate d'amnonium correspond à une activité de type RNA 

po lymérase 1. 

-Le deuxième pic élué à une concentration voisine de 
250 mM en su (fa te d'ammonium correspond à une activité de type RN A 

po( Ymérase Il. 

Ces deux activités RNA polymérasiques se différencient 

très nettement par leur sensibilité vis-à-vis de l' c{ -amanitine à 0,8/g/ml. 

l'activité de type 1 est résistante alors que celle de type Il est totalement 

sensible à cette toxine. Cette propriété sera très souvent utilisée comme un 

bon critère de distinction entre les activités RNA polymérasiques. " 

11 convient également de noter que ces deux enzymes 

ont des réponses différentes vis-à-vis de la matrice de DNA : la RNA poly

mérase 1 est beaucoup plus active (environ 2 fois) avec un DNA, cellulaire 
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II 

..... 
40 50 60 70 

Fractions 

Pro fi 1 d 'é 1 ut ion des RNA polymérases de ce liu les K B sur DEAE -Ce liu Jose 

DE-52. 50 ~1 de chaque fraction sont soumis à un essai enzymatique dans 

lOO)J..I de milieu réactionnel . ' . 

•-e en présence de DNA natif ( 10 f9 /ml ) 

•---• en présence de DNA natif+0,8p.9/ml d'~-amanitine 
Les enzymes sont é 1 uées de la colonne par un gradient de (N H4) SO de 2 4 

40 à 500 rn M. 
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natif, alors que la RNA polymérase Il présente peu d•activité avec ce type 

de DNA. La figure 7 page 53 nous montre que l•activité de la RNA 

polymérase Il croit avec le degré de dénaturation du DNA, La dénaturation 

thermique ou la déstabilisatio'n du DNA à basse force ionique (H
2

0 distillée) 

augmentant le nombre de chaînes monocaténaires, favorisent la transcription 

par la RNA polymérase Il. 

b) Ç~ ~o-"J_c;, ~o_g!~ p _!1 l :_ _s~! _c_o)~>!' !':_ ~: -~ ~~ É

~~e~c:.~:~A_2_s 

La chromatographie des extraits bruts de RNA 

polymérases sur DEAE-Sé.phadex A 25 nous permet d•identifÏer trois types 

d•a t' · 4 c IVJté enzymatique. La figure 8 page 5 nous montre : 

-un premier pic correspondant à la RNA polymérase 1, 

éluée vers 100 mM en (N H 
4

)
2
50 

4
, 

- un deuxième pic dissymétrique correspondant aux 

RNA po lymérases Il et Ill, é luées entre 200 et 300 mM en (N H 4)250 
4

• 

Les activités RNA polymérosiques de type Il et Ill ne 

peuvent être dissociées en deux pics dans ces conditions. Toutefois, la 

dissymétrie du deuxième pic et l'épaulement correspondant à une élution de 

300 mM en (NH
4

)
2
so 

4
, nous ont amené à soupçonner l'existence de la 

RNA po lymérase 111, En effet, en présence d • tX -amon itine à 0,8 y.g/m 1, 

nous observons une partie du pic totalement sensible, alors que la seconde· 

moitié correspondant à 1•éluat de 300 mM en (NH 4 )
2

SO 4 , est résistante, 

Nous somrre s donc bien en présence de deux types 

enzymatiques différents: la RNA polymérase Il sensible à 1• CX- omanitine et 

la RNA po lymérase Ill résistante à cette toxine· 

Nous avons voulu vérifier si la RNA polymérose Ill 

était principalement accumulée dans le noyau, Pour confirmer ceci, d 1une 

manière simple, nous avons extrait les RNA polymérases sur des ceflules 

entières et sur un mélange de cellules et de noyaux dans les proportions : 

1/3 + 2/3. Nous avons purifié les différents extraits bruts sur colonne de 

DEAE-Séphadex et nous avons repéré les différentes activités. En comparant les 

f' Jgures 9 Aet 9 B page 55 , nous n•observons aucune modification, pas 
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·D 
D 

10 20 30 40 50 

Fractions 

Figure n ° 7 

Profil d'élution des RNA polymérases de cellules KB sur DEAE-Cellulose DE-52 

Act• •t · tvt é enzymatique en présence de 

• -• DNA cellulaire natif lOJg/ml 

• -• DNA de thymus de veau dénatur.é par chauffage à 1 00°C 

pendant 5 min. ( lO)!g/ ml) 

D-o DNA de thymus de veau dissout dans l'eau distillée ( lO,g/ml} 
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Figure n ° 8 

Pro fi 1 d 'é lution des RNA polymérases· de ce liu les K B sur DEAE -Sephadex A -25 

Acti 'té VI enzymatique en présence de 

·--· DNA cellulaire natif ( 10fg/ ml) 

DNA cellulaire natif + 0,8fg/ml d'\'1{-amanitine 



r 

fi .. 
u 

c: • .. 
! 
j 
... 
:1 
;:) 
1 

:z; .. 

A ,. 
·~ .. 

1 . 1 
0 fi 

/~ 
... 
u 

~J 
{r 

2 

ïl .\ 
c: 
0 

• 
0 ... jJ 0 
u 
~ 

----
... 
~ 

1 1 rn ;:) 

\ 1 

1 :z; 0 .. 
b 

2000 

\ ~ 
0 1 ~ ~~ 

.. , 1\ 0 ~ ~~ 0 1 ~ 

~~(} i~ 
[!:~ 

500 ... ~& ir ' .. .. ... 
* ., - * + 

·:~_! .. -.;c -teil. 

1000 

1 
50 60 70 80 1 

70 75 Bb 85 90 liS 

l Figure n° 9 .J Fr•ct ion a ' 
Froctlona 

Profil d
1
élution sur DEAE Séphadex A 25 des RNA polymérases Il et Ill extraites 

à partir du mélange cellules-noyaux (A) à partir des cellules entières lB) 
Activité en présence de 

~-li- DNA dénaturé de KB li--li- ] 
o --o DNA natif de KB c-o ( 10)-9/ml ) 

*--* DNA natif de KB + 0, 8 d'c:< -amanitine )(.____... 
o -o DNA dénaturé de K B + 0, 8 d 1 « -amanitine o--o 

a 

1 

01 
01 



-56-

même d'ordre quantitative au niveau du deuxième pic, résistant à I'CX..

·amanitine. Cette activité est bien d'origine nucléaire, de type RNA 

polymérase H J. 

2 - Sédimentation en gradient de glycérol 

Par centrifugation des extraits bruts des RNA polymérases 

des cellules KB, en gradient linéaire de glycérol 10 à 40 pour 100, nous 

avons pu éga l~ment distinguer 3 types de RNA polymérases. 

Les a t' • . . c •v•tés RNA polyméras 1ques contenues dans chaque~.fract1on du gradient 

ont été mesurées dans des conditions de force ionique, de matrice de DNA 

correspond t •. d h an es aux opt1ma de fonctionnement e c aque enzyme. 

La figure 10 page 57 3 . nous montre p 1 cs : 

-Un pic léger de constante de sédimentation de 14,5 S 

qui transcrit le DNA cellulaire natif à basse force ionique (33 mM en 

(NH4)2SO 
4 

). Cette activité est résistante à l'action de l' 0(.-amanitine et 

correspond à une activité de type polymérase 1. 

-Un second pic d'activité, de constante de sédimentation 
\ 

de 15,5 S qui transcrit préférentiellement le DNA dénaturé à une force ionique 
1 . 

pus élevée de l'ordre de 120mM. Cette activité est totalement sensible 

à l' o<. -am • t • 1 JI an 1 me et correspond à la po ymérase · 

-Le troisième pic d'activité, dont la constante de 

Sédimentation est de 17 5 est mis en évidence à haute force ionique (200 mM 

environ), en présence de DNA cellulaire natif. Cette enzyme est résistante 

~ l' 01. -amanitine et correspond à la RNA polymérase Ill. 

Les valeurs des constantes de sédimentation sont en accord avec celles 

donné es par CHAMBON et al (151) 
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Activité enzymatique mesurée en présence de : 
0 --0 D

1

NA nati.f .de KB (20fg/ml) à 33 mM en(NH 4)250 4 + 0, ... 8.ftg/ml 

d 0(-aman 1 tl ne · 

O-- -0 DNA dénaturé de K B (50fg/m 1) à 120 mM en (N H 4)2$0 4 

*-- * DNA natif de KB (10fg/ml) à 200 mM en (NH 4)2 SO 4 + 0,8/tg/ml 

d 'l:l(-aman itine 
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B- ACTION DE LA FORCE IONIQUE SUR L'EFFICACITE DE TRANSCRIP

TION DE LA MATRICE DE DNA PAR LES RNA POLYMERASES DE KB 

1 -Transcription du DNA de cellules KB 

En présence de DNA cellulaire natif, les activités 

opt' 1 · •ma es de 3 RNA polymérases de KB, isolées sur colonne de DEAE-

Séphadex, diffèrent en fonction de la force ionique comme le montre la 

figure 11 pag~ 59 • 

Les optima pour les RNA polymérases 1 et Il se situent entre 10 et 60 mM 

et entre 80 et 120 mM en (NH ) SO respectivement. 
. 4 2 4 

la polymérase Ill, quant à elle, présente un optimum d'activité pour une 

gomme de force ionique beaucoup plus large se situant entre 70 et 250 mM 

en (NH
4

)
2

SO 
4

• (L'activité de la RNA polymérase Ill est toujours estimée en 

présence d' o(-amanitine à 0,8,g/ml afin d'éliminer toute interférence avec 

la RNA polymérase Il). 
E . 

n présence de DNA cellulaire dénaturé par la chaleur, nous observons des 

pro fi Js d' t' . • ac •v•tés Identiques. 

\ 
2 - Transcription du DNA d'adénovirus 2 

Les activités des RNA polymérases 1, Il et Ill de KB, en 

présence d'un DNA plus homogène, tel que le DNA d'adénovirus comme 

motrice • · d 10 à 40 M 1 ' sc Situent dans des limites plus restreintes e m en su fate 
d'omm . on•um -Figure 11 page 59 -
Il est i té èd t ' • n ressent de remarquer que les 3 enzymes poss en approx•mattvement 

une act' • ) SO IVtté optimale à 20 mM en (NH 4 2 4 • 

Ces résultats sont en accord avec les travaux de MAN DEL et CHAMBON (152) 

concernant la transcription du DNA forme 1 de SV 40 par la RNA polymérase 

de th Ymus de veau 
l . 

0 présence d'' · • d le DNA d' dé ' 2 . tnterrupt 1ons monocaténa1res ans a nov1rus 
Contrib • f • ue à un déplacement de l'opt•mum de onct1onneme nt des RNA 

Polymérases 1, JI, et 111 vers les forces ioniques plus élevées, D'HALLUIN 053). 
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Action d 1 1, II et e a concentration en sulfate d'ammonium sur les RNA polymérases 
Fig,A _111 de cellules KB en présence de 50Jlg~ml de Dt:JA cellulaire natif 

ou de 5 ~g/m 1 de DNA d'adénovirus 2 rn tact -F 19. B-
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D- ---0 ·-· 
Polymérase 1 
Polymérase Il 
Po lymérose Il 1 
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C - INTERVENTION DE COFACTEURS METALLIQUES LORS DE LA 

TRANSCRIPTION DU DNA PAR LES RNA POL YMERASES DE KB 

- En présence de MgC 1
2 

-Avec un DNA de KB comme matrice, la RNA polymérase 1 
• 

montre un optimum d'activité pour des concentrations en MgCI
2 

de 2 à 8 mM 

alors que la RNA polymérase JI présente un optimum de 2 à 12 mM en MgCI
2

• 

Oua nt à la RNA po lymérase JI 1, e Il~ fo ne ti on ne d'une mani ère optimum à 

partir de 2 mM en MgCI2. 

- En présence de DNA d'adénovirus 2 comme matrtce, les 

activités des 3 RNA polymérases sont différentes pour les mêmes optima de 

concentration (voir figure 12 page 61 ). 

la RNA polymérase 111 est 2 fois plus active avec le DNA d'adénovirus 2 

qu'avec le DNA de KB comme matrice pour les mêmes concentrations en ++ 1 

Mg ; inversement les polymérases J et JI sont moins actives en présence de 

DNA d'adénovirus 2 comme matrice. 

\ 

2 -En présence de MnCI
2 

l'optimum de fonctionnement des RNA polymérases varie entre 
1 et 3 mM en Mn2+. Néanmoins, les activités optimales sont dépendantes du 

type de DNA et de l'enzyme. (voir figure 12 page 61 ) •. 

-Avec fa RNA polymérase 1, le DNA de KB est mieux transcrÙ 

que le .DN A d'adénovirus. 

- La polymérase JI est 3 fois plus acti~e que les 2 autres RNA 

Polymé · ++ · · J d t · rases, avec l'•on Mn quel que so1t e type emanee. 

-Quant à la polymérase Ill, elle est plus active avec le DNA 
d'adé novi rus qu'avec le DNA de KB. 
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D - LES RNA POL YMERASES DES CELLULES KB INFECTEES PAR L'ADENOVIRUS 2 

RESULTATS PRELJMINA IRES 

le génome viral possède-t-il son propre système de transcription ou est-il 

transcrit par le système RNA polymérasique de la cellule hôte avec lequel 

pourrait coopérer des facteurs protéiques d'origine virale ? 

Afin de vérifier ces hypothèses, nous avons extrait les RNA polymérases 

des cellules KB après 6 heures d'infection par l'adénovirus 2. Nous avons 

comparé les extraits enzymatiques des cellules avant et après infection par 

le virus en utilisant les mêmes procédés de caractérisation. La figure 13 

page 63 nous montre en parallèle les profils d'élution sur colonne de· DEAE

Séphadex, de ces RNA polymérases avant et après infection. Nous ne pouvons 

déceler aucune différence. le profil d'élution sur DEAE-Séphadex ne permet 

pas de. mettre en évidence une forme enzymatique nouvelle ou différente, ce 

qui écarte la première hypothèse émise à savoir la présence d'une RNA polymé·

rase vi ra le. 

Nous avons également comparé leur comportement aux différentes forces 

ioniques et aux différentes concentrations en cations bivalents. 

Nous n'avons mis en évidence aucune différence de fonctionnement. 

le • ' ++ d M ++ ·d • s optima d'activité en présence de Mg ou e n sont 1 entrques aux 

optima obtenus avec les RNA polymérases cellulaires· 

DNA KB comme matrice 
Mg++ Mn++ 

--
RNA polymérase 1 2-BmM 1-3 mM 

RNA polymérase Il 2-BmM 1-3 mM 

.__ 

Nos résultats sont en accord avec ceux de AUSTIN et al {154) qui 

montrent également .J'abscence d'~n système RNA polymérasique. viral .. propre 

D •autre part, les travaux de WE IN MANN et a 1 (155) ont montré le rôle de . 

la RNA polymérase 11 dans la synthèse des mRNA viraux précoces et tardifs·, 

.ainsi que le rôle de la RNA polymérase Ill dans la synthèse du 5, 5 S RNA 

tardif dont le rôle n'a pu être élucidé jusqu'à présent. 
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E- RECHERCHE D'ACTIVITES ENZYMATIQUES CONTAMINANTES INTERFERAN". 

AVEC LES ACTIVITES RNA POL YMERASIQUES 

Lors des études préliminaires sur le déclenchement de la synthèse par 

les RNA polymérases partie Ile ment purifiées, nous avons soupçonné la présence 

d'enzymes contaminantes et en particulier un~ phosphotransférase et une 

phosphokinase. 

En effet, le marquage sélectif de l'extrémité 5'-triphosphate des RNA 

est obtenu lorsque la synthèse est effectuée en présence des quatre ribonucléo

sides 5 1-triphosphates dont,l'un, judicieusement choisi, est marqué par le 

radiophosphore sur le grôupement phosphate en~ MAJTRA et al (156). 

Le marquage ne subsiste qu'en position 5' terminale puisque la liaison 

phosphodiester entre les nucléosides est effectuée par la fonction phosphate 

qui n'est pas marquée. 

Après incubation des extraits RNA polymérasiques avec du O -32
P ATP 

ou du 0 -32
p GT P, nous avons remarqué la forma ti on de quantités non 

négligeables du ~ -
32p GTP ou du O -32 p A TP à partir de GTP ou d'ATP. 

il était donc vraisemblable qu'une 0 -phosphotranférase, transférait le radio 
\ 32 32 . 

phosphore marqué en Q du ~ - P ATP sur du GTP ou du ~ - P GTP sur 

de l'A TP. 

Le repérage et la quantification de cette activité s'avéraient in~ispen..: 

~able pour déterminer fq nature du· nucléotide 5 ' terminal et pour effectuer 

les corrections né cessa ires. 

Après digestion par fa RNase pancréatique des RNA néosynthétisés, nous 

avons ~bservé une activité résiduelle, non négligeable, de Q- 32
P acido 

précipitable. Cette fixation de radiophosphore sur des macromolécules non 

ribonucléotiques nous permet de mettre en évidence une phosphokinase 

présente dans les extraits RNA polymérasiques. Cette phosphokinase trpnsfère · 

le radiophosphore e~ ( des D -32
P XTP présents dans le milieu de synthèse 

in vitro, sur des macromolécules autres que des RNA. 
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- Etude de la phosphotransférase 

a) Etude cinétique de cette réaction ----------------------------
Etant donné que la réaction de fonctionnement 

des RNA polymérases, in vitro, dure 60 minutes, il fallait vérifier si cet 

échange était constant dans le temps. 

Les RNA polymérases 1 et Il isolées sur DEAE-Séphadex ont été 
32 32 

incubées avec du D - PA TP ou du O - p GTP et nous avons ana lysé, 

aux temps 5, 20, 45, 60 minutes, les quantités de D -32
P GTP apparues à 

partir de D -32
P ATP et inversement. ~n soumettant une fraction de chaque 

mélange réactionnel à la chromatographie sur papier précédemment décrite 

(voir page 46 ) nous avons pu calculer la quantité de chaque nouveau 

nucléotide 5'-triphosphate apparu. 

La figure 14 page 66 nous montre que cette réaction d'échange est 

linéaire pour une durée de 60 minutes. Nous avons également remarqué que 

pratiquement seuls les nucléotides puriques étaient impliqués dans cette 

réaction de transfert, alors que les nucléotides pyrimidiques sont peu affectés 

par cette réaction d'échange. 
\ 

b) 0_i ~:. _e_n_ ~ ~ 2 ~~ '2 :,~ _d_e_lc; -'5- _-_p_h_o_sp~_?!:_a_n_s i~ :_a_s_: 

dans les extraits po 1 ~'!l.?!'<:~i.9~.:~.P..u!2~i~~ _s~ r -----------------
!? ~ ~-E_:s_ é_p_ h_a_ d_e_ x 

Dans un premi~r temps, nous nous sommes 

Préoccupés de savoir si cette activité D -phosphotransférasique était liée 

~ l'activité RNA polymérasique. 

Nous avons évalué, pour chaque fraction d'élution de DEAE -Séphadex, 

la quantité de O -32
p ATP apparue à partir de O -32

P GTP. Chaque 

fraction a été sourn ise à une ana lyse chromatographique des n~cléosides _. 

~ -
32

p triphosphates néoformés après incubation en présence de 0-32 p GTP 

dans les conditions optimales de fonctionnement des RNA polymérases. 

La figure 15 page 67 montre que cette activité Ô -phosphotransféra

sique est présente dans toutes les fractions, mais dans des proportions différentes. 

Cette activité n'est donc pas associée à une activité RNA polymérasique 

donnée. 
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Figure n° 14 

Cinétique de l'activité O phosphotransférasique contenue dans les extraits de 

RNA polymérase 1 e-e et dans les extraits de polymérases Il de cellules 

Ks 
·--· 0 

L'activité est évaluée ~n fonction du~ - 32
PATP formé après 60 min., à 

Partir de~ - 32
p GTP ajouté initialement au milieu réactionnel. (On obtient 

lJn profil semblable avec le GTP formé à partir du J -32
P ATP) 

Les va leurs sont exprimées en pour 100 de la radioactivité totale. 
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32 
L •activité est mesurée à partir duO- P GTP, dans les conditions d 1incuba-. 

ti on des RNA po lymérases. 
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Toutefois, nous avons remarqué que les e·xtraits polymérasiques de Type 

s'avéraient plus contaminés par cette activité que ceux 'de Type Il. 

c) ~l~~:l~~i~~-~~~~:!~'-:.i.!~~P~Il'!'~~~s.Js~=~-e.! 
_ B-:P _h_o_sp ~.9! r.:,a_n_sf ~ r.:,a_s i 9 ': ~ _: ~! _g!~ ~ i ~ '2 ~ ~=- !2 !_y_c_ é!_? I 

Après purification des extraits RNA polymérasiques 

bruts par sédimentation en gradient linéaire de glycérol, nous avons repéré. 

l'activité RNA polymérasique par précipitation à I'ATCA 10% des RNA 
3 

néoformés marqués à I'UTP- H. 
32 

Nous avons également évalué le taux de transfert du 0 - PA TP ou 

du O -32
GTP sur du GTP ;u de I'ATP non marqué présent dans le milieu de 

synthèse, par chromatographie sur papier. Le graphique de la figure 16 A 

page 69 nous donne les proportions de cet échange et nous montre que les 

activités RNA polymérasiques et Q -phosphotransférasiques sont nettement 

dissociées. 

\ 

d) ~~s;~ ~ ~a_tl ~~ _s!: !_g_l:tE §!:~ L~_:;_d_e_u_~ 9 E! ~ -.:i!~~!: 

ec:. ~ i '.:. ~=: !~ ~- P.9 Il'!'~!~ ~e_s-L:.! _1! y_u! l ~i~=: .:~ ~ 
~ ~~-E_-_S_éy_h_a_d_e_ ~ 

Les RNA polymérases 1 et Il, après purification 

sur DEAE-Séphadex, ont été soumises à une centrifugation en gradient 

linéaire de glycérol afin de séparer l'activité p -phosphotransférasique de 

l'activité RNA polymérasique, et d'apprécier s1 les différentes étapes de 

purification diminuaient cètte activité. 

La figure 16B page 69 nous montre qu 'i 1 existe encore une activité 

[ - phosphotransférasique résiduelle, dissociée de l'activité RNA polyméra

sique. 

Les différentes étapes de purification éliminent les activités contami

nantes, mais augmentent également les risques de perte de facteurs protéiques 

intervenant lors de la régulation de la ·transcription in vivo. 
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Figure n° 16 

Mise en évidence sur gradient de glycérol de l'activité O 
A -Les extraits bruts RNA polymérasiques 

phosphotransférasique présente dans : 

Activité RNA polymérasique 
Activité '( ·phosphotransférasi que exprimée par 
le rapport 

= ATP formé ; (,.__,._) xt. = ?TP formé 

B - Dans les extraits de Polymérases 1 et Il purifiés 

3 
sur DEAE Séphadex A 25 

( H-UMP incorporé) •--• 
Activité 0 phosphotransférasique liée à la 
Polymérase 1 ( ,.__-- .._ ) ou à la Polymérase Il 
( 0 0 ) 

1 

o.. 
-o 
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2 -Mise en évidence d'une phosphokinase dans les extraits 

~mérasi~s 

Lors de la précipitation de I'ATCA des RNA néosynthétisés 

par les RNA polymérases préalablement sédimentées sur gradient de glycérol, 

nous avons remarqué plusieurs pics radioactifs acido-précipitables. 

La figure 17 page 71 nous donne la répartition de la radioactivité 

TCA précipitable. Nous observons 3 pics: 

- Un premier pic vers le fond du g radient 

correspond v ra isemb lob l~ment à des agrégats de RNA po lymérases qui sont 

donc plus lourds. 

- Un second pic coïncide avec l'activité RNA 

polymérasique déterminée par incorporation d'UTP-
3

H. Ce pic cor~espond 
32 32 

à l'incorporation de ~ - P ATP ou de 0 - P GTP en position 5' terminale 

des RNA néoformés. 

-Un troisième pic vers la surface du gradient ne 

correspond à aucune incorporation d'UTP-
3

H, il est cependant acide-. 

précipitable, De plus, l'incorporation d'ATP-
3

H ou de GTP-
3

H est nulle, 

il ne peut donc s'agir d'une activité poly-A ou poly-G à cette position du 

gradient. 

JI est donc permis de penser à une contamination des extraits RNA 

polymérasiques par une protéine kinase, qui transfert le phosphore 
32 

sur 

des macromolécules autres que les RNA. 

Cette incorporation de radiophosphore dans d'autres molécules que les 

RNA, peut expliquer la présence de pics radioactifs autres que celui corres

pondant à 1 'activité RNA polymérasique. 

En effet, la digestion par la RNase pancréatique,aprés synthèsé des 
\. 

RNA in vJtro, met en évidence une incorporat.ion de radiophosphore dans 

des macromolécules résistantes à la RNase. 

Cette incorporation de 
32

P, à l'aide d'une phosphokinase, est une nou-

Il d l 1 l' dé • 1 • d 32p 'd é . ve e source erreur orsque on term1ne a quant1té e ac1 o-pr c1-
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Mise en évidence sur gradient de· glycérol de l'activité phosphokinasique présente 
dQns les extraits bruts RNA polymérasiques 

"'h--- -* Activité RNA polymérasique correspondant ~ la radioactivité 
3 H-UMP TCA précipitable. 
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D!~p ATP TCA précipitable r 

ou 
0
--- -o O- 32

P GTP TCA précipitable 
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pitable , incorporée dans les RNA néQsynthétisés. 

Cette observation a conduit VERBERT (157) à.purifier ses RNA par extrac

tion phénolique, chromatographie sur gel de Sephadex et à contrôler la 

sensibilité à la RNase A, du matériel acido-précipitable afin de déterminer 

avec plus de certitude la nature du nucléotide 5' terminal. 

Toutefois, nous constatons que les deux activités RNA polymérasiques 

et phosphokinasique sont très bien séparées par centrifugation en gradient 

de glycérol. Cette activité phosphokinasique se révèle aussi bien avec le 

6 -32
P ATP qu'avec le l-32

P GTP. Il faut noter cependant que l'activité 

O -32
P GTP est légèrement décalée vers le fond du gradient. Ceci s'expli

que par la présence très voisine de la ~ -phosphotransférase qui vient inter

férer avec 1 'activité phosphokinasique. 
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DISCUSSION -CONCLUSIONS 

L'étude des RNA polymérases DNA dépendantes des ce liu les K B, 

nous a permis de mettre en évidence les points suivants: 

1 - Caractérisation de 3 activités RNA polymérasiques par 

ch-romatographie sur colonnes échangeuses d'ions. 

La caractérisation des RNA polymérases par chromatographie 

sur colonnes échangeuses d'ions, nous a permis de montrer que le choix du 

support jouait un rôle très important. En effet, outre la RNA polymérase 1 

et Il, la RNA polymérase Ill a pu, rapidement, être isolée sur colonne de 

DEAE-Sephadex alors que la présence de cette enzyme sur DEAE-Cellulose 

fut longtemps ignorée. 

SEIFART et al {158) avaient noté la présence d'une RNA pqJy~érase 
. ' 

de type C, sur DEAE-Cellulose , masquée par une RNA polyinérèise de type A. 

les travaux de BUTTERWORTH et al (159) et de SERGEANT et KRSMANOVIC 

060) ont. fait apparaître une différence de comportement de l'enzyme de typelll 

en fonction de l'échangeur d'ions. Ces auteurs en o.nt établi sa constante de 

Sédiment~tion: de l'ordre de 17 S, par conséquent plus élevée que celle de 

la RNA polymérase Il {15,5 S). 

A des doses d'o<- amanitine de l'ordre de 4oquj/ml, la RNA polymé

·rase Ill est inhibée à 100 pour 100, alors que la RNA polymérase 1 est 

résistante. Connaissant les propriétés de ces différentes enzymes, il est aisé 

de dissocier les 3 activités quelque soit le type d'échangeur d'ions. 

2 -L'efficacité de la transcription par les RNA polymérases ést 

liée à l'intégrité structurale de la matrice de DNA. 

La RNApolymérase 1 transèrit préférentie Ile ment le DNA 

natif alors que la RNA polymérase Il est plus active en présence de DNA 
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présentant des régions monocaténaires par suite d 1 une dénaturation thermique 

ou d 1une déstabilisation à basse-force ionique (DNA dans l'eau distillée). 

La RNA polymérase Il peut alors initier un plus grand nombre de chaînes de 

RNA. Il faut remarquer également la stimulation par l 1ion Mn++, quelle· que 

soit la matrice, de la transcription par la RNA polymérase Il : le manganèse 

déstabilise la matrice de DNA et facilite le déclenchement sur ces régions .. 
monocaténaires , de la transcription par la RNA polymérase Il • 

La RNA polymérase 1 quant à elle, préfère initier la synthèse de RNA 

sur des matrices double brin, présentant peu de cassures ou de régions déna

turées. Ces résultats sont en accord avec ceux obtenus par MANDEL et 

CHAMBON ( 161), à partir des RNA polymérases de thymus de veau ou de foie 

de rat en présence de différents types de matrices. 

3- Lors de l'infection des cellules KB par l 1adénovirus 2 

le virus n 1introduit pas de RNA polymérases virales. 

L1etude comparée des RNA polymérases des cellules 

'KB, avant et après infection par l 1adénovirus 2, ne nous a pas permis de 

mettre en évidence une RNA polymérase virale. En effet, les profils d 1élution 
\ 0 

de ces enzymes sont identiques; l 1 information contenue dans le génome vira 1 

est donc transcrite par une ou plusieurs RNA polymérases de la cellule hôte • 

. On peut se demander si ces polymérases agissent seules ou si elles 

coopèrent avec un facteur protéique synthétisé lors de lq phase précoce de 

l 1 infection vi ra le. 

Ces résultats vont dans le même sens que les travaux de WE IN MANN 

et al (162), qui ont établi le rôle des RNA polymérases cellulaires dans la 

transcription du génome viral; la RNA polymérase Il synthétise les RNA, 

viraux de type messager, précoces et tardifs alors que la RNA polymérase Ill 

Joue un rôle dans la synthèse du 5,5 S RNA viral. 

Les études préliminaires du comportement des enzymes des cellules KB 

avant et après infection par 1•adénovirus 2, ne nous ont pas permis de mettre 

en évidence des différences d 1activité en fonction de la concentration en 
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ions bivalents Mn++, Mg++, ni aucune affinité préférentielle pour un type 

de DNA • 

Ces résultats ne nous permettent pas J'infirmer l'hypothèse de facteurs 

protéiques d'origine virale coopérant avec les RNA polymérases cellulaires; 
. . 

les différentes étapes de purification ont peut-être éliminé certaines protéines 

capables de jouer un rôle lors de la transcription du génome viral. 

En effet, les expériences de D'HALLUIN et al (163) qui n'entrent pas 

dans le cadre de ce mémoire, suggèrent l'existence d'une protéine virale, 

précoce, con~ribuant à la spécificité de la transcription du DNA d'adéno

virus 2, par les RNA polymérases des cellules infectées par ce virus. 

4 :.. Présence dans les extraits RNA polymérasiques de 

deux activités phosphokinasiques à savoir une 

phosphotransférase et une phosphokinase. 

L'étude du nucléotide 5' terminal nécessitait de 

connaître avec certitude, la quantité réelle de ~ ~2 P XTP incorporée en 

bout de chaîne des RNA néoformés. Il fallait éliminer toute incorporation 

de radiophosphore non spécifique. C'est la raison pour laquelle, nous avons. 

' voulu connaître les activités contaminantes risquant d'interférer avec l' acti-

vité RNA polymérasique. 
32 32 

En effet, la présence de O _ P GTP et de G- P ATP dans les RNA 

néosynthétisés à partir de Î ~2 p ATP uniquement, nous a fait soupçonner 
32 32 . 

l'existence d'une D phosphotransférase échangeant le Pen O du 1- P ATP 

sur du G T P e t vice ve rsa • 

De plus , l'analyse du matériel acido-précipitable nous permet de 

détecter une incorporation de radiophosphore sur d'autres molécules que des 

RNA • Outre l'activité o· phosphotransférasique, i 1 existe une phosphokinase 

fixant du radiophosphore sur des macromolécules non ribonucléiques.; 

La connaissance de ces 2 types d'activité, coexistant dans les préparations 

enzymatiques de RNA polymérases, nous permet d'opérer les corrections 
. 32 32 

nécessaires et d'évaluer les quant1tés réelles de l- P GTP ou de ~- P ATP 

incorporées en position 5' terminale des RNA synthétisés in vitro p~r les 
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RNA polymérases partiellement purifiées. 

L'étude du déclenchement de la synthèse par J:s extraits enzymatiques 

peu purifiés, contraint~ être prudent à l'égard des 'contaminations possibles, 

m~is il permet une meilleure comparaison avec les résultats acquis in vivo. 

Ils ont conduit~ montrer une relation possible entre le type RNA polymérasi

que et la nature du nucléotide initial à savoir une prédominance GTP 5' ter

minal dans les RNA synthétisés par la RNA polymérase 1 tandis que la RNA 

polymérase Il débute la synthèse des RNA par l'incorporation d' ATP en 

position 5' termi~ale. VERBERT :..!..El (164). 

le fait d'avoir choisi des préparations RNA polymérasiques partiellement 

purifiées, s'avère être judicieux~ nous possédons les éléments permettant de 

corriger les fixations de radiophosphore non spécifiques et nous limitons 

les risques de perte. d'éléments iote rvenant dans les mécanismes de déc lanche

ment de la transe ri pti on du génome ce JIu lai re. 

\ 
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