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After synthesis of short, nascent oligonucleotide in the presence of (32P)DNA, GTP, CTP, UTP and 3’dATP, one 
can excise with deoxyribonuclease a ternary complex of RNA polymerase, protected DNA and oligonucleotide, while 
the enzyme simply bound to the template is removed by increasing the ionic strength. This ternary complex is re- 
tained on nitrocellulose membranes. On polyacrylamide gel electrophoresis it migrates faster than RNA polymerase 
alone. The protected portion of the DNA is constituted of about 75 nucleotides. It might represent the sites for RNA 
initiation. 

1. Introduction 

Novak [l] a indiquC que la RNA polymkrase 
protege une partie du DNA de l’action de la dksoxyribo 
nuclkase pancrkatique. Cependant, l’intkrbt de l’isole- 
ment de cette partie du DNA est limit&e par la fixation 
non spkifique de l’enzyme sur la matrice [2] . I1 a BtB 
montrk que l’enzyme qui n’est pas engagk dans la syn- 
these du RNA est d&ache du DNA par des concentra- 
tions Blevkes en se1 [3-51. Or la formation d’un court 
oligoribonuclkotide par substitution totale de 3’dATP 
& l’ATP suffit pour stabiliser l’association RNA polym- 
Brase - DNA [6]. La synthkse d’un oligonuclkotide 
naissant n’impliquant qu’un dkplacement trks petit de 
l’enzyme, le DNA protkg6, en presence de sel, contre 
l’action de la ddsoxyribonucltase devrait correspondre 

en grande partie aux sites d’initiation. 

Dans le present travail, on montre que, aprbs avoir 
mis en pkence du DNA, de la RNA polymkrase, GTP, 
UTP, CTP et 3’dATP, puis augment6 la concentration 
en se1 g 0,67 M, on peut exciser avec la dksoxyribonu- 
clkase et isoler un complexe constituk de RNA 
polymkrase, d’un fragment de DNA et d’oligoribo- 
nuclCotide naissant. La RNA polymkrase simplement 

fix&e ?I la matrice est dCtachke par l’augmentation de 
la force ionique. On a ainsi en principe le moyen 
d’isoler la r&&on du DNA qui comporte les sites d’ini- 
tiation des oligonucleotides initids par GTP. Ce com- 
plexe ternaire est retenu sur une membrane de nitro- 
cellulose. 11 migre g l’Clectrophor&se sur gel de polyacry- 
lamide plus rapidement que la RNA polymkrase seule. 
La portion de DNA qui lui est associke est constituke 
d’environ 75 nuclkotides. 
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2. MatMel et mkthodes 

La RNA polymtkase a Bt6 isolee de E. coli par la 
mkthode de Chamberlin et Berg [7]. Le (s2P)DNA et 

le (32P)tRNA ont BtC pr6par6s g partir de E. coZi 
cultivk sur milieu Tris-casamino acids-glucose [8] con- 
tenant du phosphate radioactif. Le (32P)DNA a Bte 

extrait selon Saito et Miura [9] et le (32P)tRNA par 
traitement au phenol et chromatographie sur colonne 
de s&urn albumine m&hylCe [lo]. Le (r32P)GTP a 

BtC prCparC par photophosphorylation du GDP [ 1 I] . 
La dCsoxyribonuclQase pancreatique est un produit de 
Mann Research Laboratories. 1’ (UP),U et le (AP)~A 
sont des dons du Dr. Grunberg-Manago. La mkthode 
de filtration directe sur fdtre Millipore et les condi- 
tions de mesure de l’initiation des chakes de RNA ont 

tt6 d&rites [ 121. L’tlectrophorhse de la RNA polym- 
Brase et du complexe ternaire excise est effectuke 
dans un gel comportant 5% de polyacrylamide g pH 
8,3 pendant 1 h. 

3. RCsultats et discussion 

3.1. Action de la d&oxyribonuc@ase pancrkatique SW 
1 ‘association RNA polymkrase - DNA-oligonu- 
clt!otide 

La r&ention des oligonuclkotides marques par le 
(?32P)GTP, sur les filtres Millipore [6] constitue le 
test de l’intCgrit8 du complexe ternaire. La courbe 1 
(fig. 1) montre que la rktention de ces oligonuclko- 
tides n’est pas modifiee B la suite de la dkgradation du 
DNA par la d6soxyribonucl6ase. Lorsqu’on traite YaS- 

sociation RNA polymkrase - DNA par la dksoxyribo- 
nuclbase avant de donner g l’enzyme la possibilitd de 
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Fig. 1. Rhention des oligonuclkotides naissants sur filtres Milli- 
pore en prksence de dksoxyribonuclkase. A - Apres synthise 

prialable d’oligonucl&otides naissants en presence de DNA de 

thymus, de sels, de CTP, UTP et (.,32P)GTP (600 ipm/pmole) 

20 PM, et de 3’dATP 2 MM, pendant 45 min h 24’C, la DNase 

est ajoutke et I’incubation prolong&e de 10 min. Les tkhantil- 

lons (0,s ml) sont filtrks directement sur hIillipore type HA. En 

I’absence de DNase, on retient 3 pmoles de (732P)GTP sur le 

filtre. B - Fixation de RNA polymkase sur le DNA (2 min i 

OOC), suivie de l’addition de DNase (10 min). L’incubation est 

poursuivie 45 min en presence des nucl8otides. Sans DNase, 
2,6 pmoles de (r32P)GTP sont retenus sur le filtre. C - Hydro- 

lyse prtklable du DNA par la DNase (IO min B 24OC), puis ad- 

dition de RNA polymkase et des nuclkotides. Sans DNase, on 

retient 3,5 pmoles de (y32P)GTP. 

synthitiser des oligonuclkotides, on perd progressive- 
ment des sites d’initiation (courbe 2). La courbe 3 est 
un contrGle de I’efficacitC de la dkgradation du DNA 
par la dCsoxyribonuclCase. 

3.2. Protection du DNA par la RNA polym&ase 

(courbe 4). Aprks stabilisation par synth&se d’oligonu- 
clhotide, de l’association RNA polymkrase-DNA, I’ac- 
croissement de la force ionique permet de retrouver 
sur le filtre une proportion accrue de (32P)DNA 

ayant BchappC 2 l’action de la dCsoxyribonuclCase 
(courbe 3). 

On mesure la quantitk de (32P)DNA retenue en prC- Dans les experiences de la courbe 1 (figure 2), on 
sence de RNA polymkrase par filtration directe sur constate que 1 ,ug de la RNA polymkase protege 25 
filtre Millipore [ 121 aprks traitement par la dkoxyribo- ng de DNA contre la dCsoxyribonuclCase. L’activitC 
nuclkase. La courbe 2 de la figure 2 montre que le spkifique de notre prkparation de RNA polymkase 
degrC de protection du DNA est fonction de la quantitk Btant de 1 pmole de RNA initit par pg d’enzyme avec 
de RNA polymkase introduite. Cette protection est le DNA du phage T7 , on calcule que chaque molkule 
accrue lorsque la RNA polymkase a synthCtisC un de RNA polymkrase protkge en moyenne 75 nucl&o- 
oligonuclkotide (courbe 1). Le NH,+ClO,67 M ajoutC tides. Cette estimation est trop forte si en mesurant la 
aprks I’action de la dCsoxyribonuclCase rend filtrable formation de cha?nes de RNA, on ne dtkombre pas 
la majorit du (32P)DNA retenu en l’absence de se1 toutes les molCcules de RNA polymkrase capables de 
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Fig. 2. Rttention d’un complexe RNA polymirase - (j2pl 
DNA sur jiltre Millipore en prksence de dhsoxyribonu&ase. 
1) Synthke d’oligonucl8otides: 4 pg de (32P)DNA (106.000 

ipm), CTP, UTP, GTP (100 PM), 3’dATP (2 MM) sont in- 

cub& 30 min B 37OC avec des quantitk variables de RNA 

polym&ase, puis la DNase (30 pg/ml) est ajout6e et l’incuba- 

tion poursuivie 15 min. Les khantillons sont filtrks directe- 

ment sur Millipores. 2) Fixation de RNA polymtkase sur le 
DNA en absence de nuclbotides (30 min & 37OC), puis addition 

de DNase. 3) Comme 1); 5 min aprks l’addition de DNase, on 

ajoute du NH4Cl (concentration finale 0,67 M) et on incube 

10 min g 37OC. 4) Comme 2) avec addition de NH&l. 
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Fig. 3. Electrophorke du complexe RNA polymirase - DNA 
excisC par la d&oxyribonu&ase. 1) RNA polymirase seule 
(6 rg); 2) RNA polymkase + DNA de thymus (15 Hg) (5 min 
B 34OC) puis 5 I.cg de DNase (5 min i 34OC); 3) RNA polym- 
irase + DNA + nucl~otides (3’dATP g la place de I’ATP) et sels 
(5 min g 34OC) puis DNase (5 min i 34OC); 4) DNA + DNase 

(5 min a 34’C) puis RNA polymirase; 5) Experience no. 3 

sans DNA. 

se fixer au DNA. On ignore d’autre part si ces nucleo- 
tides participent a un simple ou Q un double brin de 
DNA. Quoi qu’il en soit, la protection dun tel segment 
de DNA par la RNA polymerase est compatible avec 
le diametre de I’enzyme lie, estime a 120 A par Slayter 
et Hall [13]. 

3.3. Isolement par klectropho&e du complexe temaire 
excisb par la dtsoxyn’bonuclkase 

L’electrophorese de la RNA polymerase sur gel a 
5% de polyacrylamide met en evidence une bande prin- 
cipale de proteines (figure 3, cliche 1). En decoupant le 
gel, on trouve dans cette fraction 25% de l’activite en- 

zymatique deposee sur l’electrophorese. La bande prin- 
cipale observee correspond done a la RNA polymerase. 
Le melange DNA - RNA polymerase ne quitte pas le 
gel superieur, et on n’observe plus de RNA polymerase 
ni de DNA libres. Lorsque le melange DNA - RNA 
polymerase est trait6 par la desoxyribonuclease, on voit 
apparatire dans le gel a 5% de polyacrylamide une 
bande proteique de faible intensite au niveau de la 

RNA polymerase temoin, et surtout une bande protei- 

que de migration plus rapide que la precedente (figure 
3, cliche 2). Si l’on permet a la RNA polymerase asso- 
ciee au DNA de synthetiser des oligonucleotides avant 
le traitement par la desoxyribonuclease, on observe 
aussi la formation dune bande proteique de migration 
rapide (figure 3, cliche 3). En utilisant du (32P)DNA 
et en decoupant le gel aprbs l’electrophorese, on con- 
state que la bande proteique de migration rapide est 
marquee par 32P. On concluera que cette bande cor- 
respond au complexe entre la RNA polymerase et le 
segment de DNA qu’elle protege contre I’action de la 
desoxyribonuclease. Les cliches 4 et 5 constituent des 
controles. 

Bremer, Yegian and Konrad [ 141 ont montre que 
la RNA polymerase est inactivee par le RNA de trans- 
fert, probablement a la suite de la formation dun 
complexe irreversible. L’electrophorese sur gel con&me 
cette suggestion. On trouve en effet, en melangeant 
la RNA polymerase et du (32P) tRNA, une bande de 
migration rapide, au niveau de laquelle se retrouve ex- 
clusivement la radioactivite. Le (32P)tRNA seul, dans 
les mdmes conditions, sort du gel en migrant vers 
l’anode. Le complexe RNA polymerase - tRNA migre 
comme, ou a peine plus vite que le complexe entre la 

RNA polymerase et le segment de DNA protege 
contre la desoxyribonuclease. L’analogie entre les mi- 
grations Clectrophoretiques de ces deux types de com- 
plexes, comme entre les nombres de nucleotides qu’ils 
contiennent, suggere que l’accroissement de la migra- 
tion Clectrophoretique de la RNA polymerase provient 
des charges apportees par les acides nucleiques. 11 est 

interessant de constater que ni le (Ap)sA ni le (up)gu 
ne sont capables de modifier de facon decelable la 
vitesse de migration de la RNA polymerase bien que 
(up)au serve faiblement de matrice pour la synthbse 

de polyA [15]. 
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