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Abréviations et Acronymes

A

ADN : Acide désoxyribonucléique
AF-1 : Activation Function 1
AF-2 : Activation Function 2
ApoE : apolipoprotéine E

AR : Acide rétinoique

ARN : Acide ribonucléique

AR tout-trans: Isomere tout-trans de

I'acide rétinoique

AR 9-cis: Isomére 9-cis de I'acide
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AR 13-cis: Isomére 13-cis de l'acide

rétinoique

ARAT : acyl-CoA-rétinol acyltransférase
B

BRE : TFIIB Recognition Element

C

CAGE : Cap Analysis of Gene Expression
CBP : CREB Binding Protein

CRABP :
protein

cellular retinoic acid binding

CRALBP : cellular retinaldehyde binding
protéin

CRBP : Cellular retinol-binding protein
CTD : domaine C-terminal

D

DBD : DNA Binding Domain

DCE : Downstream Core Element
DNMT : DNA methyltransferase

DPE : Downstream Promoter Element
DR : Direct Repeat

E

EGF: Epidermal Growth Factor

G

GCNBb5:General Control Nonderepressible5
GFP: Green Fluorescent Protein

GNATSs : Genb-related acetyltransferases)
GTF : General Transcription Factors

H

HAT : Histone Acetyltransferase

HD : Huntington Disease

HDAC: Histone Desacetylase
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HFD : Histone Fold Domain

Hi : Huntingtine

HMT : Histone Methyl Transférase
14-HRR : 14-hydroxy-4,14-rétro-rétinol
HRE: Hormone Response Element

HSP : heat shock protein

I

INR : Initiator Element

IR : Inverted Repeat

L

LBD : Ligand Binding Domain

LCR : Locus Control Region

LPL : Lipoprotéine lipase

LRAT : lécithine rétinal-acyl transférase
M

MEFs : Mouse Embryonic Fibroblasts
MMP-2 : Matrix Metalloproteinase 2
MTE : Motif Ten Element

MPT : Modifications post-traductionnelles
N

NCoR : Nuclear hormone receptor co-

repressor

Abréviations

NRIP1: Nuclear receptor interacting

protein 1

P

PA : pré-albumine

PIC : Pre-initiation Complex
PKA : Proteine kinase A
PKC : Protéine kinase C

PRAME : preferentially expressed antigen

in melanoma

PRCL1 : Polycomb repressive complex 1
PML : ProMyelocytic Leukemia

Pu : Purine

Py : Pyrimidine

R

Ral : Rétinaldéhyde

RALDH : Retinaldehyde déhydrogenase
RAR : Retinoic Acid Receptor

RARE : Retinoic Acid Response Element
RBP : Retinol Binding Protein

RBP2 : RNA polymerase Il gene

RDH : rétinol déhydrogénase

RE : esters de glycérol
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RIP140 : Receptor interacting protein of
140 kDa

RN : Récepteurs nucléaires

RNAP 11 : RNA Polymerase Il

Rol : Rétinol

RXR : Retinoid X Receptor

S

SAGA : Spt-Ada-GCN5 Acetyltransferase
SALSA : SAGA altered Spt8 absent
SLIK : SAGA-like complex

SMRT : silencing mediator for retinoic

acid

Sp/XKLF :

like factor

specificity protein/Kruppel-

Sp1l : Specify protein 1
STAGA : SPT3-TAF9-GCN5L Acetylase

SWI/SNF: faulty mating types witching

sucrose non fermenting

T

TAFs : TBP Associated Factors

TAF4 : TBP Associated Factor 4
TAFH: TAF Homology domain

TBP : TATA Box Binding Protein

Abréviations

TFIHA : Transcription Factor 1A
TFIIB : Transcription Factor 1B
TFIID : Transcription Factor 11D
TFIIE : Transcription Factor IIE
TFIIF : Transcription Factor IIF

TFIHH : Transcription Factor 1IF
TFTC : TBP-freeTAFys
containing complex

TLF : TBP-like Factor

TLP : TBP-like protein

TR : Thyroid hormone receptor
TRF2 : TBP-related factor 2

TS : Thermosensible

TSS : Transcription Start Site
TTR : transthyrétine

U

UAS : Upstream Activating Sequence
\Y

VAD : Vitamin A-deficiency
VDR : Vitamin D receptor

VP16 : herpes simplex virus protein 16
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Compact Disque

Contenu du CD

Un disque compact a été joint & ce manuscrit. Il se trouve en 3°™ page de couverture.

Dans ce CD se trouvent des données supplémentaires concernant le travail de these ayant

mené au manuscrit n°2.

1) Un tableau Excel regroupe toutes les données issues de I’analyse des puces Affymetrix.
Lors de ces expériences, 3 types d’ADNCc ont été hybridés (en triplicatas soit 9 échantillons).
lls proviennent de fibroblastes embryonnaires murins taf4” traités pendant Oh, 12h et 72h

avec de I’acide rétinoique tout-trans & la concentration de10°M finale.

Ainsi, les onglets situés en bas a gauche du tableau Excel permettent de retrouver les
différences d’expression des génes de la puce pour les comparaisons suivantes: RAOh-
RA12h ; RAOh-RA72h ; RA12h-RA72h ; All Data

2) Les expériences de blessure-cicatrisation (Wound-Healing) suivies en temps réel sur 30

heures ont permis la réalisation de films en accéléré de 20sec chacun.

4 types cellulaires ont été suivis : les cellules TAF4'™(C1) et les cellules TAF4" (C3)

traitées ou non pendant 3 jours avec RA (10°°M).

Les films 1 & 3 correspondent a la migration des CI3, les films 4 & 6 a celle des CI3+RA, les
films 7 2 9 a celle des Cl1 et les films 10 a 12 & celle des CI3+RA.

3) Les expériences de suivi individuel de la migration des noyaux cellulaires (Tracking)
ont également été réalisées. Sur ce CD, deux films (n°13 et 14) montrent les chemins
parcourus par ces noyaux, donnant une idée de la maniére dont leur vitesse moyenne de

migration a été calculée.
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Mots aux lecteurs

Quelques mots tout d’abord pour présenter la mani¢re dont a été organisée ce

manuscrit de thése afin de vous en faciliter la lecture...

Le laboratoire du Dr Davidson au sein duquel j’ai travaillé pendant ma theése
s’intéresse a la transcription des genes de classe II et plus particulierement a 1’étape
d’initiation, dans la mesure ou cette étape joue un rdéle majeur dans la régulation de

I’expression des genes.

L'initiation de la transcription nécessite la formation d'un complexe de pré-initiation
autour du site de démarrage de la transcription. Parmi les facteurs présents dans ce complexe,
se trouve le facteur TFIID, un facteur multiprotéique composé de TBP (TATA binding
protein) et de 14 TAFs (TBP-associated factors). Nos études se concentrent sur I'organisation

et la structure de TFIID et le role des TAFs in vivo et in vitro.

Au sein du laboratoire, nous avons travaillé sur TAF4, une protéine de 135kDa qui
présente un intérét particulier du fait de son role présumé dans la signalisation par I’AMPc¢
(Asahara et al, 2001), les récepteurs nucléaires (notamment RAR) (Mengus et al, 1997), et les

stress kinases.

Afin de mieux comprendre la fonction de TAF4, le géne correspondant a été inactivé
dans des modeles cellulaires in vitro et dans des processus physiologiques in vivo chez la
souris. La perte de TAF4 dans les fibroblastes embryonnaires murins (MEFS) induit une
activation de la voie de signalisation TGF-beta (Mengus et al., 2005). Elle n’entraine pas
d’arrét du cycle cellulaire, ni méme I’apoptose des cellules, contrairement a ce qui est observeé
lors de I’inactivation d’autres TAFs dans différentes lignées cellulaires. Au contraire, les
cellules Taf4” deviennent capables de croissance autocrine, grace a cette activation

constitutive de la voie TGF-beta.

Lors de mon projet de theése, I’étude du facteur de transcription TAF4 a d’abord été
envisagée, au préalable, d’un point de vue transcriptionnel. Il s’agissait de déterminer les roles
respectifs de TAF4 et de TAF4b au sein de ces MEFs en élaborant des versions étiquetées de
ces protéines afin de détecter leurs partenaires respectifs et leurs genes cibles par des

techniques d’immunoprécipitation, de spectrométrie de masse et de ChlP.
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Tres vite, I’étude de TAF4 a révélé la présence d’un nouveau complexe différent de
TFIID sur lequel je me suis concentrée. Mon projet de thése s’est enrichi par la suite d’une
composante en cancérologie, dés lors que I’étude approfondie des MEFs Taf4” a révélé
I’importance de la protéine TAF4 en tant qu’anti-oncogene. Aussi, mon projet de these
comporte deux parties distinctes n’ayant en commun que l’importance du facteur de

transcription TAF4.

Dans la seconde partie de mon travail, j’ai découvert que le traitement a I’acide
rétinoique (AR) de ces MEFs Taf4™ conduit & une réversion de la tumorigenése. En d’autres
mots, 1’acide rétinoique supprime la formation de tumeurs induites par 1’injection des MEFs
Taf4” dans des souris immuno-déficientes mais via un mécanisme original encore non
élucidé.

Afin de pouvoir présenter ’ensemble de mes résultats dans leur contexte, j’ai opté

pour I’élaboration d’une introduction en 3 parties.

Le premier chapitre est un rappel des connaissances fondamentales en transcription qui
nous permettront, a la fin du manuscrit, de discuter des implications de la présence de ce

nouveau complexe au sein de la transcription.

Le second chapitre fait un état des lieux non exhaustif des connaissances actuelles
concernant le facteur TFIID et sa sous-unité TAF4, en vue de mieux comprendre la double
dimension de TAF4, cette protéine située a la croisée des voies de la transcription et de la

cancérologie.

Le troisieme chapitre aborde la voie de signalisation des rétinoides et leur implication
au sein du domaine de la cancérologie. Il a été concu pour donner des pistes de réflexions

éventuelles quant au mécanisme d’action de I’AR dans la réversion tumorigénique.

Je vous souhaite une bonne lecture de ce manuscrit.

Emilie CLER
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Avant-Propos

La transcription chez les eucaryotes supérieurs

L’ADN est le support de I’information génétique. Il constitue le génome des étres
vivants. La cellule en est I’unité de base. Au cours de 1’évolution sont apparus deux grands
types d’organismes cellulaires décrits par Schwann et Schleiden en 1838. D’un c6té, les
cellules procaryotes, des étres unicellulaires, dépourvus de noyau et bordés d’une membrane
plasmique. De I’autre, les cellules eucaryotes, au sein desquelles I’ADN est compartimenté

dans un noyau, délimité par une membrane nucléaire.

La transcription est un processus biologique cellulaire ubiquitaire qui consiste en la
copie des régions dites codantes de I'ADN en molécules d’ARN. Car si la molécule d'’ADN est
le support universel de I'information génétique, ce sont les molécules d’ARN qui sont

reconnues par la machinerie de traduction et qui seront traduites en séquences protéiques.

Chez les organismes eucaryotes, I’ADN atteint une telle taille (3 milliards de paires de
bases pour le génome humain, équivalent a une longueur de 2 métres) qu’il nécessite d’étre
compacté. C’est ainsi que ces cellules ont développé le systéme chromatinien, qui confére a

I’ADN un trés haut degré de compaction (Fig.1).

ADN
double-brin

conformation
« perles sur un fil »

fibre soléngidale Figure 1: De PADN aux chromosomes

mitotiques : la compaction de la
chromatine (Felsenfeld and Groudine,
2003)

section de chromosome
sous forme relaxée

section de chromosome

sous forme condensée 3 fu m

chromosome y M.400 1
mitotique l
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Pour ce faire, les deux longs filaments de nucléotides constituant la double hélice
d’ADN vont se condenser autour de protéines spécifiques : les histones, eux-mémes associés
en nucléosomes. Plusieurs niveaux de compaction de la structure chromatinienne vont alors se
mettre en place, allant de la structure en collier de perles a la section de chromosome en

passant par la fibre solénoidale (Fig.1).

Pendant longtemps, la chromatine n’a été considérée que comme une nécessité
structurale imposée par un accroissement de la complexité et de la longueur du génome. Or,
de nombreuses études menées ces dernieres années tendent a démontrer que la chromatine
n’est pas une structure inerte, un simple systéme d’empaquetage de I’ADN. Grace aux
nombreuses modifications post-traductionnelles des histones, ses composants protéiques
majeurs, elle joue un rdle de premier plan dans la régulation de nombreux processus

cellulaires impliquant des changements de compaction de I’ADN.

La compaction de I’ADN eucaryote influence beaucoup I’accessibilité de I’ADN en
tant que matrice de la transcription, 1’expression des genes dans les cellules eucaryotes étant
dépendante de la structure de la chromatine. Lorsque la chromatine est décondensée, elle

devient alors accessible aux facteurs de transcription (Fig.2).

m_m Figure 2 : Décondensation de la
chromatine and

(Guillemette
l Gaudreau, 2006)
° Un facteur X modifie I’architecture du
f b\ promoteur et prépare le géne a 1’activation
de la transcription. Lors de I’activation du
m gene, les nucléosomes sont rapidement
l enlevés pour laisser la place a ’ARN

polymérase Il (Pol II) et & ses facteurs

associés.
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Les séquences codantes des génes pourront alors étre soumises a la transcription en
vue d’obtenir des ARN pré-messagers. Ceux-ci seront ensuite épissés en ARN messagers,
puis traduits en protéines au sein du cytoplasme, via le ribosome. Les protéines sont des
molécules indispensables au bon fonctionnement de notre organisme.

Elles assurent des fonctions architecturales, enzymatiques, motrices, de
communication ou encore de transport au sein de la cellule. Pour devenir active, une protéine

doit adopter une structure tridimensionnelle, souvent a I’aide de protéines chaperonnes.

Mais cette synthése protéique doit étre soumise a une régulation, car la plupart des
protéines n’assurent une fonction nécessaire qu’a un instant donné et dans un ensemble de
cellules déterminé, méme si I’information dont elles sont issues est présente dans toutes les
cellules. Par ailleurs, 1’expérience a montré que seule une faible partie du génome est en cours
de transcription a un instant donné dans une cellule. Les étapes intermédiaires entre le géne et
la protéine constituent donc une opportunité de choix pour la régulation de 1’expression des

différents génes (Fig.3).

| ARNminactf
| Noyau | |‘ Cytossl | Contrdlede la

dégradationde 5
I’ARNm

Contrdle Contrdle de

du o Gomrdle | Pactivie
de transport Dol protéique
maturation de 6
—_——
de ’ARNm I’ARNm protéine Protéine
inactive

Figure 3 : Les six points essentiels de régulation de I’expression génique (d’aprés M. Denis, Université de

Rennes)

Parmi les 6 points de contrdle de régulation de I’expression des génes, 1’étape de la
transcription ou synthése de I’ARN a partir d’une matrice d’ADN, en constitue le premier
point. Elle se fait grace a des enzymes : les ARN polymérases ADN dépendantes et est divisée
en trois grandes étapes : l’initiation (synthése des premiers nucléotides), 1’élongation
(allongement de la chaine d’ARN) et la terminaison (libération du pré-ARN messager et

départ de la machinerie de transcription de I’ADN).
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Avec I’¢tude de I’opéron lactose, Francois Jacob, Jacques Monod et André Lwoff ont
été les premiers scientifiques a décrire un systeme de régulation de la transcription des genes
chez les Procaryotes. Ils proposent 1’existence de deux classes de geénes qu’ils différencient
par leur fonction : les génes structuraux et les génes régulateurs. C’est a partir de ces travaux
qu’est né le concept de la régulation génique. (Prix Nobel de physiologie et médecine en
1965).

Chez les Eucaryotes, il existe trois classes de génes :

-les genes de classe | codent pour les ARN ribosomiaux qui constituent les ARN les plus

représentés dans la cellule. Ces ARNs 18S et 28S sont produits a partir d'un transcrit unique.

-les génes de classe 11 codent pour les ARN messagers (ARNm) qui peuvent étre traduits en
protéines, les micro ARN et les ARN & petits noyaux (SNnRNA).

-les génes de classe 111 codent pour I’ARN ribosomial 5S et les ARN de transfert (ARNT).

Le laboratoire au sein duquel j’ai travaillé pendant ma thése s’intéresse a la
transcription des genes de classe Il et plus particulierement a I’étape d’initiation, dans la
mesure ou cette étape joue un réle majeur dans le choix des genes a transcrire au cours des

différents processus cellulaires.

L’initiation de la transcription débute par 1’assemblage de complexes multiprotéiques
sur le promoteur. Le complexe TFIID semble reconnaitre précocement le promoteur. Il est
constitué de la protéine TBP (« TATA-Binding Protein ») capable de reconnaitre une
séquence d’ADN appelée « boite TATA » d’une part, et d’un assemblage de protéines TAFs
(« class Il TBP Associated Factors »). C’est ce facteur multi-protéique TFIID et sa sous-

unité TAF4 qui feront I’objet de ce mémoire.
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CHAPIIRE 1:

L INITIATION de la TRANSCRIPTION des GENES de CLASSE 11

chez les eucaryotes supérieurs

L’initiation de la synthése de I’ARNm dans les cellules eucaryotes est un processus
complexe et hautement régulé. Il nécessite la présence d’une séquence particuliere d’ADN
double brin appelée promoteur sur laquelle vient s’assembler un complexe de pré-initiation
de la transcription (PIC), composé des facteurs généraux de transcription (GTFs) et d’une
enzyme : I’ARN polymérase de type Il (Pol 11). L’assemblage de ce complexe d’initiation de
la Pol Il est sujet a de nombreux niveaux de régulation a travers un ensemble varié de facteurs
protéiques et de cofacteurs. Des séquences activatrices proximales et distales de part et
d’autre du site d’initiation de la transcription vont permettre la liaison de cofacteurs capables
de moduler ’activité transcriptionnelle et d’intervenir dans le remodelage de la chromatine,
rendant ainsi I’ADN génomique plus accessible aux GTFs. Au cours de ce chapitre, nous

aborderons donc ces €léments clés de I’initiation de la transcription.

1. Un socle nécessaire a [initiation de la transcription

A.  Le promoteur minimal

Le promoteur est la région d’ADN minimale suffisante pour assurer la transcription
basale in vitro grace a la Pol Il, a des niveaux méme tres faibles, indépendamment de tout
activateur. Les promoteurs des génes de classe Il codant pour les protéines s’étendent

approximativement sur 40 paires de bases de part et d’autre du TSS

1. Une plate-forme d assemblage du PIC

Chez les Eucaryotes, le promoteur sert de plate-forme pour 1’assemblage du PIC,
c’est-a-dire pour le recrutement des GTFs et de la Pol 1. Le réle du promoteur est double. Il
permet, d’une part, de positionner tous les éléments protéiques nucléaires nécessaires a
l'initiation de la transcription, et d’autre part, d’orienter le sens de la transcription du fait de sa

structure asymétrique. D’une maniére générale, la transcription est fortement controlée au
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niveau de I’étape d'initiation, c’est-a-dire de la fréquence de démarrage de la Pol Il. Les
chaines naissantes d’ARN seront ensuite d’autant plus nombreuses que [’initiation et

I’¢longation auront été facilitées.

2. Une redéfinition du promoteur minimal

a)  Brin sens et brin anti-sens

A D’origine, le mot «promoteurs» décrivait une séquence commune a tous les genes, en
amont de la séquence codante. Au vu des connaissances actuelles, il s’agit plutot a présent
d’une région de séquence variable, entourant le site d’initiation de la transcription ou TSS
(noté +1). Par convention une numeérotation négative est utilisée en amont du TSS et positive
en aval (Fig.4). D’autre part, le brin sens ou brin non-matrice spécifie le brin d’ADN dont la
séquence est identique a celle de I’ARN pré-messager. (Inversement, le brin anti-sens ou brin
matrice correspondrait & un ARN pré-messager anti-sens).

Récemment pourtant, la transcription anti-sens, c¢’est-a-dire a partir du brin opposé a
celui codant pour une protéine, a été découverte au sein du transcriptome des Mammiferes
(Kiyosawa et al., 2003; Yelin et al., 2003). Ces transcrits anti-sens seraient impliqués dans la

dégradation de leurs transcrits correspondants de type sens (Fig.4).

< > Geéne transcrit de maniére bidirectionnelle.
— Transcription de I’ ARNm sens et anti-sens.
:' e Transformation en ARN interférents endogénes.
> - Information en retour a proposde I’extinction de la
T e

Sélection du brin et accunmlation du brin sens ou
anti-sens (orienté comme un ARN interférent).

Figure 4 : La balance dans la sélection du brin est influencée par le niveau de chaque transcrit (Werner
and Sayer, 2009).

Une analyse globale du transcriptome a montré que la proportion du génome pouvant
produire des transcrits dans les deux sens, avait été largement sous-estimée auparavant

(Carninci et al., 2005; Chen et al., 2004) et pouvait aller jusqu’a 72% du génome. Les
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transcrits anti-sens serviraient donc de liens entre des génes voisins afin d’en faire des unités

transcriptionnelles a part entiere (Katayama et al., 2005).

b)  Plusieurs promoteurs pour un méme géne

L’équipe de Carninci a montré que la plupart des génes codant pour des protéines
humaines ou murines sont associés a plus d’un promoteur (Carninci et al., 2006). Ces
promoteurs alternatifs génerent des exons 5’ alternatifs qui peuvent ou non contenir des
codons d’initiation. L’usage de promoteurs et de sites de polyadénylation alternatifs

contribuent a la complexité du protéome des Mammiferes (Carninci et al., 2006).

c) Promoteur compact ou espacé

Une approche informatique de type CAGE (Cap Analysis of Gene Expression) a
révélé que la plupart des promoteurs humains et murins n’avaient pas un TSS spécifique a un
endroit précis du génome (Sandelin et al., 2007) mais un ensemble de TSS situés a proximité
les uns des autres s’étendant sur 50 a 100 paires de bases (Carninci et al., 2005; Carninci et
al., 2006) (Fig.5).

| Promoteurdetype compact | | Promoteur de type espacé |
UTR Région codante UTR Région codante
. " . — . 2
; = = = =
- :J ARNm S | ARNm
== = e =
Bofte TATA | flots CpG b=
{ II ADN génomique ‘ ADN génomique
PR I T |
Distribution du TSS Distribution du TSS

Figure 5 : Les promoteurs classés selon la distribution de leur TSS chez les Mammiféres (Sandelin et al.,
2007).

Ces observations sont a la base d’un nouveau systétme de classification des TSS
distinguant les promoteurs de type compact (sharp promoters) qui ont un TSS unique bien
défini et les promoteurs de type espacé (broad promoters) dont les TSS sont distribués sur une
large région (Ahsan et al., 2009). Alors que la premiére catégorie de TSS correle avec les
promoteurs ayant une boite TATA, la seconde catégorie prévaut surtout pour les promoteurs a
flots CpG (Sandelin et al., 2007).
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Les promoteurs de type compact semblent étre souvent requis pour 1’expression de
génes spécifiques a un tissu, alors que les promoteurs de type espace seraient associés avec

des génes exprimés de maniére ubiquitaire.

B. Les éléments constitutifs du promoteur minimal

Chez les Eucaryotes supérieurs, les promoteurs comprennent une combinaison des
éléments suivants: une boite TATA (site de liaison de TBP), un site de liaison a TFIIB
(BRE), un élément initiateur (INR) et un élément de promoteur situé en aval du TSS (DPE).
L’INR et le DPE semblent coopérer et se substituent parfois a la boite TATA dans la liaison
du complexe TFIID. Par ailleurs, le BRE chez I’Homme est divisé en deux séquences de part
et d’autre de la boite TATA (Fig.6). Chez les Archaebactéries, il est essentiel a la bonne

orientation de la transcription.

1. La boite TATA

Premiere structure commune identifiée au sein des promoteurs analysés, la boite
TATA contient une séquence consensus TATA(A/T)A(A/T) située de 28 a 34 paires de bases
en amont du site d’initiation de la transcription chez les Eucaryotes supérieurs (Breathnach
and Chambon, 1981). Cette séquence est reconnue par la protéine TBP (TATA Binding
Protein) du facteur de transcription TFIID (Fig.6). Cette fixation permettrait la formation du

PIC et elle pourrait également jouer un role dans la détermination du sens de la transcription.

Figure 6 : Représentation schématique

des éléments de séquence du promoteur

des génes de classe Il et des facteurs de \ N

L . . v {4
transcription qui s’y lient (Thomas and MTE
ption qui &'y fient ( A = T DrE |
. DCE
Chiang, 2006).
Core Promoter Bound
Element Position Consensus Sequence (5’ to 3°) Protein
BRE" -38 to -32 [ (G/C)(G/C)(G/A)CGCC TFIIB
TATA 31 to -24 | TATA(A/T)A(A/T)(A/G) TBP
BRE! 23 to -17 [ (G/A)T(T/G/A)(T/G)(G/T)(T/G)(T/G) || TFIB
Inr 2 to +5 [ PyPyAN(T/A)PyPy TAF1/TAF2
MTE +18 to +29 || C(G/C)A(A/G)C(G/C)(G/C)AACG(G/C) | n.a.
DPE +28 to +34 || (A/G)G(A/T)CGTG TAF6/TAF9
3 subelements | core sequence:
DCE +6 to +11 S; CTTC TAF1
+16 to +21 Sy CTGT
+30 to +34 || Sm AGC
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Cependant, des études informatiques sur le génome des Metazoaires ont suggéré que
la prévalence de la boite TATA avait été surestimée dans le passé et que seuls 10 a 20% des
promoteurs de génes humains examinés en étaient pourvus (Carninci et al., 2005; Cooper et
al., 2006; Gershenzon and loshikhes, 2005). D’ailleurs, dés 2001, d’autres éléments de
séquences tres distincts de la boite TATA ont été identifiés au sein de promoteurs de
Métazoaires suggérant ainsi I’existence d’une régulation plus fine de D’initiation de la

transcription (Butler and Kadonaga, 2002; Smale, 2001).

2.  L'INR, élément initiateur

Des ¢tudes de mutagenése ont montré que l’exactitude du site d’initiation de la
transcription dépend de 1’adénosine en position +1 mais également des nucléotides qui
I’entourent. Une cytosine précede généralement le +1, et les nucléotides situés entre -2 et +5
constituent une séquence de reconnaissance appelée élément initiateur (INR) qui a un role
similaire a celui de la boite TATA (Smale and Baltimore, 1989). L’INR est en effet capable

d’initier seul la transcription via la RNAP II in vitro et in vivo.

Découvert en 1989 au sein du promoteur du géne murin TdT (Terminal
deoxynucleotidyltransferase) dénué de boite TATA (Smale and Baltimore, 1989), I'INR
entoure le TSS (Fig.6). Sa séquence consensus chez ’Homme est Py-Py(C)-AMD-N-T/A-Py-
Py (Corden et al., 1980).

Cet INR est suffisant pour initier la transcription et peut fonctionner de maniéere
synergique avec la boite TATA si la distance qui sépare ces deux éléments est comprise entre
25 et 30 pb (O'Shea-Greenfield and Smale, 1992). Cependant, de méme que pour la boite
TATA, ’'INR ne se trouve pas dans tous les promoteurs de génes codant pour des protéines.
Une analyse informatique des promoteurs de 1031 génes humains a révélé la présence de la
séquence consensus de I’INR dans 85% des promoteurs étudiés (Suzuki et al., 2001). Cet
élément initiateur est reconnu par le complexe TFIID (Bellorini et al., 1996) et des
interactions stables de I’INR avec un complexe regroupant les facteurs TAF1 et TAF2 ont
été démontrées (Chalkley and Verrijzer, 1999), ce résultat étant en accord avec le fait que la
fixation de I’hétéro-trimére TBP-TAF1-TAF2 sur I'INR puisse engendrer une activité
transcriptionnelle dans des tests de transcription in vitro (Verrijzer et al., 1995).
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3. Le DPE, site de réqulation en aval du TSS

Situé en aval du site d’initiation de la transcription, le DPE (Downstream Promoter
Element) a été identifié au départ chez la Drosophile comme un motif nécessaire a la liaison
sur des promoteurs dépourvus de boite TATA du facteur purifié TFIID (Burke and Kadonaga,
1996). Il est conservé de la Drosophile a I’Homme, sa séquence consensus
(A/G)G(A/T)CGTC étant localisée précisement a 28 nucléotides du site +1 de I’initiation de
la transcription (Kutach and Kadonaga, 2000) (Fig.7).

Figure 7: Modéle illustrant la liaison d’une partic de TFIID
au promoteur minimal (d’aprés (Chalkley and Verrijzer, 1999).
D’aprés la nouvelle nomenclature de 2002 : dTAF250=TAF1 ;
dTAF,150=TAF2 ; dTAF,60=TAF6 et dTAF,40=TAF9.

Cependant, le DPE existe aussi au sein de
promoteurs contenant la boite TATA. Dans une analyse de 205 promoteurs de Drosophile, il a
été montré que 29% des promoteurs contenaient uniquement la boite TATA, 26% uniquement
le DPE, 14% les deux motifs et 31% aucun de ces deux motifs (Kutach and Kadonaga, 2000).
Chez I’Homme, aucune étude de ce type n’a pour I’instant été réalisée. Le DPE est donc aussi
commun que la boite TATA chez la Drosophile. Cependant, il semble qu’une activité
stimulant la transcription dépendante du DPE ait un effet répressif sur la boite TATA (Willy
et al., 2000). En tous cas, la transcription basale dépendante du DPE implique une liaison
extrémement coordonnée du TFIID au DPE et a I’INR, le DPE interagissant avec les sous-
unités TAF6 et TAF9 du TFIID (Fig.6 et 7).

4, Le BRE, élément de reconnaissance a TFIIB

En amont de la boite TATA se trouve la séquence BRE" (TFIIB Recognition
Element): (G/C)-(G/C)-(G/A)-C-G-C-C qui est un site de reconnaissance pour le facteur
TFIIB (Lagrange et al., 1998) (Fig.6). Une séquence BRE® en aval de la boite TATA a
également été identifiee ces dernieres années (Deng and Roberts, 2005). L’analyse de 315
promoteurs contenant la boite TATA a révélé que 12% des promoteurs contenaient au moins
5 des 7 nucléotides de sa séquence consensus. Alors que dans les Archaebactéries,

I’interaction de TFB, I’homologue archaebactérien de TFIIB, avec la séquence BRE favorise
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I’assemblage du complexe de pré-initiation de la transcription, chez ’Homme, il semblerait
que cette interaction soit plus encline a réprimer la transcription basale, comme le montrent
les essais de transcription in vitro réalisés sur des extraits nucléaires bruts humains (Evans et
al., 2001). Ces résultats suggerent donc que la fonction de 1’élément BRE pourrait s’étre
¢largie au cours de 1’évolution, présentant une activité transcriptionnelle tantot inhibitrice,
tantot activatrice (Lagrange et al., 1998). Initialement défini dans des promoteurs contenant
la bofte TATA, il semble & présent que les séquences BRE" et BRE® puissent étre présentes
dans des promoteurs dépourvus de boite TATA (Deng and Roberts, 2005). Cela suggere que
la présence de TFIIB, dans les promoteurs a boite TATA, renforcerait la liaison de TFIID a

I’ADN en lui fournissant des points d’ancrage supplémentaires.

5. Le MTE, motif a 10 éléments

Le MTE (Motif Ten Element) a été découvert récemment suite a sa surreprésentation
dans une analyse informatique portant sur 2000 promoteurs de Drosophile (Lim et al., 2004;
Ohler et al, 2002). Chez la Drosophile, sa séquence  consensus
C(G/C)A(A/G)C(G/C)(GIC)AACG(GI/C) a étée découverte a la position +18, en aval du site
d’initiation de la transcription (Fig.6). Le MTE a été conservé au cours de 1’évolution, de la
Drosophile a I’Homme. II a certes besoin de I’INR pour activer la transcription par la RNAP
I1, mais peut, par contre, fonctionner de maniere indépendante de la boite TATA et du DPE,
servant ainsi de substitut fonctionnel a ces motifs. En leur présence, le MTE peut également
agir avec eux de maniére synergique (Lim et al., 2004). Pour I’instant, il reste encore a

déterminer quel facteur de transcription pourrait se fixer spécifiquement sur le MTE.

6. Le DCE, élément de promoteur en aval du TSS

Originellement identifié dans le promoteur de la p—globine humaine (Lewis et al.,
2000), I’existence de cet élément a été révélée par la présence de 2 mutations a +22 et a +33
chez des individus atteins de beta-thalassémie. Le DCE (Downstream Core Element) est un
élément tripartite qui s’étend approximativement de +6 a +34 en aval du site d’initiation de la
transcription. La présence du DCE et du DPE semble étre mutuellement exclusive (Fig.6),
comme 1’ont montré des analyses de séquences a partir de bases de donnees de promoteurs
humains (Lee et al., 2005). Le DCE fonctionne de concert avec la boite TATA et I’INR, tout
comme en I’absence de boite TATA. La fixation de TAF1, composant de TFIID, sur le DCE,
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suggere que le TFIID joue un rdle non négligeable dans le fonctionnement de ce DCE (Lewis
et al., 2000).

C.  Lesilots CpG

Le génome des Mammiferes est ponctué de séquences d’ADN contenant une
fréquence anormalement élevée de sites riches en bases C et G, appelés Tlots CpG (Bird,
1986; Gardiner-Garden and Frommer, 1987). Cette séquence remarquable s’étend sur 1kb en
moyenne et chevauche les régions promotrices de 60 a 70% des génes humains (Hellmann et
al., 2008) et de 93% d’un panel de génes exprimés lors de I’embryogenése murine (Ponger
et al., 2001).

Ces Tlots CpG, dont le nombre est estimé a 27000 chez les Mammiféres (Waterston et
al., 2002), sont généralement hypométhylés. Ces Tlots CpG seraient donc vraisemblablement
des empreintes laissées par la machinerie basale transcriptionnelle lors de 1’embryogenése,
car ils empécheraient I’accessibilit¢é de la DNMT (DNA methyltransferase) a I’ADN,
empéchant par 1a-méme la méthylation de novo de I’ADN (lllingworth and Bird, 2009). De
nombreux cas de méthylation de ces Tlots CpG dans les cellules malignes ont été rapportés
(Esteller, 2007), entrainant ainsi la répression transcriptionnelle de certains génes de

maniere inappropriée (Fig.8).

A
an ADN méthyl- ADN méthylé
transférases
Figure 8 : A) Méthylation de ’ADN au J\):[T \/l ‘/} \/M
niveau des Tlots CpG par des ADN oSt
, , L, } 5= CpG 3 ADN non méthylé
méthyltransférases. B) la déméthylation de ¥-GpC-5' J ]\/j
I’ADN reliache la structure de la chromatine \0/
lmnscnpl»on
permettant ’acétylation des histones et la c
.. L , . ,,, , ’ ,,, ADN de cellules saines
liaison de complexes transcriptionnels. C) FOUD WD
sxonA __J [exonB )

Les cellules tumorales sont caractérisées par
une hyperméthylation des flots CpG alors
que I’ADN sain est hypométhylé a cet
endroit (adapté de Shirley M. Taylor, 2006).

’,,,, , ,,’ , Site CpG méthyl
/w WV \'./ W / \‘/

- ADN de cellules cancéreuses

La méthylation de ces Tlots intervient aussi dans des tissus normaux et participe a

I’inactivation de nombreux génes sur le chromosome X ainsi qu’a I’empreinte génomique
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(Reik and Walter, 2001). Plus récemment, une méthylation différentielle entre les tissus a été
détectée, les Tlots CpG des cellules somatiques testées étant méthylés alors que ceux des
cellules germinales ne le sont pas. Ceci suggere un role potentiel des Tlots CpG dans la
régulation de la transcription lors de la spécialisation de certaines cellules (Song et al.,
2005).

Le mode de fonctionnement de ces séquences manque toutefois de clarté. Dans la
majorité des cas, les Tlots CpG ne comportent ni boite TATA, ni Inr, ni DRE ni aucun élément
décrit comme impliqué dans la transcription. Il a néanmoins été observé de multiples sites de
liaison a la protéine Spl, entre 40 et 80 nucléotides en aval du site d’initiation de la
transcription, associés aux Tlots CpG (Blake et al., 1990), ce qui suggere que Spl serait

directement impliqué dans la formation du complexe de pré-initiation de tels promoteurs.

Sur ces éléments du promoteur minimal vont venir se fixer spécifiquement des

protéines impliquées dans I’initiation de la transcription.

1I. Les acteurs impliqués dans [initiation de la transcription

Des expériences de transcription in vitro réalisées a 1’aide de fractions
chromatographiques d’extraits nucléaires de cellules Hela ont révélé la formation d’un
complexe de pré-initiation (PIC) compose des facteurs généraux de transcription TFIID,
TFHA, TFIB, TFIF, TFIE, TFIIH facilitant la fixation de la Pol Il (Fig. 9). Dans cette
partie, nous présenterons brievement chacun des acteurs nécessaires a I’initiation de la
transcription des génes de classe Il puis nous aborderons la dynamique de leur liaison aux
séquences de reconnaissance. Nous évoquerons ensuite les 2 modéles connus ainsi qu’un
troisieme plus hypothétique, mettant en jeu un nouveau complexe intermédiaire d’initiation de

la transcription.

ADN (promoteur proximal)

Pol IT L

Figure 9: Vue d’ensemble du complexe de préinitiation de la transcription.
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A.  Un acteur essentiel aux génes eucaryotes : L ARN polymérase 11

1. Les ARN polymérases chez les eucaryotes

Chez les eucaryotes supérieurs, il existe 5 ARN polymérases, qui synthétisent de
I’ARN a partir d’une matrice d’ADN. Les 3 premiéres ont été caractérisees tres tot grace a des
fractionnements chromatographiques et présentent des différences de sensibilit¢ a ’a-
amanitine. La 4°™ (Pol I1Va) et la 5™ (Pol 1Vb) découvertes plus tardivement dans les
plantes, facilitent la production de siRNA impliqués dans la réduction au silence de la
transcription et dans la formation de 1’hétérochromatine (Herr et al., 2005). Les ARN Pol I, |1
et 111 sont chacune spécifique d’une classe de génes (Roeder and Rutter, 1969).

-L'ARN polymérase | synthétise les ARN ribosomaux qui constituent les ARN les plus
représentés dans la cellule. Ces ARNs 18S et 28S sont produits a partir d'un transcrit unique.

-L'ARN polymérase de type Il synthétise ’ARN ribosomal 5S et les ARN de transfert.

-'ARN polymérase de type Il est responsable de la synthese des ARNm codant pour des
protéines et ¢’est cette derniére qui va focaliser notre attention dans le cadre de I’initiation de

la transcription des genes de classe 1.

2. L ARN polymérase de type 11

La Pol Il représente la sous-unité catalytique clé du PIC (Fig.9). Son architecture et sa

fonction sont hautement conservées de la Levure a I’'Homme (Fig.10).

RNA Pol I bacténienne RNA Pol I archaebacténienne RNA Pol I eucaryote

Figure 10: Structure aux rayons X de la RNA Pol Il au sein de 3 especes différentes (Hirata et al., 2008).
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Il s’agit d’un complexe multiprotéique de 0,5 MDa composé de 12 sous-unités RPB
(RNA Polymerase B) nommées de 1 a 12 par ordre de décroissance de leurs masses
moléculaires (Young, 1991). Parmi ces 12 sous-unités, 5 éléments (RPB5, RPB6, RPBS,
RPB10, et RPB12) sont partagés par les 3 premieres polymérases (Woychik et al., 1990).
Seules RPB 4, 7 et 9 sont uniques a la Pol Il ainsi que 1’extrémité carboxyterminale (domaine
CTD) de RPBL.

a)  Les sous-unités de L ARN polymérase 1T

Grace a la cristallographie aux rayons X, les structures de la Pol 11, seule & 2,8 A
(Cramer et al., 2000) ou en cours d’élongation a 3 A (Armache et al., 2003; Gnatt et al.,
2001) ont pu étre résolues. L’arrangement des différentes sous-unités au sein de Pol 11 est
bipartite : d’un c6té, un noyau de 10 sous-unités (Fig.11) et de 1’autre, un hétérodimere
constitué des sous-unités RPB4 et RPB7 (Armache et al., 2003; Bushnell and Kornberg,
2003). 8 ions Zn?*, situés a la surface de Pol II, stabilisent I’enzyme et 3 ions Mg?* se situent

au sein du site actif de I’enzyme.

RPBI12
ABC100

A
:sa:z!l:",_

RPBI11

“RPBS
ABC14.5

Figure 11: a) Structure de ’ARN polymérase 11 de la Levure a 2,8 A de résolution.

b) Représentation schématique de I’ossature de ’ARN polymérase 11
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La structure globale de la Pol Il ressemble a une sorte de méachoire formeée par les
sous-unités RPB 2 et 9 en haut et par RPB1 en bas (Fig.11b), avec a I’intérieur une fissure
centrale dans laquelle pénétrerait I’ADN. Le site actif de la Pol Il est localisé au fond de la
cavité, fermée a une extrémité par le «mur», un domaine de la sous-unité RPB2. Un module
flexible appelé «pince» (extrémité N-terminale de RPB1 et C-terminale de RPB2) pivote
autour du site actif. Une hélice a de Rpb1 fait saillie dans le sillon en aval du site catalytique
pour former un pont hélicoidal entre les machoires et la pince. Ces dernieres sont
responsables de la fixation de la Pol.Il a I’ADN.

L’hétérodimeére RPB4/RPB7, dissociable du reste de la Pol II de Levure en conditions
dénaturantes (Edwards et al., 1991), se place a la base de cette pince dans une poche formée
par RPB1, 2 et 6. Un de ses rbles consisterait a reduire fortement la mobilité de cette pince
(Bushnell and Kornberg, 2003). Bien que la protéine RPB7 interagisse avec le noyau de Pol Il
(Armache et al., 2003), la quasi-totalit¢ de 1’hétérodimére RPB4/RBP7 est exposée et

accessible pour des interactions avec des protéines ou des acides nucléiques.

Ainsi I’ARN naissant pourrait se fixer sur une surface d’accrochage potentielle des
acides nucléiques appartenant a RBP7 qui fait face a la «selle a cheval» de la Pol 1 a partir de
laquelle I’ARN émerge (Todone et al., 2001). L’ARN polymérase Il catalyse la synthese de
I’ARN a des vitesses tres élevées, allant de 20 a 70 nucléotides par seconde le long d’une
matrice d’ADN. Son activité n’est cependant pas linéaire, elle oscille entre des mouvements

en avant et en arriéere a chaque étape du processus de synthéese (Toulme et al., 1999).

ARN ADN ARN ADN ARN ADN
1 E — -1 E — -1
o + . 4
& o .
Pont hélicoidal Pont hélicoidal Pont hélicoidal
de la Pol II de la Pol I de la Pol II

Post-translocation (-1) ~ Pré-translocation (+1) ~ Marche arriére (+2)

Figure 12: Les 3 états du complexe d’élongation de la transcription de la Pol Il. L’ARN transcrit est
rouge, ’ADN matrice est bleu. La base nucléotidique ajoutée a I’extrémité 3’ de ’ARN est cyan et sa base
d’ADN complémentaire est vert clair. L’ovale en pointillés délimite le site vide d’insertion des nouveaux

nucléotides a I’état de post-translocation. Le rond vert représente le pont hélicoidal de la Pol I1.
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3 étapes ont pu étre caractérisees dans la formation du transcrit primaire (Fig.12): la
premiére lorsqu’un nucléotide était ajouté dans le site d’addition en vue d’intégrer la chaine
d’ARN, la seconde lors du déplacement de I’enzyme vers ’avant afin d’insérer le nucléotide,
et la derniére lors du mouvement de recul de la Pol Il pour terminer la maturation de
I’extrémité 3* de I’ARN (Wang et al., 2009).

b)  Ledomaine CTD et ses phosphorylations

Au sein de la sous-unité RBP1 de la Pol Il se trouve un domaine CTD (domaine C-
terminal) contenant 25 a 52 répétitions en tandem de la séquence heptamérique YSPTSPS
avec des sites de phosphorylation sur la sérine 2 et sur la sérine 5. Ce domaine CTD est en
effet la cible de phosphorylations et de déphosphorylations participant a la régulation de la

transcription (Bentley, 2002).

Recrutement du PIC ) —> Délivrance du —>  Elongation —> Terminaison

promoteur SersP SersP Ser5P
Ser2P Ser2P
CTD cmo a : .
0 Coiffe »
gt © & K
b o o
<> o
GTFs GTFs
Promoteur Promoteur

Figure 13: Importance du CTD dans la régulation de la transcription (Koch et al., 2008).

La Pol Il contenant un domaine CTD hypophosphorylé est tout d’abord recrutée au
niveau des promoteurs lors de la formation du PIC puis elle est phosphorylée au niveau de la
sérine 5 lors de I’initiation de la transcription (Lee and Young, 2000). Deux Kkinases
dépendant des cyclines Cdk7 et Cdk8 et appartenant au PIC, ciblent le CTD pour la
phosphorylation (Liu et al., 2004). Cette phosphorylation par des kinases déstabilise le PIC et
permet le départ de la Pol Il du promoteur. Aprés I’initiation, d’autres kinases telles que
Cdk9/Ctk1 phosphoryleront la sérine 2 (Fig.13), en vue de la maturation des ARN et de leur
polyadénylation via le recrutement de facteurs sur la Pol Il (Ahn et al., 2004). Le CTD agit

donc comme une plate-forme d’assemblage des différents facteurs régulant I’initiation,
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I’élongation et la terminaison de la transcription ainsi que la maturation des ARNm (Hahn,

2004).

B. Les facteurs généraux de la transcription

Chez les eucaryotes, la Pol Il est incapable d'initier la transcription par elle-méme, car sa
fixation sur les promoteurs est trés instable (Roeder et al., 1976; Weil et al., 1979).

Un ensemble de facteurs regroupés sous I’appellation de facteurs généraux de la
transcription (GTF) de classe Il assistent I’ARN polymérase II pendant les différentes étapes

d’initiation et de démarrage de la transcription ainsi que 1’élongation du transcrit.

Chacun de ces facteurs a ét¢é nommé par une lettre en fonction de la fraction
chromatographique dans laquelle résidait son activité, de TFIIA a TFIIF. (Sawadogo and
Roeder, 1985a). La mise en place du complexe d'initiation de la transcription est une étape
essentielle de I'activation des génes. Une bréve description de ces GTF figure dans le tableau

1. L’ensemble des facteurs est représenté schématiquement dans la figure ci-dessous (Fig.14).

Figure 14 : GTFs et Pol Il assemblés sur le

promoteur du géne a transcrire;

C.  Les modeles d’assemblage des différents facteurs

Des études biochimiques approfondies ont révélé la manieére dont s’assemble le
complexe de pré-amorcage de la transcription contenant la Pol Il. Dans ces études, les
techniques d’empreinte a la DNase I et de mesure des changements de mobilité
électrophorétiques ont été utilisées, afin de déterminer 1’ordre dans lequel la Pol II et les

GTFs se fixent aux promoteurs des génes a transcrire.
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Facteur de

transcription

Composition

proteique

Fonctions assureées par ces facteurs

p35(a), pL9(P),

Antirépresseur, Coactivateur

TFHA b
pI207) stabilise le complexe TBP-TATA

Sélection du site d’initiation

TFIIB p33 stabilise le complexe TBP-TATA, lie le BRE
permet le recrutement de Pol II/TFIIF
Facteur de liaison au promoteur minimal

TBP+TAFs coactivateur
TFIID protéine kinase
(TAF1 a TAF14)

activité d’ubiquitination et de conjugaison
histone acétyltransférase
recrute TFIIH

TFIE pS6, p34 Facilite la formation d’un complexe efficace d’initiation contenant Pol 11
Impliqué dans le dégagement des promoteurs
Se lie a Pol 1 et facilite son recrutement au niveau du promoteur
Recrute TFIIE et TFIIH

TFIIF RAP30, RAP74 Fonctionne avec TFIIB et Pol II dans la sélection du site d’initiation
Facilite I’échappement de la Pol 11
Augmente 1’efficacité de 1’¢longation de la Pol II

P89/XPB, p80/XPD, Activité ATPase pour ’initiation de la transcription et pour la délivrance
des promoteurs
p62, p52, p44,
TFIIH p40/CDK?7, Activité hélicase pour 1’accessibilité au promoteur
p38/CyclinH, p34, Activité de réparation par excision de nucléotides couplée 4 la transcription
p32/MATL, p8/TFB5

Activité de E3 ubiquitine ligase
Initiation, Elongation, Terminaison de la transcription
Recrutement d’enzymes de coiffe des ARNm

Pol Il RPB1-RPB12

Recrutement couplé a la transcription de facteurs intervenant dans
1’épissage et dans le traitement des extrémités 3.

Phosphorylation du CTD, ubiquitination et glycosylation

Tableau 1: Apercu global des facteurs de Pinitiation de la transcription chez les Eucaryotes supérieurs.
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1. Le modele séquentiel

Comme le facteur TFIID est relativement difficile a purifier avec ses nombreuses
sous-unités, les études portant sur la chronologie de fixation des facteurs de transcription lors
de I’initiation de la transcription ont été réalisées a 1’origine avec TBP (TATA Binding
Protein), la sous-unité de TFIID fixant la boite TATA (Fig.15). In vitro, Pol Il est capable de

débuter la transcription en 1’absence des autres sous-unités de TFIID.

Figure 15: Structure du complexe TBP li¢ a I’élément
TATA. Les domaines amino- et carboxy-terminaux de la
molécule sont respectivement représentés en bleu clair et
en bleu foncé (Orphanides et al., 1996).

/\ Double hélice
¢ d’ADN

TBP est la premiére protéine découverte
ayant la capacité de se fixer a la boite TATA via son domaine C-terminal. Celui-ci est trés
conservé chez les Eucaryotes et présente pres de 80% de similarité entre la Levure et
I’Homme. Au contraire, le domaine N-terminal est plus variable d’un Eucaryote a 1’autre, en
longueur comme en séquence. L’extrémité C-terminale adopte une structure en forme de selle
de cheval qui fixe la séquence TATA et provoque la courbure de la double hélice d’ADN. Les
deux parties du domaine C-terminal de TBP donnent a la molécule une symétrie globale en
dyade, mais ne sont pourtant pas identiques (Nikolov et al., 1992). TBP peut intervenir
efficacement sur I’initiation de la transcription in vitro s’il est combiné aux GTF et a la Pol Il
(Hoey et al., 1990; Horikoshi et al., 1990).

a)  Reconnaissance du promoteur minimal par TFIID

L’étape initiale de la formation du PIC est la reconnaissance du promoteur.
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-les promoteurs contenant une boite TATA

Si le promoteur est pourvu d’une boite TATA, il sera reconnu par le complexe TFIID
et plus particuliérement par la protéine TBP. Celle-ci interagit avec le petit sillon de I’ADN et
courbe ainsi considérablement la double hélice d’ADN (Fig.15) (Burley, 1996; Pugh, 2000).
Cela permet, d’une part, le rapprochement des séquences situées en amont de la boite TATA

avec celles situées en aval et d’autre part, I’ouverture des deux brins d’ADN.

~les promoteurs dépourvus de boite TATA

Dans les promoteurs possédant une boite TATA fonctionnelle, la mutation de la boite
TATA entraine une diminution importante de la transcription (Wobbe and Struhl, 1990).
Ainsi, la mutation de la boite TATA en une séquence riche en CG permet certes le
recrutement au promoteur de toute la machinerie transcriptionnelle mais abolit entiérement la
transcription (Ranish et al., 1999). Pourtant seulement 10% des promoteurs humains
possedent cette boite TATA (Bajic et al., 2006). Il est donc probable que TBP puisse lier
d’autres séquences avec une affinité plus faible, peut-étre avec I’aide des facteurs de

transcription.

Des études récentes de structure cristallographique a haute résolution de 1’interface
TBP-ADN ont montré que méme de trés faibles énergies d’interaction entre ces deux
partenaires pouvaient conduire a des déformations tres importantes de la double hélice. Cela
suggére la mise en place de stratégies visant a améliorer 1’affinité et la sélectivité de TBP pour
I’ADN. Parmi ces stratégies, la suppression de chocs stériques induit une modification de
I’interface TBP-ADN (Millan-Pacheco et al., 2009). Les TAFs, ces protéines associées a
TBP peuvent également faciliter la liaison de TFIID au promoteur grace a des contacts
directs avec I’ADN au niveau des éléments INR et DPE (Chalkley and Verrijzer, 1999).

b)  Reconnaissance du complexe TFIID/promoteur par TFIIA

Le complexe TFIIA vient stabiliser la liaison ADN/TFIID en interagissant directement
avec ’ADN en amont de la boite TATA (Buratowski et al., 1989; Cortes et al., 1992).

Le role précis de TFIIA dans Dl’initiation de la transcription a été longtemps sujet a
controverses. Genéralement, les réactions de transcription in vitro réalisées avec du TBP
recombinant ne nécessitent pas 1’intervention de TFIIA (Cortes et al., 1992), alors qu’au

contraire, celles réalisées avec le facteur TFIID purifié (Fig.16) sont stimulées 2 a 10 fois par
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TFIA (Ozer et al., 1994). Ainsi, plus le systeme de transcription est pur, moins TFIIA semble
nécessaire, suggérant que ce facteur neutralise des répresseurs présents dans la réaction
(Auble et al., 1994; Inostroza et al., 1992; Merino et al., 1993).

TFIIA semble également étre la cible de nombreux coactivateurs (Jacobson and Tjian,
1996; Ozer et al., 1998), notamment de p300 qui interviendrait en acétylant le TFIIA (Mitsiou
and Stunnenberg, 2003).

Le complexe TFIIA/TBP/ADN

~ . 8
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Noyau yTFIIA

Figure 16: Le complexe TFIIA/TBP/ADN (Tan et al., 1996).

c) Reconnaissance de TFLID/TFIIA/promoteur par TFIIB

TFIIB est le GTF suivant a entrer dans la voie d’assemblage du PIC (Fig.17).

Il reconnait le complexe TFIID/TFIIA/promoteur, interagissant aussi bien avec TBP
(Nikolov et al., 1995) qu’avec les séquences d’ADN situées de part et d’autre de la boite
TATA (Reese, 2003). La majeure partie de TFIIB se trouve en aval de la boite TATA créant
alors une asymétrie qui pourrait étre responsable de I’ancrage, de la stabilisation du PIC et de
I’orientation de la transcription en direction du site d’initiation (Tsai and Sigler, 2000). Des
études sur la levure appuient ce modéle, puisque des mutations dans le géne TFIIB entrainent

un déplacement du site d’initiation de la transcription (Wu et al., 1999b).

TFIIB subit des modifications conformationnelles importantes lors de ses interactions
avec I’ADN ou avec des coactivateurs ou son domaine « B-finger » joue un réle primordial
(Elsby and Roberts, 2004; Fairley et al., 2002). Il favoriserait en effet le recrutement
d’activateurs (Hawkes et al., 2000) tout en interagissant avec la sous-unité RBP2 de la Pol II
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(Chen and Hampsey, 2004). Ainsi TFIIB participerait au positionnement de I’ADN des génes

a transcrire dans la fissure de la Pol 11 (Chen and Hahn, 2004).

A cOté de ces roles de stabilisation et de spécification du site d’initiation de la
transcription, TFIIB joue également un rdle important dans le recrutement du complexe
TFIIF/Pol 11 (Fig.18).

Complexe TFIIB/TBP/ADN

Figure 17: Structure du complexe TFIIB-TFIIA-TFIID-ADN

d)  Recrutement du complexe TFIIF/ARN pol 11

Lorsque TFIID et TFIIB sont assemblés sur le promoteur, I’ARN polymérase II peut
alors s’associer au complexe en formation (Fig.20). Ceci se fait sous 1’escorte de TFIIF
(Young, 1991; Zawel et al., 1995).

TFIIF est un facteur hétérotétramérique (Fig.18), constitué de 2 sous-unités de RAP74
et de 2 sous-unités de RAP30 (Flores et al., 1990). RAP30 partage deux régions d’homologie
avec le facteur bactérien o, I’'une capable d’interagir étroitement avec la Pol Il (Sopta et al.,
1985) et I’autre avec I’ADN (Tan et al., 1994) entre la boite TATA et le site d’initiation INR
(Coulombe et al., 1994). TFIIF apporte ainsi des surfaces de contacts supplémentaires qui
augmentent ’affinité de la Pol II pour le complexe TFIIB-TBP-promoteur (Robert et al.,
1998). Ce faisant, TFIIF induit des modifications topologiques de I’ADN qui favorisent
I’enroulement de I’ADN autour de la Pol 1I. TFIIF serait donc responsable du positionnement
correct de la polymérase en reduisant les interactions non spécifiques de celle-ci avec I’ADN
(Conaway and Conaway, 1993) et en favorisant la formation d’un complexe transcriptionnel

stable, résistant a I’inhibition par des répresseurs de la transcription (Hou et al., 2000).
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Par ailleurs, TFIIF joue également un rdle dans la sélection du site d’initiation, de par
I’association de sa sous-unité RAP74 avec TFIIB (Fairley et al., 2002; Ha et al., 1993) et sa
proximité du centre actif de Pol Il (Bushnell et al., 2004). Il peut également se lier a de
nombreux partenaires protéiques, dont TBP, TAF1 et TAF5 (Dubrovskaya et al., 1996).
Enfin, TFIIF est aussi impliqué dans I’étape de transition suivant 1’initiation ou il empéche
larrét prématuré de la polymérase (Yan and Gralla, 1997) en travaillant de maniere

synergique avec le facteur d’élongation TFIIS.

Les sous-unitésRAP30 et
RAP74 du facteur de

transcription TFIIF

Figure 18: Structure de
Phétérodimére RAP30/RAP74 de
TFIIF (Gaiser et al., 2000).

(en vert : RAP 74, en rouge : RAP30)

e)  Liaison de TFIIE et TFIIH au PIC alors complet

TFIE rejoint le complexe en formation par des interactions avec la polymérase, avec
TFIIF et avec le complexe TBP/TFIID (Orphanides et al., 1996). TFIIE se lierait & une
position trés proche du site d’initiation via son domaine « forkhead » (Tanaka et al., 2009),
recrutant ensuite le complexe TFIIH (Flores et al., 1990). La formation du PIC ainsi achevée
(Fig.20) permettrait & TFIIH de commencer a ouvrir la double hélice d’ADN au niveau du

promoteur en vue de la transcription.

Le complexe TFIIH occupe une place importante parmi les GTFs. En effet, plusieurs
activités enzymatiques ont été associées a ce complexe. Celui-ci est composé de deux sous-
complexes (Fig.19), le cceur et le complexe Kinase-cycline-dépendant (CAK). Le cceur est
composé d’une ADN hélicase dépendante de I’ATP, Xeroderma Pigmentosum B (XPB), de
p34, p52, p62, p8 et p44 qui interagit avec XPD, et d’une hélicase ADN/ARN (Xeroderma
Pigmentosum D). Le complexe CAK inclut une kinase dépendante de la cycline (Cdk7),

accompagnée de la cycline H et de la protéine MAT1. Les activités hélicases jouent un réle
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majeur dans la formation du complexe ouvert lors de I’initiation de la transcription. La kinase
Cdk7, quant a elle, est capable de phosphoryler le domaine CTD de I’ARN polymérase II, ce
qui stimule 1’¢élongation de la transcription. Outre son réle dans la transcription en tant que
facteur de base, le complexe TFIIH est aussi impliqué dans la régulation de la
transcription(Zurita and Merino, 2003), dans la réparation de I’ADN par excision de

nucléotides (NER), et dans la régulation du cycle cellulaire.

Figure 19: Structure du complexe TFIIH a duNER (S0 |
Pinterface des machineries de transcription et de
réparation de ’ADN (Kwek et al., 2004).

2. Modele de [holoenzyme

Une voie alternative de formation du PIC a été découverte lorsque plusieurs
laboratoires ont réussi a purifier un complexe holoenzymatique contenant la Pol Il, les GTF
ainsi que d’autres protéines impliquées dans le remodelage chromatinien, ou la réparation de
I’ADN (Chao et al., 1996; Ossipow et al., 1995; Parvin and Young, 1998). Dans ce modele
dit de « I’holoenzyme » (Fig.20), tous les facteurs seraient recrutés en une seule étape sur les
promoteurs des genes (Orphanides et al., 1996). Cependant, parmi les différents complexes
holoenzymatiques isolés, jamais le TFIID n’apparait (Wu et al., 1999a) ni le TFIIA. Cela
suggere que le TFIID, en tant que facteur cceur de la liaison a I’ADN, pourrait faciliter

I’entrée de I’holoenzyme Pol II dans la région promotrice.

3. Intermédiaire entre les deux modeles d assemblage du PIC

Il est probable que les deux modeles (Fig.20), le modele séquentiel et le modéle de
I’holoenzyme coexistent in vivo, selon les facteurs impliqués et le contexte dans lequel se
trouve le promoteur (Hampsey, 1998; Lee and Young, 2000; Lemon and Tjian, 2000). De
plus, I’ordre de fixation des facteurs au niveau du promoteur semble également étre variable

selon le contexte. D’une maniére logique, il a été proposé que les cofacteurs responsables du
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remodelage de la structure de la chromatine se lient au promoteur avant les facteurs de base
de la transcription, de maniére a faciliter I’accés a I’ADN. Cependant, des expériences
d’immunoprécipitation de la chromatine ont conduit a remettre en cause ce point de vue. Les
composants de la machinerie transcriptionnelle de base peuvent promouvoir le remodelage de
la chromatine et réciproquement (Featherstone, 2002; Zawel et al., 1995). La limite entre
facteurs de base de la transcription et cofacteurs semble se restreindre petit & petit. Le bon
déroulement de I’initiation de la transcription est le résultat d’une dynamique d’assemblage

trés subtile d’une panoplie de facteurs qui dépend sans doute du contexte du promoteur.
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Figure 20: Les modéles d’assemblage du complexe d’initiation de la transcription.
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D. Le complexe Médiateur

Dans les années 1990, des analyses biochimiques et génétiques chez la Levure
Saccharomyces cerevisiae ont permis la découverte du complexe Médiateur (Thompson et
al., 1993), dont le nom évoque son role d’adaptateur entre les facteurs de transcription liés
aux éléments de régulation, la Pol Il et les GTF. Son existence dans la machinerie
transcriptionnelle des Métazoaires a été démontrée plus tardivement (Malik and Roeder,
2000). Plusieurs types de médiateur ont été trouvés chez ’Homme et notamment PC2 (Malik

et al., 2000)et TRAP (Fondell et al., 1996).

Ces complexes sont constitués de 28 a 30 sous-unités
(Sato et al., 2004), regroupées en 3 modules :

- le noyau central, en rouge sur la Fig.21 correspond aux
2 premiers modules du Médiateur (téte et corps médian)
(Dotson et al., 2000). Cette partie peut interagir avec le
complexe TFIIF-Pol Il (Lariviere et al., 2006) et subit
des changements conformationnels drastiques suite a

cette liaison.

- la partie bleutée (Fig.21) correspond au troisiéme
module aussi appelé «queue » qui peut interagir avec
des activateurs proximaux. L’ensemble des trois

premiers modules forme le complexe PC2.

Figure 21: Médiateur humain - la partie jaune (Fig.21) s’additionne aux trois premiers

modules pour former le complexe TRAP.

A TDorigine considéré comme un cofacteur de 1’holoenzyme Pol II (Myers and
Kornberg, 2000), il est reconnu a présent que son réle prédominant consiste a promouvoir
I’assemblage du PIC (Fig.20); soit en augmentant 1’efficacité de 1’assemblage (Cantin et al.,
2003), soit en agissant directement sur le recrutement de la Pol Il ou des GTF (Wu et al.,
2003). Drailleurs, des interactions ont ét¢ montrées avec le CTD de la Pol II (Naar et al.,
2002) ainsi qu’avec le facteur TFIIB (Baek et al., 2006).
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111. Les séquences réqulatrices

In vitro, les éléments du promoteur minimal jouent le r6le de plate-forme
d’assemblage du PIC et permettent a I’initiation de la transcription de se dérouler

correctement.

In vivo, ’ADN est compacté dans la chromatine et la présence des éléments du PIC
sur le promoteur minimal ne suffit plus a assurer I’initiation de la transcription, car leur acces

a I’ADN s’en trouve perturbé. Il y a donc répression de la transcription basale.

La présence de protéines activatrices se fixant sur des séquences spécifiques est
indispensable pour déréprimer la transcription. Aussi, le promoteur minimal semble plus
complexe, car d’autres motifs peuvent étre nécessaires a 1’initiation et a 1’activation de la
transcription. Certains éléments sont situés a proximité du TSS et portent le nom de séquences
régulatrices proximales, et d’autres sont plus éloignés, elles sont qualifiées alors de séquences

régulatrices distales (Fig.22).

Site d’initiation de Site de terminaison
la transcription de la transcription
Promoteurl Géne l
I Il l
ATG Stop

Intron 1 Intron 2 Intron 3

#

v v v
| W [ A N | /-7// /I § ) B
f / Exon 1/ Exon 2 f Exon 3/ Exon 4 " f
Séquence : Séquence Séquence
régulatrice régulatrice distale régulatrice
distale en intragénique distale en
am?r’lg T ——_site d’épissage Site de aval

polyadénylation

-30 *t

V\ /V Boite Element

A 2 : ; TATA initiateur (Inr)
Séquences régulatrices proximales | |

Promoteur minimal

Figure 22: Représentation schématique des différentes séquences d’ADN impliquées dans la régulation de
la transcription (promoteur, séquences régulatrices proximales et distales) ou dans la maturation des ARN
(sites d’épissage et de polyadénylation des ARN). Les trinucléotides « ATG » et « stop » codent pour

I’initiation et ’arrét de la traduction de la protéine, respectivement.
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A.  Les séquences réqulatrices proximales

Habituellement situées entre 40 et 110 paires de bases en amont du site d’initiation, les
séquences regulatrices proximales sont reconnues par des facteurs de transcription
specifiques. Ces facteurs peuvent agir indirectement sur la machinerie transcriptionnelle en
recrutant d’autres facteurs responsables de la modification de la chromatine, ou directement
en interagissant avec les éléments de la machinerie transcriptionnelle. Cette interaction

protéine-ADN permet donc une régulation plus fine de I’initiation de la transcription.

Les séquences régulatrices peuvent avoir un effet activateur (UAS soit Upstream
Activating Sequence) ou répresseur (URS ou Upstream Repressing Sequence) selon la
protéine qui les reconnait. Plusieurs séquences sont maintenant bien caractérisées, comme les
boites CAAT et les motifs riches en GC, les éléments de réponse aux cytokines comme la
boite ISRE (IFN Stimulatory Response Element), les éléments de réponse a des facteurs de
croissance comme la boite SRE (Serum Responsive Element) ou encore les éléments de
réponse a des signaux hormonaux comme la boite RARE (Retinoic Acid Responsive
Element).

1. Le motif CCAAT

La boite CCAAT est I"une des séquences régulatrices proximales les plus communes
des promoteurs eucaryotes ; elle a été découverte tres tot, des les années 1980 (Benoist et al.,
1980; Efstratiadis et al., 1980). Située de 80 a 100 nucléotides, ou de 40 a 80 nucléotides en
amont du site d’initiation de la transcription selon que le promoteur contient ou non une boite
TATA, elle peut étre orientée dans un sens ou dans ’autre. Sous sa forme inverse ATTGG,
sa fréquence s’éleve a 60% dans les promoteurs dépourvus de boite TATA (Mantovani,
1998). Parmi les différents facteurs protéiques qui interagissent avec cette séquence (CBF,
HAZ2/3/4/5), seul NF-Y requiert pour sa liaison les 5 nucléotides de cette boite. L’interaction
de ce facteur avec la boite CCAAT influencerait de maniére sélective le sens de la
transcription dans des promoteurs bidirectionnels (Zanotto et al., 2009). Elle faciliterait
¢galement la mise en place d’une conformation ouverte de la chromatine via I’acétylation
de I’histone H3, permettant ainsi la fixation d’autres facteurs de transcription sur ’ADN tels

que FGFR2 (Sun et al., 2009).

69



Introduction — Chapitre 1

2. Le motif riche en GC

La boite GC est une séquence régulatrice proximale qui s’étend de -50 a -100 pdb et
qui contient une série de répétitions de nucléotides GC (Fig.23). Les boites GC sont
significativement plus grandes en aval du TSS qu’en amont (58% contre 53%) et il y a une
forte corrélation négative entre le contenu en GC et le nombre de promoteurs alternatifs
putatifs (Ma et al., 2009). Cela suggere donc que les boites GC situées a proximité du TSS

jouent un réle important dans la régulation des promoteurs alternatifs.

¥ 4o —¢c—c—c—B6)—cr—c—cr—cr
5"*(}-—.’(j.‘-—G‘—*G—*C—-G"—G'.—iG'—-‘Gf
o

15
/ KSLHD R \ //1 RQLEDSRI \ ( ARLHSTKl #\ NH,

COOH . <F—— (/’
e

Figure 23 : Liaison du facteur Spl de la famille Sp/XKLF grace a ses structures en doigts de zinc

(Bouwman and Philipsen, 2002).

Ces boites GC sont des sites de liaison spécifiques pour la famille de protéines
Sp/XKLF (specificity protein/Krippel-like factor). Celle-ci est unie dans une configuration
particuliere : chacun de ses membres possede une combinaison de 3 doigts de zinc Cys2His2
(Fig.23) particulierement conservés (Philipsen and Suske, 1999). Appelés Krippel chez la
drosophile (Schuh et al., 1986), le premier facteur de ce type trouvé chez I’lhomme est Spl
(Kadonaga et al., 1987). La partie C-terminale de chaque doigt de zinc forme des helices a
qui lient ’ADN, et la partie N-terminale forme des feuillets . La partie non conservée en C-
terminal de chaque doigt est responsable de la reconnaissance spécifique de séquences
d’ADN au niveau des génes cibles. Sp1l se fixe a I’ADN en reconnaissant des séquences de 10
pdb riches en GC. Les amino-acides de Spl qui contactent I’ADN sont KHA, RER et RHK,
situés respectivement dans chacun des 3 doigts de zinc (Fig.23). Spl est un transactivateur
du promoteur de SV40. Celui-ci porte 6 exemplaires d’un élément riche en GC voisin du
promoteur précoce. Tous les membres Sp/XKLF reconnaissent les mémes séquences d’ADN,
qui se décomposent sous les variations suivantes: GC-(GGGGCGGGG) et GT-
(GGTGTGGGG). Les membres de la famille Sp/XKLF ont toutefois des affinités différentes
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pour le motif GC a cause des substitutions qui peuvent exister parmi les acides aminés des

doigts de zinc.

Les boites GC et GT jouent un role important pour 1’expression de trés nombreux
génes ubiquitaires aussi bien que pour des génes spécifiques d‘un tissu ou viraux (Philipsen
and Suske, 1999). Ces motifs GC sont impliquées dans la maintenance des états de méthylation
libres des 1lots CpG et sont protéges des méthylations de novo par la famille Sp (Brandeis et
al., 1994). Récemment, il a été montré que la Thalidomide induit des changements texturaux
importants de la chromatine ; les cellules sensibles a cette drogue ayant des boites CG non
méthylées, alors que les cellules qui lui sont résistantes, possedent des boites CG

hyperméthylées (Trussardi-Regnier et al., 2009).

3. Les éléments de réponse HRE

L’analyse des régions promotrices des genes cibles a permis de décrire les différents
HRE (Leid et al., 1992). Une nomenclature est utilisée pour représenter ce nombre de
nucléotides. Par exemple, les éléments en répétition inverse espacés par zéro et un nucléotide
sont appelés IR0 et IR1 respectivement. L’efficacité et la sélectivité de 1I’élément de réponse
dépend : (Mader et al.,, 1993) de I’orientation (répétition inverse, directe, éverse ou
palindrome), de 1’espacement, c'est-a-dire du nombre de nucléotides séparant les demi-sites,
de la séquence des nucléotides contenue entre les répétitions des demi-sites, de la séquence
des motifs consensus et de la séquence des nucléotides entourant 1’élément de réponse
(Fig.24).

Orientation Elément de réponse Exemples de récepteurs
Homodimére :
Répétition directe P N=X & RXR!RXR .
DR PuG(GIT)TCA PuG(GIT)TCA Hétérodiméres :

RAR/RXR, RAR/TR, RAR/VDR,
RXR/NVDR, TRIVDR

s s N=X Homodiméres :
l‘\‘epet-mﬁ;1 inverse PuG(GfT)TCk ’CT(‘I’IG)GPU ARJAR, ER/ER, GRIGR, PRIPR
5 = P N=X < Hétérodiméres :
Palindrome PuG(GIT)TCA TGA(AIC)CPy RAR/RXR, TRIRXR , RARITR
Homodimeére:
Répétition éverse » N=X > TRITR
PuG(GIT)TCA ACT(T/G)GPu Hétérodimeres :

RAR/RXR, TRIRXR

Figure 24 : Eléments de réponse avec des exemples de récepteurs pour chaque configuration (Gronemeyer
and Laudet, 1995). AR : récepteur des androgenes ; ER : récepteur des oestrogenes ; GR : récepteur des
glucocorticoides ; PR : récepteur de la progestérone ; RAR : Récepteur de I’acide rétinoique ; RXR : récepteur

des rexinoides ;TR : Récepteur des hormones thyroidiennes ; VDR : récepteur de la vitamine D3.
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Pour réguler la transcription du géne cible, deux récepteurs nucléaires (RN) doivent se
fixer sur ’ADN, un récepteur sur chaque séquence hexa-nucléotidique. Ils le font sur des
séquences spécifiques d’ADN appelées éléments de réponse aux hormones (HRE). Les RN
peuvent agir sous la forme d'homodimeres (les deux récepteurs nucléaires sont identiques) ou
d'hétérodimeres (les deux récepteurs nucléaires sont différents) (Fig.25). A titre d’exemple,
les récepteurs des hormones steroidiennes agissent exclusivement en homodimeres alors que
les récepteurs RARs, VDR et TRs agissent le plus souvent en hétérodimeres avec RXR

comme partenaire.

R
élément de réponse

pus/ 1A RRPuo-/ TcA|

IR et PAL DR ER

) — R A .

homodiméres homodiméres
et hétérodiméres et hétérodimeres

homodiméres

Figure 25 : Fixation de récepteurs nucléaires sous forme d’hétérodimeéres sur la boite HRE.

B. Les séquences réqulatrices distales

Certaines séquences d’ADN sont parfois situées jusqu’a plusieurs milliers de paires de
bases du promoteur pour controler 1’expression d’un géne. Ces séquences sont appelées

«enhancer» lorsqu’elles sont activatrices et «Silencer» lorsqu’elles sont inhibitrices.

Un exemple classique du réle de séquences régulatrices distales provient de 1’étude de
I’expression du gene de la B-globine. Son expression est contr6lée, au moins en partie, par une
région située 20 a 30 kb en amont et nommée LCR, pour région de contréle du locus (Fraser
and Grosveld, 1998; Vakoc et al., 2005). Trois modéles coexistent pour expliquer la
régulation de la transcription par ces séquences (Bulger and Groudine, 2002; Tang et al.,
2002).
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Un premier modele, appelé «looping», suggére que I’ADN se courbe et forme une
boucle pour permettre aux activateurs fixés sur les régions régulatrices de contacter les
facteurs de base de la transcription (Fig.26). Des analyses récentes d’immunoprécipitation de
la chromatine sur les promoteurs des génes actifs Met16 et Inol de la Levure, supportent ce
modele mais tendent a démontrer que 1’interaction entre 1’activateur CF1 et le facteur TFIIB
serait & la base de cette configuration enroulée (ElI Kaderi et al., 2009). Cette boucle
faciliterait ainsi la réinitiation de la transcription en permettant le transfert direct de la Pol |1

du site de terminaison au site d’initiation contenant les facteurs de transcription déja en place.

) looping =
1=

tracking
E—

. - linking
e | — and looping

linking

Figure 26: Modé¢le d’interaction entre le promoteur (P) d’un géne et un activateur de la transcription ou

enhancer (E)°(Bulger and Groudine, 2002)

Un deuxieme modele, appelé «linking», suggére que les régions de controle
permettent d’établir une structure chromatinienne (activatrice ou inhibitrice) qui se propage

jusqu’au géne a réguler (Bulger and Groudine, 1999).

Le troisieme modeéle, appelé «sequential», suggére que les domaines de régulation
permettent la relocalisation du géne dans une région du noyau riche en facteurs déstabilisants
pour la compaction de la chromatine, et ’activation de la transcription du geéne (Francastel et

al., 2001; Tang et al., 2002).

Le génome compte ainsi de nombreuses séquences d’ADN qui participent a la
régulation de I’expression des geénes. Pour étre fonctionnelles, ces séquences d’ADN doivent
étre reconnues par leurs cibles protéiques. Voyons a présent quels acteurs participent a la

reconnaissance de ces séquences et a I’induction de la transcription.
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Iv. Les activateurs, les répresseurs et les cofacteurs de la transcription

Les activateurs transcriptionnels possedent une structure modulaire constituée au
minimum d’un domaine de liaison a ’ADN (DBD) et d’un domaine d’activation (AD). La
plupart des protéines activatrices possédent en outre un domaine de dimérisation (DD) qui
leur permet de s’homo- ou de s’hétérodimériser (Fig.27). Chacun de ces domaines est

¢changeable avec le domaine correspondant d’un autre activateur (Sadowski et al., 1988).

Figure 27 : Représentation schématique d’un activateur proximal.

AD : domaine d’activation ; DD : domaine de dimérisation ; DBD : domaine de liaison a I’ADN qui reconnait

spécifiquement un site de liaison appelé ARE pour « élément de réponse spécifique a I’activateur ».

Un des activateurs les plus employés dans les systemes de transcription in vitro est la
protéine de levure GAL4. Les domaines DBD et AD de cet activateur ont largement été
utilisés sous forme de fusion avec différents domaines afin de comparer directement

I’efficacité d’activation de multiples activateurs dans un systéme commun.

Les Eucaryotes supérieurs possedent une trés grande variété d’activateurs ubiquitaires
ou spécifiques de certaines cellules. Les récepteurs nucléaires qui se lient a I’ADN par un
domaine en doigt a zinc posseédent deux domaines d’activation : I’un dépend de la liaison par
un ligand, 1’autre est indépendant (Steinmetz et al., 2001). Cette famille d’activateurs
comprend les récepteurs aux hormones thyroides, stéroides, a la vitamine D et les récepteurs a

I’acide rétinoique (Acevedo and Kraus, 2004; Umesono et al., 1988) (voir chapitre 3).

Le rble de ces activateurs est varié : lls peuvent faciliter le degagement du promoteur,
déstabiliser I’organisation des nucléosomes, favoriser le recrutement de GTFs, induire des
changements conformationnels des GTFs ou des modifications covalentes de la chromatine au

niveau des queues des histones (Fig.28).
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L’activation de la transcription passe par la liaison de protéines activatrices aux
séquences activatrices proximales, qui régulent alors 1’activité de complexes de remodelage
de la chromatine et celle de ’appareil transcriptionnel. Alors que les activateurs peuvent
recruter les GTFs sur le promoteur, en accélérant le processus d’assemblage, les répresseurs

peuvent inhiber la transcription en bloquant celui-ci.

L’assemblage des GTFs est lui aussi sujet a régulation par la fixation de cofacteurs
positifs ou négatifs. Les cofacteurs incluent les TAFs du TFIID (sur lesquels nous reviendront
dans le chapitre 11), le complexe du Médiateur et les activateurs proximaux.

Promoter Clearance and Elongation Anti-repression Transcription Factor Recruitment
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Figure 28 : Réle des activateurs de la transcription (Orphanides et al., 1996).

A.  Le complexe Médiateur

Le Médiateur est un authentique coactivateur, capable de stimuler a la fois la
transcription basale (Mittler et al., 2001) et la transcription dépendante des activateurs (Kim et
al., 1994). Cette derniere faculté repose essentiellement sur le fait que le médiateur sert de
molécule de liaison dans la transduction des signaux depuis I’activateur grace a son module

de la queue, jusqu’a la Pol II via son module de la téte (Fig.29).

Les sous-unités du Médiateur interagissent pour une grande part avec des activateurs : la sous-
unité MED220, par exemple, est la cible des récepteurs nucléaires TR, VDR, RARa, RXRa,
PPARY, ER et AR. L’importance physiologique de ces interactions a été confirmée par des
expériences KO chez M. musculus. Les sous-unités MED100 et MED220 sont essentielles au
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développement embryonnaire, et le KO de la seconde se caractérise par la dérégulation de la
transcription dépendante de certains récepteurs nucléaires (Ito et al., 2000). Le complexe du
Médiateur a donc indéniablement un rdle de co-activation de la transcription.

TRAP/Médiateur @ @ PC2/

: \ Médiateur
| og” i

@R — l\ & —

Recrutement facilité de la Pol 11 Stimulation de ’activité basale

Figure 29 : L’activation de la transcription via le complexe du Médiateur (Malik and Roeder, 2005).

B. Les cofacteurs dérivés de [UAS

Le fractionnement biochimique des extraits nucléaires de cellules Hela (Meisterernst et al.,
1991) a laissé entrevoir des fractions capables de stimuler la transcription dépendante des
activateurs nommeées UAS (Upstream Activating Sequence) (Fig.44). Plusieurs cofacteurs
positifs ont été identifiés (PC1, PC2, PC3) ainsi qu’un cofacteur négatif (NC1) (Kaiser and
Meisterernst, 1996). Ces acteurs augmentent le niveau de transcription lorsque les activateurs

sont présents mais le répriment en cas d’absence (Thomas and Chiang, 2006).

C.  Les récepteurs nucléaires

Les récepteurs nucléaires (RN) possédent un domaine de fixation a I’ADN et des
domaines d’activation de la transcription. Ils forment donc une superfamille de facteurs de
transcription activés par des ligands qui régulent de nombreuses fonctions physiologiques, du
développement a I’homéostasie chez les Métazoaires. Ce sont donc des activateurs de la
transcription.

Des études phylogénétiques ont montré que I’apparition des RN s’était produite tres
tot au cours du développement des Métazoaires et avait suivi une évolution tres rapide
(Escriva et al., 2000).
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1. Les différentes catéqories de récepteurs nucléaires

Des alignements de séquences et la construction d’un arbre phylogénétique ont permis
de définir 6 grandes sous-familles de RN (Laudet, 1997), basées sur la conservation des
domaines de liaison au ligand (LBD) et a I’ADN (DBD) au cours de I’évolution (Fig.30).
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Figure 30 : Modéle hypothétique concernant I’évolution de la superfamille des RN (Owen and Zelent,
2000).

Ces 6 grandes sous-familles sont les suivantes :

e Sous-famille 1: des hormones thyroidiennes/vitamines
e Sous famille 2: Retinoid X Receptor-like

e Sous Famille 3: Récepteur des hormones steroides

e Sous Famille 4: Nerve Growth Factor IB-like

e Sous Famille 5: Steroidogenic Factor-like

e Sous Famille 6: Germ Cell Nuclear Factor-like

Cette superfamille des RN contient non seulement des RN pour des ligands connus

mais aussi un nombre important de récepteurs orphelins qui n’ont pas de ligands ou pour
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lesquels aucun ligand n’a, a ce jour, ¢été identifi¢. 48 RN ont ¢été identifiés dans le génome

humain (Chambon, 2004).

Chez les Métazoaires, il existe trois familles de RN (Tableau 2) :
- les RN des hormones stéroidiennes (RN aux cestrogenes ou aux androgénes par exemple).
- les RN des hormones non-stéroidiennes (RN des hormones thyroidiennes ou de I’AR).

- les RN dits "orphelins™ car aucun ligand susceptible de moduler leur activité
transcriptionnelle n’a été identifié. La capacité de ces RN a lier un ligand a peut-étre été
perdue au cours de 1’évolution (perte de fonction secondaire) ou au contraire été induite ce qui
permettrait une liaison permanente de ces récepteurs a leurs ligands. Parmi ces RN, se
trouvent les récepteurs orphelins associés aux récepteurs des rétinoides (ROR) ou ceux

associés aux récepteurs des cestrogénes (ERR) (Aranda and Pascual, 2001; Gronemeyer et al.,

2004).

Ligand Récepteur
Hormones stéroidiennes
CEstrogéne ER
Androgéne AR
Progestérone PR
Glucocorticoide GR
Hormones nhon-stéroidiennes
Hormones thyroidiennes TR
Acide rétinoique RAR
Réxinoides RXR
Vitamine D VDR
Acides gras / eicosanoides PPAR
Skl NGPIE, ERR
P: i i)
as de ligand connu ROR, SF1

Tableau 2 : Quelques membres de la famille des récepteurs nucléaires et leur ligand.

AR : récepteur d’androgéne ; COUP-TF : facteur de transcription du promoteur de 1’ovalbumine de poulet ; ER :
récepteur des cestrogénes; ERR : récepteur orphelin associé aux récepteurs des cestrogenes ; GR : récepteur des
glucocorticoides ; NGFI-B : facteur de croissance neuronale 1B ; PPAR: Récepteur des péroxysomes en
prolifération ; PR : récepteur de progestérone ; RAR : récepteur de 1’acide rétinoique ; ROR : récepteur orphelin
associé aux récepteurs des rétinoides ; RXR : récepteur des réxinoides ; SF1 : récepteur orphelin, facteur

stéroidogéne 1 ; VDR : récepteur de la vitamine D3.
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2. Structure des récepteurs nucléaires

Les récepteurs nucléaires ont une structure modulaire commune formee de 5 a 6
régions (Fig.31), chaque région possédant un réle bien précis (Chambon, 1996; Gronemeyer
and Laudet, 1995).

Domaine de

. transactivation Région Domaine de transactivation _ o
Domaine N- charniére IDomaine -

inal | ( A \ terminal
e AB C D E —
N

/ Domaine de NLS Domaine de
liaison de I’ ADN liaison du ligand
\ \
! > SN —-
e £ -~ -
3-D LBRD
Ligand
Y
ADN DBD

Figure 31 : Les différentes régions (A a F) et les domaines caractéristiques (DBD, LBD, AF1 et AF2) d’un

récepteur nucléaire.

a)  Larégion A/B

La région A/B est située du coté amino-terminal (NH2) (Fig.31). Cette région est
extrémement variable d’un récepteur nucléaire a 1’autre en termes de taille, de séquence
d’acides aminés et de présence ou non du domaine de transactivation AF-1 (Activation
Function 1) (Krust et al., 1986). Les capacités transactivatrices de AF-1 varient selon le
récepteur considéré, 1’¢lément de réponse, le type cellulaire et enfin selon le contexte du
promoteur (possibilité d’interaction avec le facteur général de transcription TFIIB) (Bocquel
et al., 1989; Dowhan and Muscat, 1996; Hadzic et al., 1995). Ce domaine de transactivation
est indépendant de la liaison du ligand (Nagpal et al., 1993). Il peut activer la transcription des

génes cibles méme si aucun ligand ne s’est fixé au récepteur et peut également étre reconnu
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par des co-activateurs, et/ou d’autres facteurs de transcription comme la protéine de liaison a
la boite TATA (TBP) et la protéine de liaison 8 CREB (CBP) (Almlof et al., 1998; Warnmark
et al., 2003).

b)  Larégion C
La région C est présente chez tous les récepteurs nucléaires (Green et al., 1988)
(Fig.31). Elle est structurée par deux doigts de zinc contenant le DBD (Freedman et al., 1988;
Schena et al., 1989).Ce domaine permet au récepteur de reconnaitre des séquences spécifiques

de I’ADN, de s’y lier et d’activer les génes cibles.

¢)  LarégionD

La région D est une région charniere entre les régions C et E (Fig.31). Cette région
varie d’un récepteur nucléaire a ’autre. Elle peut contenir un signal de localisation nucléaire
(NLS) (Ylikomi et al., 1992). Dans le cas du RN des hormones thyroidiennes, la mutation de
certains résidus de la région D inhibe I’interaction avec des corépresseurs (Damm et al.,
1993). Dans le cas du récepteur RXR, cette région est aussi impliquée dans la liaison a
I'ADN (Lee et al., 1993).

d)  LarégionE

La région E présente une trés forte conservation inter- et intra-espéces (Laudet et al.,
1992) (Fig.31). Cette région contient le LBD et un domaine de transactivation nommé AF-
2 (Activation Function 2) (Chambon, 1996). L’activité transactivatrice de AF-2 dépend de la
liaison du ligand (Nagpal et al., 1993). Ceci signifie que ce domaine est actif a condition que
le ligand soit lié au récepteur. Le domaine AF-2 est la cible de nombreux co-activateurs et
corépresseurs (Warnmark et al., 2003).

La région E contient également une interface de dimerisation des récepteurs
nucléaires (Chambon, 1996; Leid et al., 1992; Leng et al., 1995). Dans certains cas, cette
région contient un signal de localisation nucléaire (Picard and Yamamoto, 1987; Zhou et al.,
1994). Dans le cas des récepteurs des hormones stéroidiennes, la région E contient aussi un
domaine d'interaction avec les protéines HSP (heat shock protein) (Chambraud et al., 1990;
Housley et al., 1990). Enfin, il a été démontré pour RXR et RAR que ce domaine contient des
sites de phosphorylation (Bastien et al., 2002; Taneja et al., 1997).

80



Introduction — Chapitre 1

Chez la plupart des récepteurs, la région E adopte un repliement conservé
comprenant douze hélices o (H1 & H12) et un feuillet-p composé de deux brins antiparalléles
localisé entre les hélices HS et H6. L’hélice H12 correspond au domaine de transactivation
AF-2. La figure 32 représente 1’enchainement des hélices o et des brins du feuillet B pour le
cas du récepteur nucléaire RXRa sans ligand (apo-LBD) et RARy avec son ligand (holo-
LBD) (Renaud et al., 1995).

Figure 32 : Diagramme en rubans des formes humaines de RXRa sans ligand (apo-LBD) a gauche et de
RARYy avec son ligand (holo-LBD) a droite (Chambon, 2004).

Le changement majeur observé entre ces deux RN est un repositionnement de
I’hélice H12 située a I’extrémité carboxy-terminale de la région E (Fig.31). Dans la forme de
RXRa en I’absence de ligand, I’hélice H12 adopte une conformation étendue qui 1’éloigne du
reste de la protéine, alors que dans la forme de RARy liée au ligand, cette méme hélice vient
se plaquer contre la structure et pi¢ge le ligand a I’intérieur de la poche de fixation (Fig.31).
De plus, I’hélice H2 présente dans la forme "apo" est déstructurée dans la forme "holo" du

récepteur.

L’¢équipe d’Egea a montré en comparant les formes apo et holo du récepteur RXRa
que la fixation du ligand entraine également d’autres changements de conformation de la
région E (Egea et al., 2000). Suite a la fixation du ligand et au repositionnement de 1’hélice
H12 qui en découle, des remaniements structuraux affectent les hélices H3 et H11 qui se
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repositionnent (Fig.32). L hélice H3 se déplace vers I’intérieur de la protéine et permet ainsi a
sa partie amino-terminale d’interagir directement avec le ligand. Au contraire, 1’hélice H11
est repoussée vers 1’extérieur. Dans une moindre mesure, I’hélice H6 ainsi que les brins du
feuillet B sont également concernés. Ces changements structuraux stabilisent I’ensemble de la

région E.

e)  Larégion F

La région F des récepteurs nucléaires est située du coté carboxy-terminal (COOH)
(Fig.31). Elle est absente chez certains récepteurs et son taux de conservation est faible. Dans
le cas de RARalpha, la présence de cette région semble indispensable a I'activité du domaine
AF-2 (Tate et al.,, 1996). Elle pourrait modifier les propriétés des RAR grace a ses
nombreuses phosphorylations (Bastien et al., 2000), stabiliser I’hélice 12 (AF-2) du sous-type
de récepteur RARa dans une conformation ouverte, permettant ainsi la liaison de
corépresseurs (Farboud and Privalsky, 2004). Pour les RXRs, I’absence de la région F les

transforme en inhibiteurs de la transcription (Damm et al., 1993).

3. Les mécanismes de la réqulation transcriptionnelle

Les ¢léments de réponse ont tout d’abord été localisés dans la région régulatrice en 5’
des génes cibles associés (Green and Chambon, 1988). Mais il est maintenant bien connu que
le HRE peut étre localisé dans toutes les régions régulatrices. Les récepteurs nucléaires, une
fois fixés sur leurs éléments de réponse ont la capacité d’activer ou de réprimer 1’expression

de génes cibles. Ils régulent ainsi leur transcription.

a)  Régulation transcriptionnelle par les cofacteurs

Les modeles classiques séparant le mode d’action des deux types de récepteurs tendent
a s’estomper avec I’apparition de la notion de recrutement cyclique des récepteurs

stéroidiens au niveau de leur HRE.

-Les récepteurs stéroidiens

Dans le modeéle classique faisant intervenir des récepteurs stéroidiens, les récepteurs
sans ligand sont liés a des protéines de choc thermique (HSP) dans le cytoplasme (Fig.33).

La liaison a I’hormone stéroide enclenche la dissociation du RN et de la HSP, la dimérisation
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du RN et sa translocation a I’intérieur du noyau ou il pourra aller se fixer a son HRE (Pratt et

al., 2004).

Le complexe RN-ADN formé recrute alors des cofacteurs transcriptionnels tels que
la famille p160 (Xu and Li, 2003) ou CBP/p300 (Wang et al., 2008). La famille p160 des co-
activateurs comprend les proteéines SRC1 (NCoA-1), SRC2 (TIF-2, GRIP-1) et SRC3 (pCIP,
ACTR, AIBl1, TRAM1, RAC3) (Glass and Rosenfeld, 2000; Perissi et al., 1999). Ces
membres vont servir d’adaptateurs pour le recrutement de complexes protéiques ayant des

activités enzymatiques (Lefebvre et al., 2005). Ces derniers seront détaillés un peu plus loin.
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Figure 33 : Les récepteurs stéroidiens et leur role de cofacteurs transcriptionnels.

Cependant, ce modéle tend a étre balayé par des travaux récents. G. Hager a étudié,
lors d’une expérience de photo-bleaching avec le récepteur aux glucocorticoides (GR) lié a la
GFP (Green Fluorescent Protein), la liaison de ce RN et de ses co-activateurs a son HRE sur

le promoteur murin du virus tumoral MMTV (mouse mammary tumour virus).

Ses expériences in vivo montrent que le GR occupe son HRE pendant quelques
secondes seulement (Archer et al., 1994). Le modéle proposé de "retour a la matrice"
suggere que les séquences régulatrices sont occupées de maniere cyclique par GR, qui recrute
le complexe SWI-SNF (Auwerx et al., 2003). Cela est suivi d’un remodelage chromatinien et
d’une dissolution du complexe pour permettre I’initiation d’un autre cycle de fixation de GR.
Il s’agit donc l1a d’un contraste majeur avec la vision classique de I’activation de la
transcription (John et al., 2009). Cependant, des expériences d’immunoprécipitations de la

chromatine sur d’autres RN stéroidiens dans des systemes reconstitués ou sur des cellules
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vivantes suggerent plutdt une périodicité de 1’ordre de 10 minutes. Si la relation entre des
¢changes rapides de I’ordre de la seconde et des longs cycles d’occupation du promoteur
demeure étrange, une méme cinétique de recrutement cyclique a été trouvée pour le
récepteur ER sur le promoteur pS2 (Denger et al., 2008). Ce recrutement pourrait se faire en
présence ou en l’absence de ligand. La cyclicité dépendrait seulement de 1’activité du

complexe du protéasome, également requis pour la transcription.

Ces experiences indiquent que la question pour un RN n’est plus de savoir s’il est, ou
non, li¢ a I’ADN, puisque les RN stéroidiens s’associent de manicre cyclique avec leur HRE
méme en 1’absence de ligand. Il s’agit donc plutot d’examiner si des cofacteurs dépendant du
ligand sont recrutés sur le complexe activé RN-ligand (Hong et al., 2009) et si tel est le cas, il
serait intéressant de connaitre le temps pendant lequel ce complexe est associé au promoteur.
L’image dynamique qui émerge a présent, suggere que la régulation transcriptionnelle est un
processus continuellement ré-évalué, dans lequel les protéines et I’ADN s’associent et se
dissocient régulierement afin d’ajuster les taux de transcription aux conditions immediates.
Dans le cas de la transcription dépendant du RN, la concentration en ligand semble étre
déterminante. Contrairement aux modeéles statiques classiques, cette vision dynamique de

I’action des NR souligne qu’un autre paramétre est important dans ce domaine : le temps.

-Les récepteurs non stéroidiens

IIs sont situés dans le noyau de la cellule. A I’exception des homodiméres RXR/RXR,
les RN non stéroidiens sont capables de se lier a leur HRE que leur ligand soit présent ou non
(Pfahl, 1993).

--Absence de ligand

En I’absence de ligand, 1’activation des génes est réprimée par des co-répresseurs.
Les premiers corépresseurs qui ont été identifiés ont été appelés N-CoR (corépresseur des
récepteurs nucléaires) (Horlein et al., 1995; Kurokawa et al., 1995) et SMRT (médiateur

silencieux des hormones rétinoidiennes et thyroidiennes) (Chen & Evans, 1995).

Ces corépresseurs (Fig.34) interagissent avec le récepteur nucléaire par 1’intermédiaire
de son LBD (Leo and Chen, 2000). lls se lient efficacement aux RAR et aux TR. lls
permettent une répression de la transcription grace au recrutement de complexes ayant des

activités histones désacétylases et meéthyltransférases qui stabilisent la structure du
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nucléosome, empéchant ainsi toute accessibilit¢ a ’ADN. Il n’y a donc pas de transcription

possible (Niederreither and Dolle, 2008).

Histone Ligand-dependent  ‘Core' Histone ATP-dependent
methyl- CO-Tepressors co-repressor deacetylases  chromatin
transferases complex remodelling
T 1 T 1T r 1 r

Promoter

Stabilized inaccessible

nucleosomes

Figure 34 : Mécanisme de répression de la transcription par la liaison de corépresseurs a I’hétérodimére
RAR/RXR en absence de ligand (Niederreither and Dolle, 2008).

-Présence du ligand

La fixation du ligand induit un changement conformationnel dans la structure du
LBD permettant le départ des corépresseurs et le recrutement de complexes co-activateurs
(Chambon, 1996; Germain et al., 2004; Lefebvre et al., 2005) sur le complexe de transcription
(McKenna et al., 1999; Xu et al., 1999). Alors que certains co-activateurs interagissent avec
les facteurs de la transcription basale, d’autres assurent le remodelage de la chromatine
(Fig. 35). La fonction de ces différents co-activateurs sera expliquée de maniere plus détaillée

dans la partie suivante intitulée « les modifications covalentes de la chromatine ».

Co-activators

Activated

Dissociation of transcription

nucleosomes

Figure 35 : Mécanisme d’activation de la transcription grice au recrutement de co-activateurs.

85



Introduction — Chapitre 1

Il arrive dans certains cas que les ligands recrutent des protéines telles que RIP140,
TIF1o ou PRAME (Fig. 36) qui interagissent alors avec les récepteurs afin de réprimer la
transcription (Cavailles et al., 1995; Epping et al., 2005; Le Douarin et al., 1996).

PRAME-positive tumor cells
Normal cells

Cell cycle arrest, differentiation,
and apoptosis genes expressed Target gene expression blocked

— | RARE | ee—
Figure 36: Modéle de répression par Prame de la voie de signalisation a I’acide rétinoique (Epping et al.,
2005).

Dans ce cas, la fixation du ligand induit une répression de la transcription des genes
cibles. Cette situation se rencontre surtout lors de la tumorigeneése cellulaire (Fig.35).

b)  Régulation transcriptionnelle via la phosphorylation

La phosphorylation constitue un niveau supplémentaire de contrdle de I'activité de la
transcription des récepteurs nucléaires. Il s’agit d’'une modification post-traductionnelle
commune aux protéines. La plupart des membres de la famille des récepteurs nucléaires sont

phosphorylables.

-la phosphorylation des récepteurs nucléaires

In vivo, les récepteurs des hormones stéroidiennes (androgénes, oestrogenes,
glucocorticoides, progestérone), le récepteur de la vitamine D3, les récepteurs d'hormones
thyroidiennes et les récepteurs de 1’acide rétinoique sont phosphorylables (Auricchio, 1989;
Fahrner et al., 1990; Gaub et al., 1992; Glineur et al., 1990; Rochette-Egly et al., 1991; van
Laar et al., 1991; Weigel, 1996).

Plusieurs kinases peuvent phosphoryler les récepteurs nucléaires sur différents
résidus. Parmi ces kinases, on trouve la caséine kinase Il (Bodwell et al., 1991), la MAP
kinase (Katoch and Moreland, 1995), la protéine kinase A (Chen et al., 1999; Rochette-Egly
et al.,, 1995), la protéine kinase C (Tahayato et al., 1993) ou la kinase dépendante des
cyclines cdk7, une sous-unité du facteur général de transcription et de réparation de 1’ADN,

TFIIH (Bastien et al., 2000; Rochette-Egly et al., 1997).
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-le cas des RARs

Le DBD de RARa par exemple est phosphorylable au niveau de la sérine 96 par la
kinase Akt (Srinivas et al., 2006). Cette sérine est tres conservée parmi les isoformes de RAR.
Sa phosphorylation ne nuit pas a la fixation des hétérodiméres RARo/RXRa au niveau de
leurs éléments de réponse mais entraine une diminution de la transactivation des géenes
rapporteurs en présence d’AR. Le DBD de RARa peut également étre phosphorylé au niveau
de la sérine 157 par la protéine kinase C (PKC) (Delmotte et al., 1999). Cette région est
importante pour la dimérisation des récepteurs (Quack et al., 1998) ; ce résidu de sérine est
bien conservé et toute mutation a ce niveau peut engendrer des troubles de dimérisation des

récepteurs ou de fixation a I’ADN.
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Figure 37 : Représentation schématique des domaines fonctionnels et des sites de phosphorylation

majeurs des récepteurs nucléaires a I’acide rétinoique (Bastien and Rochette-Egly, 2004).

Les domaines AF-1 et AF-2 des RARs n’échappent pas non plus aux
phosphorylations. La kinase cdk7 phosphoryle en effet les sérines 77 de RARa et 68 de
RARYs, situées au niveau de la région B (Fig.37). Tout défaut de cette phosphorylation a cause
d’une mutation de TFIIH aboutit & une diminution considérable de I’expression des genes
cibles des rétinoides (Keriel et al., 2002). De plus, les sérines phosphorylables situées dans
AF-1 se trouvent au cceur d’un motif riche en proline qui est un motif d’interaction avec les
protéines possédant un domaine SH3 ou WW. Toute modification de la phosphorylation aura
donc des effets directs sur la liaison de ces protéines (Macias et al., 2002). De méme, la
protéine kinase A (PKA) phosphoryle les sérines 369 de RARa et 360 de RARY,, pouvant

entrainer ainsi le départ de corépresseurs liés a RAR (Fig.37).
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-le rdle de cette phosphorylation ?

L’état de phosphorylation des récepteurs nucléaires peut considérablement moduler

leurs fonctions (Jackson, 1992).

Tout d’abord, il peut modifier la capacité du reécepteur a se lier sur son élément de
réponse. Par exemple, Lefebvre et al. ont montré que la déphosphorylation de RARa ou de
RXRP altere la liaison du récepteur sur ’ADN (Lefebvre et al.,, 1995). De méme, la
phosphorylation du résidu sérine 369 de RARa augmente la capacité de 1’hétérodimere
RAR/RXR a se fixer sur I'ADN (Rochette-Egly et al., 1995).

Ensuite, I’état de phosphorylation peut réguler le recrutement de coactivateurs ou de
corépresseurs (Dilworth et al., 2000). Par exemple, la phosphorylation de ER alpha
(Hammer et al., 1999) et du récepteur orphelin SF-1 (Tremblay et al., 1999) permet

I’interaction avec les coactivateurs SRC-1 et GRIP-1 respectivement.

Enfin, 1’état de phosphorylation controle la stabilité des récepteurs nucléaires et
régule ainsi leur quantité. Les phosphorylations de RAR, PPAR et ER jouent un réle essentiel
dans la dégradation de ces récepteurs par l'ubiquitine-protéasome (Floyd and Stephens, 2002).

D. Les modifications de la chromatine

Les histones sont les pieces maitresses de la compaction de I’ADN en chromatine et
jouent un rdéle majeur dans la régulation des fonctions du génome. Elles sont les cibles de
multiples modifications post-traductionnelles (MPT) qui apportent une information
épigénétique. Les MPT les plus courantes sont les suivantes : 1’acétylation et la méthylation
des lysines et des arginines, la phosphorylation des sérines et des thréonines, 1’ubiquitination,
la sumoylation, la ribosylation des lysines ou encore la citrullination des arginines (Cuthbert
et al., 2004). L’ensemble de ces modifications constituerait un "code histone", permettant

d’associer a chaque combinaison de modifications un état particulier de la chromatine.

Ces modifications régulent la structure et la fonction de la chromatine en recrutant des
protéines additionnelles (Ajiro and Allis, 2002) et en facilitant la liaison des activateurs et des
GTF a ’ADN chromosomique. Des co-activateurs recrutés par les activateurs et capables

d’agir sur les histones, contribuent en plus a faciliter I’activation de la transcription.
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Parmi les familles de co-activateurs qui modulent la structure chromatinienne, on
distingue les HAT, les arginines méthyltransférases (HMTs) comme CARM1 et PRMT]1, les
ubiquitinases/désubiquitinases et les complexes de remodelage des nucléosome comme
SWI/SNF.

1. Les complexes de remodelage

Les complexes eucaryotes protéiques utilisent de 1’énergie dérivée de I’hydrolyse de
I’ATP pour réorganiser la structure de la chromatine et déplacer les contacts entre histones et
ADN (Kornberg and Lorch, 1999; Workman and Kingston, 1998). Cette activité est
considérée comme co-activatrice indirecte puisqu’elle favorise la liaison d’activateurs et
promeut la transcription en altérant (Bouazoune et al., 2009) ou en déplacgant les structures

répressives chromatiniennes (Fig.38).

Le complexe SWI/SNF en est le prototype majeur. Il posséde une activite ATPase
intrinséque (Laurent et al., 1991) perturbant les nucléosomes in vitro et facilitant la fixation
de facteurs de transcription (Kwon et al., 1994) ou réprimant la fixation de répresseurs

transcriptionnels (Tyler and Kadonaga, 1999).

Les complexes SWI/SNF peuvent déplacer les nucléosomes, soit d’un brin d’ADN a
un autre, soit sur le méme brin d’ADN, par glissement (Whitehouse et al., 1999). SWI/SNF
peut encore rendre I’ADN accessible, soit en conservant les histones en place, soit en les

remplacant par des variants (Mohrmann and Verrijzer, 2005).

Displacement &
bulge formation

—

Translocation

Figure 38 : Le « bourgeonnement des nucléosomes (Zofall et al., 2006).

Outre le fait que SWI/SNF pourrait altérer les contacts entre ADN et histones, une
nouvelle hypothese, depuis 2006, fait état de la formation de ""bourgeons™ ou de "boucle
puis recapture™ (Fig.38) pour expliquer I’avancée des nucléosomes et la decompaction de la
chromatine. L’ADN se dissocierait a un coin du nucléosome, formant une bulle d’ADN a la

surface de 1’octamere. La boucle d’ADN se propagerait ensuite a travers la surface de
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I’octamére comme une onde. Il en résulterait un repositionnement de I’ADN sans

modification dans le nombre total de contacts entre histone et ADN.

L’expression de certains geénes requiert une action concertée des complexes
remodelant la chromatine SWI/SNF et de protéines impliquées dans I’acétylation des

histones telles que Gcenb.

2. Les histones acétyltransférases (HAT)

L’acétylation des histones se caractérise par le transfert d’un groupement acétyl
provenant d’un donneur tel que I’acétylcoenzyme A sur les lysines des histones. De
nombreuses HAT (Histone Acetyl Transferase) et HDAC (Histone Deacetylase) ont été
découvertes ces derniéres années. Des cofacteurs transcriptionnels, tels que p300, CBP,
hGCNS5 ou PCAF en possédent. Le recrutement d’activateurs ayant une activité HAT permet
I’acétylation des histones (Berndsen and Denu, 2008; Selvi and Kundu, 2009) et contribue a
la dérépression locale de la chromatine (Fig.39).

Histone
)
1 ﬁl‘./_//‘ "D =

des génes

Figure 39 : Réle des HDACs et des HATs dans P’acétylation des histones et implication dans la
transcription des génes (Wade, 2001).

a)  L'implication de HAT dans la transcription

L’acétylation constituerait une sorte de signal pour recruter les facteurs impliqués dans

I’initiation de la transcription. Il a été proposé que 1’acétylation des histones chromatiniens au
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niveau des promoteurs conduit a une structure de la chromatine moins compacte, permettant
I’accessibilité de ’ADN aux facteurs de transcription. Comment les modifications en N-

terminal des histones peuvent-elles modifier la structure de la chromatine ?

Certains modeles proposent une implication directe de ’acétylation des histones dans les

changements de la structure de la chromatine :

- I’acétylation des histones permettrait de restructurer la région promotrice, nécessaire au
recrutement et a la stabilisation de toute la machinerie de transcription (Anderson et al., 2001;
Sewack et al., 2001 ) ;

- I’acétylation des histones pourrait induire des changements de charges (neutralisation)
entrainant une diminution du contact ADN/histones, ou une altération des interactions

histone/histone entre nucléosomes voisins.

Des études physiques ont montré qu’in vivo, I’hyperacétylation des histones était sans
conséquence sur les propriétés hydrodynamiques et sur I’enroulement de I’ADN autour du
nucléosome (Peterson and Laniel, 2004). L’acétylation des histones n’est peut-étre pas
directement responsable d’une modification de la structure chromatinienne. Les modifications
specifiques des histones exercent un certain controle sur la liaison de diverses protéines a la
fibre de la chromatine. C’est I’hypothése du code des histones, qui est maintenant bien

admise.

Que le réle des HATS soit direct ou indirect, leur importance pour établir un contexte
chromatinien optimal pour initier la transcription n’est plus a mettre en doute. Ainsi ces dix
derniéres années, on a pu déceler des activités HATs pour de nombreux coactivateurs, comme
GCNS5, PCAF (Yang et al., 1996), p300/CBP (Bannister and Kouzarides, 1996 ; Ogryzko et
al., 1996), ACTR/Src1(Chen et al., 1997 ; Spencer et al., 1997), TIP60 (Yamamoto and
Horikoshi, 1997) et TAF 1(Mizzen et al., 1996). Ces différentes enzymes possédent de
nombreuses homologies de séquences, ce qui a permis de regrouper ces protéines en trois
superfamilles : GNAT, MYST et p300/CBP.

b)  La superfamille GNATs (GenS-related acetyltransferases)

Ces protéines ont eté regroupeées sur la base de quelques régions homologues,

notamment du motif lié a ’acétylation. Ce groupe comprend les protéines de levure Gen5,
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Hatl, Elp3 et Hpa2, et une variété¢ d’autres HATs eucaryotes (GCNS, PCAF) et procaryotes a

substrats différents. Ces protéines sont donc trés conserveées au cours de 1’évolution.

-les motifs conservés

Cette superfamille est définie par la conservation de 4 motifs, C, D, A et B (de
Nterminal vers C-terminal) dont la fonction n’est pas complétement comprise (Fig.40). Le
motif C est retrouvé dans la majorité des membres de la famille GNAT, mais pas dans la
plupart des HATs connues. Le motif A constitue la région la plus conservée et elle est
retrouvée dans d’autres familles de HATs, comme la famille MYST. Ce motif contient un
segment  Arg/GIn-X-X-Gly-X-Gly/Ala qui est spécifiguement impliqgué dans la

reconnaissance et la liaison d’un substrat : I’acétyl-CoA (Dutnall et al., 1998).

64% de similarité entre hGCN5 et PCAF

levure Gen5 | Vsl A2 T s

Tetrahymena Gen5 [ s/ rrd | EEERE
humain GCN5 | V7777777 | HEEy
humain PCAF | V777 77A | s

domaine HAT bromodomaine

Figure 40 : Alignement des protéines de la superfamille GNAT, le sous-groupe Gcn5 d’aprés (Sterner and
Berger, 2000)

Ces HATSs acétylent principalement 1’histone H3. Les protéines de cette famille sont
importantes pour la régulation de la croissance cellulaire et du développement. Il a été
montré que ces protéines GNAT font partie de complexes possédant des réles de coactivateurs

transcriptionnels et de réparation de I’ADN.

-GCNS et PCATF

Chez les mammiferes, deux protéines homologues de Gen5 chez la levure ont été
découvertes, GCN5 et PCAF (p300/CREB-binding Associated Factor), dont les séquences

sont hautement conservées (70 % d’identité et 80% de similarité). Ces protéines humaines

semblent capables d’exercer un role d’adaptateur et d’acétyler les histones, comme la protéine
de levure Genb. Si le domaine HAT est bien sir indispensable a la fonction d’acétylation de
GCNS5 (Fig.40), deux autres domaines semblent capables d’influencer I’activité HAT ainsi
que le choix du substrat. Le bromodomaine N-terminal de cette protéine est important dans la

reconnaissance du substrat (Xu et al., 1998b). Lorsque ce bromodomaine se lie a une autre
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protéine comme la protéine kinase DNA/PK, I’activit¢ HAT de GCNS5 se trouve alors inhibée
(Barlev et al., 1998). Chez les Vertébrés, deux formes distinctes de GCN5 sont produites par
épissage alternatif : une forme courte, qui n’a jamais été bien caractérisée et une forme longue
(hGCN5-L). La forme longue hGCNb5-L et la protéine PCAF se ressemblent beaucoup :
leurs tailles sont identiques, leurs séquences homologues, elles interagissent toutes les deux
avec p300/CBP. Ces deux protéines recombinantes sont capables d’acétyler in vitro des
histones H3 (Lys14) et d’'une maniére moins importante H4 (Lys8), qu’elles soient sous forme

libres ou bien agencées en nucléosomes (Schiltz et al., 1999 ; Yang et al., 1996).

c)  p300/CBP

CBP et p300 sont des protéines co-activatrices quasi-homologues qui lient un certain
nombre de séquences spécifiques d’activateurs transcriptionnels. Ces deux protéines ont tout
d’abord été isolées indépendamment, p300 pour son interaction avec E1A, et CBP pour son
interaction avec une forme phosphorylée du facteur de transcription CREB. Ces protéines se

sont avérées interchangeables dans la plupart de leurs fonctions (Fig.41).
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Figure 41 : Organisation des protéines CBP/p300, d’aprés (Chan and La Thangue, 2001).
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Dans diverses études, in vitro et in vivo, la présence de p300 s’est avérée cruciale pour
I’activation de la transcription de nombreux génes. L’activation de la transcription par les
récepteurs a I’acide rétinoique RAR/RXR, les récepteurs thyroidiens (Lee et al., 2003b), les
récepteurs aux oestrogenes, a la progestérone ou aux glucocorticoides (Acevedo and Kraus,
2003) est augmentée par la présence de la protéine p300. p300 favorise donc 1’activité de

récepteurs nucléaires (Fig.42).

De méme, p300 est capable d’interagir avec toute une panoplie de facteurs impliqués
dans 1’activation de la transcription, comme c-jun, c-myb, c-fos, myoD (Polesskaya et al.,
2001), E2F-1 (Dyson, 1998), SRC-1 (Yao et al., 1996), CREB (Yuan and Gambee, 2001),
p53 (An et al., 2004; Barlev et al., 2001 ; Espinosa et al., 2003 ) et leur acétylation par p300
est indispensable a la fonction de transactivation de ces protéines, puisque des mutations dans
le domaine HAT de p300 entrainent la perte de transactivation.

A

SWI'SNF

Figure 42 : Role de CBP/p300 dans I’activation transcriptionnelle
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La protéine p300 participe donc a 1’activation de la transcription de nombreux geénes,
en adéquation avec ses fonctions physiologiques. Le role de p300 dans le contrdle du cycle
cellulaire peut s’expliquer en partie par son implication dans I’expression de genes induite par
E2F-1. Egalement, le r6le de p300 dans la différenciation des cellules en cellules musculaires
pourrait s’expliquer par son implication dans I’activation de la transcription aidee par MyoD,

qui déclenche le programme de différenciation des cellules en cellules musculaires.

Le transfert de groupements acétyles peut également avoir lieu sur d’autres substrats et
favoriser 1’activité transcriptionnelle de génes spécifiques (Gu and Roeder, 1997). Ainsi, des
coactivateurs existant dans des complexes a plusieurs sous-unités tels que STAGA (SPT3-
TAF9-GCN5), TFTC (TBP-free TAF complex) ou PCAF (Nagy and Tora, 2007),
homologues fonctionnels du complexe SAGA (Spt-ADA-GCN5) (Baker and Grant, 2007)
chez la Levure, possédent une activité acétyltransférase. Ils agissent ainsi comme des

cofacteurs positifs pour ’activation de facteurs nucléaires in vivo.

d)  La famille MYST

Cette famille de protéines est nommée MYST, sigle composé des initiales des quatres
protéines MOZ, Ybf2/Sas3, Sas2, Tip60, découvertes en premier (Fig.43).

homologie MYST

levure Sas?2 338
levure Sas3 [ Vi W] ] 831
levure Esa1l 445
drosophile MOF [ [V W1 827
humain Tip60 513
humain MOZ | [Z[Z] i, ] 2004
humain MORF [ [z1z] i ] 1781
humain HBO1 [ i A 611

Figure 43: Alignement des protéines de la famille MYST, d’aprés (Sterner and Berger,2000).

Par la suite, la famille MYST s’est agrandie aux protéines Esal chez la levure, MOF
chez la drosophile, HBO1 et MORF chez les mammiféeres. Les membres de cette famille
présentent une grande homologie dans leur domaine HAT, qui comprend un site de liaison a
I’acétyl-CoA (apparenté au motif A de la famille GNAT), ainsi qu’un doigt & Zn atypique et
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un motif E-R (Esal-Rpd3), tous deux requis pour 1’activité enzymatique et la reconnaissance
du substrat (Akhtar and Becker, 2001). Bien que les protéines de cette famille possédent des
régions tres similaires en séquences, elles sont impliquées dans une grande variété de

fonctions régulatrices dans divers organismes.

La région d’homologie comprend un site de liaison a ’acétyl CoA représenté par une
boite noire, Z, un motif en doigt a zinc, atypique. TIP60 impliquée dans 1’activation de la
transcription par p53. La protéine TIP60 et le suppresseur de tumeur p53 partagent certaines
fonctions. Ces deux protéines sont impliquées dans la réponse cellulaire déclenchée par des
dommages d’ADN. Elles sont dégradées par le protéasome apres ubiquitination aidée par
Mdmz2, et s’accumulent apres une irradiation UV. Chez les mammiféres, p53 participe au bon
déroulement de la réponse des cellules aprés induction de dommages a ’ADN. p53 est un
facteur de transcription qui, apres induction de dommages a I’ADN, régule la transcription de
nombreux genes impliqués dans le contrdle de la prolifération des cellules et dans 1’apoptose
ou la réparation de ’ADN. En I’absence de la protéine p53, la réponse cellulaire aux cassures
d’ADN est anormale et conduit a I’accumulation de mutations dans le génome (Michael and

Oren, 2002).

En absence d’ADN endommagg, I’activité de p53 est contrdlée par le proto-oncogene
Mdm2. Mdm2 se lie directement a p53 et réprime son activité en accélérant sa dégradation via
le protéasome, et en inhibant P’activation de la transcription par p53. Lorsque I’ADN est
endommagé, p53 est phosphorylée par la voie de signalisation ATM/ATR chk1/chk2, ce qui
entraine sa dissociation de Mdm2. p53 est alors libre d’activer la transcription de certains
genes. TIP60 est impliqué dans la voie de signalisation p53 a plusieurs niveaux. Tout d’abord,
elle contribue a maintenir un niveau basal de p53 dans les cellules en contrecarrant la
dégradation de p53. Puis, apres induction de cassures d’ADN, TIP60 fonctionne comme
coactivateur de p53 (Legube et al., 2004). Chez la levure, le complexe NuA4, qui contient
I’HAT Esal, est également requis pour ’activation de la transcription par p53 (Eisen et al.,
2001).

TIP60 participe a I’activation de la transcription. Pourtant, elle est également douée
d’une activité co-répressive de la transcription, notamment lors de [’activation de la
transcription par STAT3, quand TIP60 se lie a une enzyme déacétylant les histones, HDAC7
(Xiao et al., 2003). TIP60 joue aussi un role dans la transcription des genes ribosomiques
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(Halkidou et al., 2004), ce qui implique TIP60 dans la régulation de la transcription d’un large

éventail de genes.

Outre son activit¢ HAT, TIP60 est capable d’acétyler d’autres substrats que les
histones par exemple le récepteur aux androgenes AR. L’acétylation de AR va conduire a
I’activation de la transcription de génes cibles (Gaughan et al., 2002). Ainsi TIP60 active la
transcription en acétylant soit directement les histones, soit divers activateurs ou
coactivateurs. La muliplicité de fonctions qu’exerce TIP60 suggére que I’environnement

(protéines associées) de cette protéine puisse modifier son activité.

-Equilibre entre les activités HAT et HDAC

Si bien des progres ont été réalisés dans la compréhension de la structure et de la
fonction des HATs et des HDAC individuellement, il reste a expliquer comment 1’activité
opposée de ces deux classes d’enzymes est régulée. Les HATs et les HDACs peuvent se
trouver assez proches dans des cellules in vivo. Des HATs comme PCAF ou GCN5 ont méme
été retrouvées en complexe avec HDACL. D’aprés la méme étude, le complexe formé par les
HATSs et les HDACs serait détruit lors de la différenciation cellulaire, libérant les HATs qui
peuvent alors activer la transcription de certains génes (Yamagoe et al., 2003). La position
globale et le recrutement des HATS et des HDACs dans le génome de levure ont été étudiés :
Gens et Esal sont globalement recrutés au niveau des promoteurs de genes activement
transcrits, tandis que les déacétylases Hstl et Rpd3 sont recrutées plus spécifiqguement au
niveau des promoteurs de génes impliqués dans des fonctions particulieres (Robert et al.,
2004). Puisque les HATSs et les HDACs peuvent étre recrutées ensemble au niveau d’un
promoteur, il faudrait qu’un signal particulier active une des deux classes d’enzymes a un
moment précis, soit pour activer, soit pour inhiber la transcription des génes. L’équilibre entre
activité HAT et activité HDAC doit étre tres sensible et donc contribuer a réguler finement

I’expression de genes particuliers.

3. Phosphorylation des histones et activation de la transcription

Dés les années 1990, on a suspecté une implication de la phosphorylation des histones
dans I’induction de la transcription des genes dits précoces, comme le géne c-Fos chez
I’humain (Mahadevan et al., 1991). Ces études ont été suivies par la mise en évidence d’une

famille de protéines, Rsk/Msk, qui régule directement la phosphorylation des histones
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(Clayton and Mahadevan, 2003). Cette modification post-traductionnelle est associée a la
condensation des chromosomes et a leur ségrégation lors de la mitose et de la méiose (Gurley
et al., 1978). Elle prend son origine au niveau de I’hétérochromatine péricentromérique et se
disperse au niveau de I’ensemble du génome lors de la transition de phase G2/M (Hendzel et
al., 1997). En outre, la phosphorylation de S10-H3 est nécessaire a I’initiation de la
condensation des chromosomes chez les mammiferes. L’induction de géne heat-shock chez
la drosophile s’accompagne d’une forte augmentation de la phosphorylation de la Ser3 de
I’histone H3 (Nowak and Corces, 2004). Ainsi la phosphorylation de la Ser10 de I’histone H3
est associée a une transcription active. A 1’inverse, la phosphatase PP2A (Protein Phosphatase
2A) qui retire le phosphate de la Ser10 de I’histone H3 affecte la transcription en I’inhibant
(Nowak and Corces, 2004). L’implication de ces protéines kinases dans la transcription
suggere qu’elles soient spécifiquement recrutées au niveau de promoteurs, en tant que
coactivateurs de la transcription. Une étude chez la levure montre que la phosphorylation de
I’histone H3 facilite le recrutement de la protéine TBP au niveau du promoteur (Lo et al.,
2005).

4. Méthylation des histones

Les enzymes qui méthylent les histones peuvent étre classées en deux catégories, selon
leur spécificité de substrat : les lysines ou les arginines de I’extrémité N-terminale
deshistones. 1l existe deux types d’HMT (Histone Methyl Transférase) capables de modifier
les histones sur des résidus arginine : CARM1 (Co-Activator-associated arginine
Méthyltransferase 1) et PRMT1 (Protein Arginine Méthyltransferase 1). CARM1 est un
coactivateur des récepteurs nucléaires qui peut méthyler in vitro les histones H3 et H2B sur
plusieurs résidus arginine, ce qui constitue un événement important pour 1’activation de la
transcription de genes cibles (Chen et al., 1999a). En effet, CARML1 peut, par exemple,
méthyler CBP sur son arginine 742, permettant ainsi a CBP d’exercer sa fonction de co-
activateur pour I’activation de génes induits par les hormones stéroides (Chevillard-Briet et
al., 2002). Les PRMTs, pour leur part, sont des HATs spécifiques du résidu arginine en
position 3 de I’histone H4. La méthylation de 1’Arg3 facilite I’acétylation de I’histone H4 par

p300/CBP, ce qui va conduire a I’activation de la transcription (Wang et al., 2001a).

Des méthylations peuvent également survenir sur les résidus lysines des histones et un
résidu peut accepter un, deux, ou trois groupes méthyls. Plusieurs études décrivent la
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méthylation de la Lys9 de I’histone H3 comme une marque de la répression de la
transcription. L’enzyme Suv39HI, spécifique de cette méthylation, est impliquée dans le
"silencing" péricentromérique, mais également dans le silencing des génes localisés au niveau
de [D’euchromatine (Vandel et al., 2001). Or, certaines enzymes, contenant un
chromodomaine, sont capables de reconnaitre spécifiquement la Lys9 de I’histone H3
méthylée. C’est le cas de la protéine HP1 qui recrute une déacétylase probablement capable
de deacétyler les nucléosomes voisins. Ceci pourrait expliquer comment la méthylation de la
Lys9 de I’histone H3 conduit a I’inhibition de la transcription. Les régions inactives en
transcription sont souvent associées a des méthylations de I’ADN qui s’effectuent
particulierement sur les cytosines des dinucléotides CpG. Chez les vertébres, environ 60 a 90
% des dinucléotides sont méthylés, et beaucoup de dinucléotides non méthylés sont situés
dans des régions appelées ilots CpG qui regroupent un grand nombre de promoteurs

fonctionnels (Razin and Riggs, 1980).

S. Ubiguitination des histones et activation de la transcription

L’ubiquitination des histones peut également jouer un réle dans la transcription. TAF1
(la sous-unité HAT de TFIID) est impliquée dans 1’ubiquitination de I’histone HI1. Or,
certaines mutations de TAF1 pour I’activité d’ubiquitination chez la drosophile entrainent une
perturbation de I’activation de la transcription de certains genes (Pham and Sauer, 2000). Les
formes de H2A et H2B ubiquitinées ont également été retrouvéees dans les loci actifs en
transcription (Jason et al., 2002). Deux processus contraires d’ubiquitination et de dé-
ubiquitination seraient impliqués dans 1’activation de la transcription, et la sous-unité Ubp8
du complexe SAGA serait douée d’une activité de dé-ubiquination de I’histone H2B (Wyce et
al., 2004). Le fait que I’ubiquitination et la dé-ubiquitination soient tous deux impliqués dans
I’activation de la transcription parait assez surprenant au vu des autres modifications post-
traductionnelles dont les effets s’opposent la plupart du temps (acétylation/désacétylation).
Quoiqu’il en soit, I’'ubiquitination des histones participe a la régulation de la transcription.

6. Les complexes

Les complexes GNAT ou SAGA-like : SAGA, SLIK, PCAF, STAGA, TFTCGcn5,
Pcaf, p300, TAF250 ont été trés largement étudiés pour leur capacité a acétyler autant les

histones que d’autres substrats. IIs ne fonctionnent correctement qu’entourés d’autres facteurs,
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c’est-a-dire en complexes multi-protéiques. Ces partenaires primordiaux conferent une plus
grande stabilité, une meilleure spécificité a I’enzyme, ou la dirigent vers certains sites du
génome. Ainsi, scGenb est inactive sur la chromatine si elle est isolée (Kuo et al.,1996).
Néanmoins, la présence d’ADA2 et ADA3 lui permet d’acétyler des histones organisées en
nucléosomes. Ces trois facteurs participent aux complexes de levure SAGA et SLIK, mais

forment aussi une entité indépendante qui peut étre purifiée (Balasubramanian et al., 2002).

Parmi les complexes capables de modifier les queues amino-terminales des histones, et
de réguler ainsi 1’état plus ou moins actif de la chromatine, ce groupe de complexes se
distingue par le fait qu’ils contiennent des TAFs. Ceux-ci forment, avec quelques autres
facteurs, un noyau commun auquel s’ajoute dans chacun des complexes des sous-unités

specifiques. Leur enzyme HAT est Genb ou Pcaf (Tableau 3).

Résumé du chapitre 1 :

L’initiation de la transcription chez les eucaryotes nécessite 1’assemblage d’un
complexe de pré-initiation sur les promoteurs des genes a transcrire (Fig.44). Celui-ci est
soumis a régulation via un vaste ensemble d’activateurs et de répresseurs transcriptionnels
spécifiques mais aussi de cofacteurs facilitant la transmission de signaux, la décompaction de
la chromatine et le recrutement de la machinerie transcriptionnelle au niveau de promoteur de
genes spécifiques. Les interactions entre ces différents acteurs de la transcription sont

résumées sur le schéma suivant :

: Mediator-like
2 ' Coactivator Complex
HAT Coactivator ,(“
Bl ( Complex
ﬁj e & o9\ Pol Il .-

NI/NRs sp(EB :) CTrD’ R : I
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Figure 44: Les différents types d’activités coactivatrices régulant la transcription des genes de classe 11
(Naar et al., 2001).
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TFID =¢ SAGA | sc SLIK |am SAGA| hs TFTC hs PCAF | hs STAGA Commentaires
TER / ! ! / /
TAF1 / / / ! f
TAF2 7 dTAFZ 7 hTAFZ
TAF3 ! 7 ? hTAF3 7 7
TAF4 ? dTAF4 7 hTAF4 7 / HFD (TAF12)
TAFE yTAFS ¥TAFS | dTAFS? hTAFS 7 /
TAFE YTAFE ¥TAFE | dTAFE? RTAFE ? ? HFD (TAFZ)
TAFT ! 7 ) hTAFY 7 /
TAFE ! H ? nTAFEL 7 ! HFD (TAF10 ou Spt7)
TAFS yTAFS ¥TAFD | dTAFS? hTAFS hTafd hTaf3  |HFD (TAFE cu TAFEL)
TAF1D | yTAR1D | yTAFID | dTAR10R | HTAFIO fTaf10 ATaf10  [HFD (TAF ou SPTT)
dTAF103
TAF11 / / / ! f
TAF1Z | yTAF1Z2 | yTAF1Z | dTAFi2 hTAF12 hTaf1? hTafl2 |HFD (TAF4 ou ADAT)
? hTAFEL hTafEL ATafEL
7 ? hTAFSL hTAFSL hTAFSL
TAF12 / / / { /
TAF14* / / / ! /
TAF15* / / ! i /
| |
Tral Tral fitra hTRRAP RTRRAP RTARA®  [cible des cosctivateurs
yGCMS | yGOMNS | dECNS hGCNSL hACAF hGONS  |HAT
yADAT | yADAI ? haDal 7 nADAl  [HFC(TAF1Z)
yADAZ | yADAZ | (dADAZa) 7 hADAZ23 haDAZ2a |doigts de zinc et SANT ;
? régulation de 'HAT
) / gADAZD [ (hAcA2bi /| (haDAazbl/ | (hADAZDY |doigts de zing =t SANT :
régulation de 'HAT
yADAS | yADAS | dADA3 haDAS hADA3 hADAZ  [régulation de I'HAT
interaction avec TBP
v3ET3 ySPTS ? h3PT3 hSpt3 hSpt3  |HFD
? 7 hSAP130 hSAP130
VSPTT y5FT7 7 hSFTTL WSFT7L  |HFD (TAF10), bromodomain.
tronqué (STAFESg) (3TAFG59) |Interaction génétigue avec
TEF
v3PTE / ? ? 7 7
¥SPT20 | wSPT20 ? ? 7 ? interaction avec TBP
3gf73 ? ? Atanin? 7 extention poly dans des
ataxies spinocersbeleuses
Sgiza Sgf2g ? ? ? ?
UbpB 7 ? 7 ? 7 Libiguitine ligaze
Sgi 7 ? ! ¥ ) ligizon de Ubpd
? Rtg? ? 7 ? 7
Chd1 Chd1 ? 7 7 ?
Sus1 gyl elyiz ? glyl2 7 glyl2 7 |export des ARNm
STAF3E
STAFLE

Tableau 3 : Composition et caractéristiques des complexes contenant des TAFs.
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Conclusion du chapitre 1 :

L’initiation de la transcription des geénes eucaryotes est un processus complexe
nécessitant un nombre d’étapes surprenant et mettant en jeu des acteurs trés variés : des GTFS
a la Pol 11, en passant par les co-activateurs, les co-répresseurs et les modifications covalentes
des histones et des facteurs de transcription, le tout afin d’assurer une modulation fine et

précise de cette étape si cruciale pour la vie des organismes.

Des découvertes trés récentes y ajoutent pourtant un niveau de complexité supplémentaire.
La transcription sur un méme promoteur pourrait s’effectuer dans deux directions opposées,

grace a deux polymérases, aprés un arrét de celles-ci sur les sites +1 et -1 des nucléosomes.
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\ (&)
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K36

PRI
5'Splice - 2
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. sense Supercoils
l BN Exon 1
anti-sense
TRAMP RNA DNA
Exosomeé Negative
Y Supercoils

Figure 45 : Apercu de la transcription divergente (d’apreés Seila AC et al., 2009)

Cette double transcription simultanée ou transcription divergente favoriserait la formation de
supertours négatifs de I’hélice d’ADN, améliorant ainsi 1’accés des GTFs aux régions

promotrices et induisant trés rapidement 1’étape d’élongation des transcrits sens et anti-sens.

Ce modele remet en question la vision classique de 1’unité transcriptionnelle de base.
Pourtant, s’il dégage un nouveau coin d’ombre pour 1’origine des ARNm anti-sens, il ne
résout toujours pas les questions qui entouraient le modéle le précédant. De nombreuses
interrogations mécanistiques demeurent encore, notamment sur le réle des différentes sous-
unités protéiques de tous les complexes dans la régulation de la transcription ainsi que sur les

différences de modulation de la transcription au sein des différents types cellulaires.

Dans le second chapitre, nous aborderons de maniere plus détaillée le complexe TFIID

et nous nous focaliserons sur le role de sa sous-unité TAF4.
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CHAPITRE 2

ZOOM SUR UN COFACTEUR

MULTIPARTITE PARTICULIER :

TFIID
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CHAPIIRE 2

Zoom sur un cofacteur multipartite particulier : TFIID

Requis lors de I’initiation de la transcription de I’ADN eucaryote par I’ARN Pol II, le
facteur général de transcription TFIID est un complexe multiprotéique. 1l est composé de TBP
et de 14 TAFs (TBP-associated factors) qui sont conservées de la levure a ’homme. Chez la
levure Saccharomyces cerevisiae, des mutations thermosensibles ont révélé que 13 des 14
TAFs etaient essentiels. Chez les Eucaryotes supérieurs, I’inactivation d’alléles pour les
composants de TFIID méne le plus souvent a la 1étalité dés I’embryogenése précoce (Mohan
et al., 2003). Quelle est la structure de TFIID ? Le facteur TFIID est-il soumis a une
dynamique d’assemblage et de fonctionnement? Comment les TAFs, ses composants,
interviennent-ils dans 1’activation de la transcription ? Ce facteur, si important pour
I’initiation de la transcription, laisse derriere lui quelques zones d’ombres en ce qui concerne

I’activation de la transcription. Que sait-on aujourd’hui de TFIID ?

I. Vue d’ensemble du facteur TFIID

Malgré son role central dans I’initiation de la transcription et dans sa régulation, les
connaissances structurales de TFIID ont été limitées jusqu’a présent aux études de
microscopie électronique et aux colorations négatives des échantillons. De par sa taille
importante et la difficulté de produire de grandes quantités de complexe actif, I’organisation
générale du facteur TFIID demeure en effet élusive. Voyons les premiéres images de TFIID a
faible résolution que ces techniques ont tout de méme permis d’acquérir, ainsi que les

solutions proposées pour améliorer le décryptage de ce facteur TFIID.

A. TFIID et sa structure modulaire

1. Observation du facteur TFIID en microscopie électronique

Deux études indépendantes d’observation de TFIID en microscopie ¢lectronique
(Andel et al.,, 1999; Brand et al.,, 1999a) ont permis de constater que ce complexe

multiprotéique était composé de 4 lobes (A, B, C1 et C2) séparés par des ponts trés étroits,
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donnant une impression globale de structure en fer a cheval autour d’un canal central (Brand
et al., 1999a) (Fig.46). L’analyse de la structure de TFIID associée a TFIIA ou a TFIIB
(Andel et al., 1999), ainsi que I’utilisation d’un anticorps anti-TBP ont permis de localiser

TBP et de suggérer que ce canal central était I’interface de liaison avec ’ADN (Fig.44).

Figure 46: Le facteur TFIID associé a TFIIA, TBP et TFIIB (Andel et al., 1999).

Initialement observée a faible résolution, 1’image de TFIID basée sur la combinaison
de la carte de densité 3D et des parametres d’orientation des projections 2D a été améliorée
grace a un algorithme Quasi-Newton (Yang et al., 2005) (Fig.47).

A B C

Figure 47: Modeles tridimensionnels du complexe hTFIID & 35 A de résolution (Yang et al., 2005).

Ces ¢études constituent un pas important dans la compréhension de 1’architecture
globale de TFIID. Pourtant la qualité basale des résultats est souvent limitée par les effets de
la coloration négative et de la déshydratation du complexe. Pour parer a ces biais, une autre

technique permettant la caractérisation structurale du complexe TFIID humain (Fig.48) a été
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réalisée (Grob et al., 2006). Lors de cette étude, TFIID a eté immunopurifié a partir de
cellules Hela, hydraté, congelé puis traité par microscopie cryoélectronique.

Cette étude suggere que 2 conformations majeures existent pour le facteur TFIID. La
premiére est dite « ouverte » ou « vide »; la seconde, plus stable, est qualifiée de « fermée »
ou de « pleine » (Fig. 48). La seconde conformation pourrait avoir des contacts additionnels
avec d’autres protéines la stabilisant, favorisant ainsi cette forme par rapport a la

conformation ouverte.

De face

Conformation fermée  Conformation ouverte
57% des particules 43% des particules

Figure 48: Conformations alternatives du facteur TFIID endogene humain (Grob et al., 2006).
Des études complémentaires de covariance 3D (Penczek et al., 2006) sur ces modeles ont
permis d’identifier des mouvements coordonnés au sein du complexe TFIID qui font penser a
des mouvements respiratoires. Ceux-ci refléteraient le potentiel du complexe TFIID a se
réorganiser constamment, afin de pouvoir lier différentes protéines de maniere coordonnée
(Grob et al., 2006).

2. La plasticité de la structure de TFIID

Afin de mieux percevoir la structure du facteur TFIID malgré sa flexibilité apparente,
une étude de tomographie électronique a été réalisée sur des modéles dépourvus ou non de la
protéine TAF2. Des essais de purification en tandem de TFIID via I’immunoprécipitation des
sous-unités TAF1 et TAF2 ont en effet mis en évidence le fait que la sous-unité TAF2 était
souvent détachée du complexe TFIID (Papai et al., 2009). Aprés une observation en
coloration négative sous cryomicroscope électronique et une fixation des molécules selon la

méthode GraFix (Kastner et al., 2008), la comparaison des différents modeles obtenus pour
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YTFIID avec ou sans TAF2 fait apparaitre des variations dans les angles séparant les lobes A,
C1 et C2 ainsi que dans la rotation des lobes autour de leurs connections (Papai et al., 2009).
Ceci suggere des changements de conformation du lobe B par rapport au lobe C, alors que le
lobe A resterait en position fixe (Fig.49).

ci\m_AngIe a

Figure 49: Flexibilité de la structure de TFIID, représentation des 4 conformations (#1,#2,#3 et #4)
majeures obtenues (Papai et al., 2009).

Les 4 etats identifiés peuvent représenter des conformations stables du facteur TFIID
ou des clichés instantanés d’une transition structurale continue. Si cela s’avére exact, un des
roles potentiels de TAF2 pourrait donc étre de stabiliser TFIID dans I’'une ou ’autre de ces

conformations.

3. Bilan des changements conformationnels de TFIID

La présence de plusieurs états conformationnels de TFIID constitue une limitation
majeure dans 1’acquisition d’information structurale a haute résolution concernant ce facteur.
La signification fonctionnelle de ce phénomene reste encore a élucider. Plusieurs hypothéses

tendent tout de méme a expliquer la présence de ces différentes formes et notamment :

-la structure de TFIID serait adaptable pour permettre la reconnaissance d’une large

variété de promoteurs (Grob et al., 2006; Papai et al., 2009).

-des modifications post-traductionnelles des sous-unités de TFIID pourraient participer
a la dynamique de régulation de la fixation de TFIID sur son promoteur (Boyer-Guittaut et al.,
2005; Kouskouti et al., 2004).
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-la fixation d’activateurs ou d’inhibiteurs de la transcription aurait pu étre a I’origine
d’une réorganisation de ce complexe (Pugh and Tjian, 1990). Mais les études récentes de
microscopie électronique caractérisant la structure de TFIID en présence de 3 activateurs
montrent qu’il n’en est rien. Contrairement au complexe du médiateur qui subit des
changements structuraux drastiques et globaux lors de la fixation d’un activateur, la structure
globale de TFIID ne subit que quelques petites variations locales lorsque Sp1, p53 ou c-Jun
s’y fixent (Liu et al., 2009) (Fig.50).

A partir des structures 3-D obtenues pour c-Jun-1ID et Spl-l1ID, une image en
superposition a été élaboree appelée carte en densité différentielle. Sur cette derniére, des
différences positives (en jaune) et négatives (en vert) ont été mises en évidence entre les deux

structures a partir du squelette de 1’un des deux composés (en gris).

A

c-Jun-lID Difference map Sp1-lID

Figure 50 : Reconstruction 3-D des
interactions c-Jun-11D ; Sp1-11D et
p53-11D (Liu et al., 2009).

(Les zones vertes sont les différences

négatives entre les deux structures).

Chaque  activateur  semble
contacter des TAFs spécifiques ow
au sein de TFIID. TAF1 et
TAF4 servent de coactivateurs
pour Spl, TAFl, TAF6 et

TAF9 interviennent dans la

transactivation dépendante de
p53 et TAFL1 et TAF7 seraient

des co-activateurs pour c-Jun.

100 A

Quelque soit I’activateur fixé, il semble donc que ’architecture de TFIID ne varie guére. La
position unique de chacun de ces trois activateurs sur le TFIID refléete la variété des points de
contacts potentiels des activateurs avec le TFIID.
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B. La composition intrinséque du facteur TFIID

1.

TBP et les TAFs, des sous-unités de TFIID

Introduction — Chapitre 2

La structure cristallographique de la protéine TBP associé¢e a I’ADN a été déterminée

(Kim and Burley, 1994) et présentée au cours du premier chapitre (Fig.15). Cette protéine

possede une structure pseudosymeétrique en forme de selle a cheval, avec une face concave qui

interagit avec I’ADN, et une face convexe indispensable a I’interaction avec les TAFs. Nous

allons donc nous intéresser plus particulierement aux TAFs.

Outre TBP, TFIID contient 14 TAFs conservés d'une espéce a l'autre, de poids

moléculaires allant de 18 a 250kDa.

Ces difféerents TAFs sont regroupés au sein du tableau 4. Leur appellation a évolué avec

I’apparition en 2002 d’une nomenclature unifiée, permettant de mieux se repérer entre les

différentes especes (Tora, 2002).

C. elegans [ce|

Mew name H. sapiens (hs| D. melanogaster (dm) Previous name new name  §. cerevisige (s¢) 5. pornbe (sp)
TAF1 TAF,250 TAF,230 taf-1 [WO4AR.7| taf-1 Taf145/130 TAF,111
TAF1 TAFL150 TAF,150 taf-2 [YATF11R.4) taf-2 Taf150 or TSM1 [T38673)
TAF3 TAF;140 TAF,155 or BIF2 [CL1Ga.1] taf-3 Taf47
TAF4 TAFL130/135 TAF,110 taf-5 [R119.6] taf-d4 Taf48 or MPT1 (T30183)
TAF4h TAFL105
TAFS TAFL100 TAF,80 taf-4 (F30F8.8) taf-a Taf?0 TAF,72
TAFSh TAFRT3
TAF5L PAFSSP Cannonball
TAFa TAFE0 TAFRE0 taf-3.1 (WOSBG.2) s Tafa0 (CAA20756]
TAF&L PAFESw [AAFS2013) taf-3.2 [YATELIALS)  wofa.2
TAFT TAFR55 [AAFS4162) taf-8.1 [F54F7.1] taf-7.1 Tafa? TAF,62/PTRS
TAFTL TAFLO taf-8.2 [YI11B2A 16  1af-7.2
TAFR (BABT1460) Prodos [ZE1320.12] taf-8 Taf6s (T40895)
TAF? TAF32/31 TAF40 taf-10 (T12D&.7) taf-@ Tafl7 (562536
TAFIL TAFAIL |AAGDST1])
TAFLO TAFR30 TAF,24 taf-11 (K03B4.3) taf-10 Taf2s [T39928)
TAF10b TAF,16
TAF11 TAF28 TAF,30p taf-7.1 [F48D&.1) taf-11.1  Taf40 (CAAD3543
TAF11L taf-7.2 (K1003.3) taf-11.2
TAF12 TAFR20/15 TAFp30a taf-2 [Y56A4.3) taf-12 Tafal/s68 (Tar702)
TAFl13 TAFy18 [AAFS3875) taf-6 (C14A44.10) af-13 Tafl% or FUMN&]L (CAAL9300|
TAFl4 Taf30
TAFLS TAFp6R

B-TFIID
ETAF1 TAF,170/TAF-172 Hel2oR [F15004.1) braf-1 Motl (T40642)

Tableau 4: Les TAFs composant le complexe multiprotéique TFIID.
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2. Les TAFs et le domaine de repliement de type histone

Sur les 14 TAFs, 9 possedent un domaine de repliement de type histone appelé HFD
(Histone Fold Domain). 11 s’agit de TAF3, TAF4, TAF6, TAF8, TAF9, TAF10, TAF11,
TAF12 et TAF13. Ce HFD est un domaine d’interaction protéine-protéine tres bien
caractérisé comprenant 3 hélices a reliées par 2 boucles. Ce motif minimal aurait surgi du
duplicata du motif hélice-boucle-hélice qui aurait fusionné pour donner 1’hélice centrale o2. I
est hautement conserve. Le motif HFD n’est pas seulement trouvé dans les histones mais
également au sein de nombreux facteurs de transcription (Burley et al., 1997; Sullivan et al.,
2000).

a)  La formation de diméres de TAFs

Des analyses de cristallographie par rayons X et des expériences biochimiques ont mis
en évidence le r6le important de ce motif de repliement de type histone, qui, lié a d’autres

HFD ou a d’autres domaines protéiques, permet une hétérodimérisation des protéines.

La présence de HFD au sein des sous-unités de TAFs permet a celles-ci de s’associer
téte-béche deux par deux (Fig.51). Chronologiquement, les couples de TAFs découverts qui

interagissent ensemble sont les suivants :

-TAF6 et TAF9, dont des homologies respectives Dimére H2A-H2B
avec les histones H4 et H3 ont été constatées tres ¢
tot (Xie et al., 1996).

-TAF11 et TAF13 (Birck et al., 1998), qui ne sont

pas apparentés aux histones du nucléosome.

€Y
-TAF4 et TAF12 (Gangloff et al., 2000) qui sont i /
respectivement homologues a H2A et a H2B. f\/ ‘
N
-TAF8-TAF10 et TAF3-TAF10 (Gangloff et al.,
2001b).

Figure 51: Dimére H2A-H2B.
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La structure du dimére TAF4-TAF12

hTAF12

a été isolée par 1I’équipe de D. Moras o
(Werten et al., 2002). hTAF12 forme
bien un hétérodimere avec hTAF4
comme le préconisaient les études de
double-hybride (Gangloff et al.,

2000) et | lyses d [ °
hTAF12 &
7 o= - HTAF12
XTAF12
bactérienne (Fribourg et al., e 3
aTAF12 399-II
SpTAF12 342-LL
SCTAF12 41
c
o L1 02
— } { |
hTAF4  870- FLLQAPLQRRIL —#— RVHLRDLI| LLYKAFLK-1083
O| hTAP4b 593-FLFIGAL el ISQATQERLRGLL TYKASENY ILCSDTRSQLK —#— RICLRDLI FCMEQEREMKY SRALYLALLK- 801
E BTAF4  447-FLLPAPLQRSTL K —4— RVHLRDLI LLYKAFLV- 661
}=| dTAP4  712-FLNLPSL —#— RVNLRDNLFYNEQEREFCRSSNLKFTYLK- 921
BCTAF4 186~ o R —#— GIVMRDLLFALENRRN- SVQTTISKGYAK- 385
[ hSTAP42 145-LPTRGQL o DIL PQPYL-218
(| mSTAP42 145-Li - YAFGSNVTPQPYL-218
g = i e THE
)| sphDA1  202-L ENGL QKG! TLAGLESHLENILSRCFS I LNLA-276
o 111 1) aynnuy
L LI} LIR] babh sh b bh b

Figure 52 : Hétérodimere hTAF4-hTAF12 (Werten et al., 2002).

La superposition des structures hélicoidales de hTAF4 et hTAF12 avec celles des histones
H2A et H2B révéle que 1’hélice a3 est manquante chez hTAF4 (Fig.51).

Ces hétérodimeres peuvent
s’associer entre cux et
former des dimeres de
diméres, ou tétrameres. Le
fait que le méme
hétérotétramere soit trouvé

dans deux cristaux différents

hTAF12 57-VLTKKKLQDLVREVDPNEQLDEDVEEMLLQIADDFIESVVTAACQLARHRKSS TLEVKDVQLHLERQWNMWI-128 i i i i
XH2B 34--Y-AIYVYKVLKQVHPDTGISSKAMS IMNS FVNDVFERIAGEASRLAHYNKRSTITSREIQTAVRLLL-~--~--99 Indlque une InteraCtlon

o 0 o2 L2 o3 serrée  qui  pourrait en

principe correspondre a une

1 o2 .y,
— o — sous-structure appropriée de

hTAF4 870-FLLQAPLORRILEIGKKHG-ITELHPDVVSYVSHATQORLONLVEKISETAQQOKNFSYKDDDRYEQASDVRAQLK-943
XH2A 24-QFPVGRVHRLLRKGN----YAERVGAGAPVYLAAVLEYLTAEILELAGNAARDNKKTRII PRHLQLAVRNDEELN- 94

—— - o — TFIID (Fig.53).

Figure 53 : Comparaison de hTAF4 et hnTAF12 aux histones H2A and H2B.
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Cependant, les hétérotétraméres formés par hTAF4 et hTAF12 différent sensiblement
des hétérotetrameres trouvés au sein du nucléosome (Fig.54). 1l y aurait une asymétrie de la
structure de 1I’hétérotétramere formé par hTAF4 et h\TAF12. De plus, I’interface entre les deux
hétérodimeres hTAF4 et hTAF12 consiste en des résidus hydrophobes, qui, dans une structure
canonique d’hétérodimere d’histones, ne serait pas exposée en surface mais serait recouverte

par la troisieme hélice de hTAF4.

Figure 54 : Comparaison de la formation en tétramére de hTAF4-hTAF12 avec les contacts entre les
hétérodiméres observés dans le nucléosome (Werten et al., 2002). Couleurs: rose : hTAF4; bleu : hTAF12;

jaune: histone H2A ; vert: histone H2B; bleu foncé : histone H3; rouge : histone H4.

A. Tétramére formé par hTAF4 et hTAF12 au sein des cristaux. B. Autre tétramére formé entre hTAF4 et
hTAF12. C. Contacts entre les hétérodiméres H2A-H2B dans le nucléosome (L’hélice 3 de H2A a été enlevée du
modeéle). D : Contacts entre les hétérodiméres H2A-H2B et H3-H4 dans le nucléosome. (L hélice 3 de H2A a été
enlevée du modéle). E. Contacts entre les hétérodimeres H3-H4 dans le nucléosome (L’ hélice 3 de H4 a été

enlevée du modéle).

b)  La controverse autour du pseudo-nucléosome

Les protéines TAFs possedent des motifs de repliement de type histone qui adoptent
une structure semblable a celle des histones. Sur la base biochimique de ces interactions entre
TAFs, 1’équipe de M.Hoffmann a proposé une sous-structure de TFIID de type nucléosomale,
qui consisterait en un tétramere de TAF6 et TAF9 plus deux homodiméres de TAF12
(Hoffmann and Roeder, 1996). Pour eux, lorsque ces protéines s’associent, elles miment la

structure du nucléosome et le remplacent sans perturber la périodicité de ’agencement
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histone-ADN (Hoffmann and Roeder, 1996). La structure formée serait alors qualifiée de

pseudo-nucléosome.

Ce modeéle a donné lieu & de nombreuses investigations biochimiques et génétiques
concernant la fonction de TFIID. A présent, il est vraisemblable que si une telle structure
nucléosomale devait exister, elle contiendrait plutét deux hétérodimeres de TAF4-TAF12
(Werten et al., 2002). Conformément a cette idée, un complexe octamérique in vitro a été
reconstitué par 1’équipe de M. Selleck. Il est composé de yTAF6, yTAF9, yTAF4 et yTAF12
(Selleck et al., 2001) (Fig.55).

Histones yTAF homologues
I_B 1 64 131 135 1 31 102 157
[ [aN[ T histone-fold [] «— yTAF9 [ [ histone-fold | ]
45 56
1 31 93 102 1 14 75 516
H4 [T Thisionctold ] <+—> yTAF6 [ [ hisoncfhold | 3¢ ]
1 34 98 122 337 416 485 539
H2B [ [ histone-fold_[[oC 1] <«— YTAFI2 | [ histone-told ]
101 119
1 27 88 128 1 ~193 ~260 388
H2A [II1 histonefold 11 ] —— 3¢ ] Tistone-fold [ 3]
1721 92 96 ﬂAF4
1 273 335 488
YADAL 3¢ [ histone-fold T 31

Figure 55: Les domaines de repliement des histones et leurs homologues dans les TAFs (Selleck et al.,
2001).

D’aprés M. Selleck, des mutations ponctuelles a I’intérieur du HFD détruisent la
structure de 1’octamére in vitro et ces mutations sensibles & la chaleur peuvent étre
spécifiquement supprimées en surexprimant d’autres composants d’octameéres in vivo. Ces
résultats indiquent que 1’octameére de TAFs est similaire en steechiométrie et en interactions de

HFD a I’octameére d’histones composant la chromatine.

Ces résultats sont tout de méme a prendre avec précaution, car les hétérodimeres
TAF4-TAF12 et TAF6-TAF9 existent aussi de maniére indépendante ou groupés avec
d’autres hétérodimeres. Ainsi la structure octamérique, si elle existe, cohabite avec d’autres

structures plus simplifiées.

c)  HED, un élément crucial dans [organisation de TFIID

Les 5 hétérodimeres TAF4-TAF12 ; TAF6-TAF9 ; TAF8-TAF10; TAF3-TAF10 et
TAF11-TAF13 représentent un motif structural important puisqu’on retrouve ces paires de

TAFs au sein du TFIID natif. Ces motifs HFD pourraient contribuer a la liaison de TFIID au
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promoteur. En effet, I’interaction protéine-protéine facilitée par les HFD peut augmenter et
stabiliser I’interaction des TAFs avec I’ADN. C’est le cas de TAF9 et TAF6, qui par leurs
domaines de liaison similaires a celui des histones H3 et H4 respectivement (Xie et al., 1996),
augmentent nettement leur activité de liaison a ’ADN. En effet, il a ét¢ montré qu’une
structure en pseudo-nucléosome composée de TAF6, TAF12, TAF9, TAF4, correspondant
aux histones respectifs H4, H2B, H3 et H2A (Selleck et al., 2001), a plus d’affinité avec
I’ADN que chacune des TAFs isolées (Shao et al., 2005).

C.  L’assemblage de TFIID

1. La masse moléculaire du complexe natif

La détermination de la masse moléculaire du complexe TFIID purifié a été réalisée par
filtration sur gel et par gradient de sucrose linéaire (10 a 30%) suivi d’une analyse des zones
de sédimentation (Sanders et al., 2002). Conformément a la masse moléculaire calculée pour
le monomere TFIID en fonction des données steechiométriques, 1’ensemble des TAFs migrent

de concert en un complexe de 1,2 kDa lors de la filtration sur gel (Fig.56).

Vf 639 450 158 25kDa

In 19 21 23 25 27 29 31 33 35 37 39 41
o
e - -
TAFS > - -——

)

TAF7 P -
TAFS - - - -
TAFIZ e -—
TAFG - - -
e > @ -

TAF3 ~P "= - e
TAF11 - - _——
TAFI4 & o

TAF10 - - -
TAF13 > -

TAF9 -5 - -

™ > a—

Figure 56 : Détermination de la masse moléculaire de yTFIID (Sanders et al., 2002).
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Seul TBP affiche un profil d’élution différent avec un pic a 30kDa (Fig.56). Ce
résultat signifie que soit TBP n’est associ¢ que de maniére lache aux autres sous-unités de
TFIID, soit il a été dissocié lors de la chromatographie. Mais la premiére hypothese parait peu
probable car TBP s’associe a TAF1 avec une forte affinité (Bai et al., 1997). La deuxieme
hypothése parait plus séduisante : elle suggere que TBP peut s’associer ou se dissocier de
TFIID et qu’il aurait été séparé physiquement via la chromatographie (intégrant I’intérieur des
billes) sans qu’il puisse par la suite se réassocier au reste du complexe TFIID. Au contraire, le
passage de TFIID dans des colonnes échangeuses d’ions préserverait TBP de cette séparation
physique. Le bénéfice majeur retiré de cette association ou dissociation rapide de TBP vis-a-
vis du complexe TFIID est le fait que TBP puisse se repartir sur différents complexes
transcriptionnels, passant rapidement de TFIID a TFIIIB par exemple en fonction des

conditions environnementales et de croissance cellulaire.

Les expériences de gradient de sucrose ont apporté des résultats contradictoires,
attribuant a TFIID la masse de 700kDa (Sanders et al., 2002). Bien que 1’explication donnée
repose sur la forme ellipsoide de yTFIID favorisant une sédimentation plus lente que les
molécules globulaires, il se peut que la masse moléculaire obtenue ne refléte pas celle de
I’holo-TFIID mais d’un complexe primitif constitué de quelques TAFs essentiels qui

s’associeraient par la suite a d’autres TAFs pour former 1’holo-TFIID.

Une étude plus approfondie de la dynamique d’assemblage du facteur TFIID apparait
donc fondamentale et essentielle a la compréhension de la régulation de la transcription des

différents génes.

2. La stechiométrie des sous-unités de TFIID

Afin de positionner correctement les couples de TAFs au sein du TFIID et de
déterminer si les sous-unités de TFIID sont présentes en une seule ou plusieurs copies au sein
de ce facteur, des immunoprécipitations de yTAF1, couplé a I’étiquette HA, chez la Levure
Saccharomyces cerevisiae ont été réalisées par 1’équipe d’Anthony Weil. Les élutions
obtenues ont été résolues sur des gels SDS PAGE colorés au bleu de Coomassie ou au
SYPRO Ruby. Ces gels ainsi colorés ont ensuite été soumis a un scanner densitomeétre et la
quantité relative de chacune des sous-unités de TFIID a été mesurée par rapport a celle de
yTAF1 (Sanders et al., 2002) (Tableau 5).
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Les etudes de génétique et de biochimie ont permis de definir 5 paires de TAFs a
I’intérieur de TFIID (Gangloff et al., 2001a). Conformément a ces études, les partenaires
présents dans ces paires apparaissent a des quantités approximativement équimolaires. Sauf
pour TAF4 qui migrerait en triplet de bandes a cause de multiples phosphorylations auquel il
est soumis in vivo (Sanders and Weil, 2000) et pour TAF10 qui a plusieurs partenaires
d’hétérodimérisation (Gangloff et al., 2001b).

HA-TAF1 TFIID
- l l : I : SYPRO Déviation Bleude
Sous-unité Ruby Standard Coomassie
— TAF2 0.83 0.08 0.65
p— E_ TAF1 =1.00 0.00 1.00
= TAF5 2.10 0.58 1.80
TAF7 0.87 0.16 1.10
== ; TAF12 1.72 0.36 1.59
— TAF8 0.92 0.18 0.90
1 TAF6 2.07 0.45 1.55
TAF4 2.21 0.60 3.46
TAF3 1.07 0.23 0.93
— TAFil 1.10 0.08 0.92
— ? TAF14 3.51 0.56 2.78
TBP 0.91 0.30 1.05
> TAF10 2.44 0.23 1.97
. TAF13 1.13 0.21 0.87
TAF9 2.33 0.62 2.25

Tableau 5: Steechiométrie des sous-unités de TFIID (Sanders et al., 2002).

Les résultats obtenus les plus surprenants portent sur le différentiel de valeur
steechiométrique apparente entre les sous-unités spécifiques a yTFIID (TAF2, TAF1, TAF7,
TAF8, TAF3, TAF11 et TBP) dont la quantité relative est de 1 mole par mole de TFIID, et les
sous-unités communes a TFIID et SAGA (TAF9, TAF10, TAF6, TAF12, TAF5) dont la
quantité relative est égale a 2 moles par mole de TFIID (Tableau 5). TAF4 fait figure
d’exception avec sa valeur relative égale a un peu plus de 2 moles par mole de TFIID, alors

qu’il n’apparait pas dans le complexe SAGA.

Afin de déterminer plus précisément le nombre de copies de chaque TAF au sein du
TFIID, des expériences de co-immunoprécipitations ont été réalisées sur une série de TAFs
contenus dans des lignées diploides de Levure (Sanders et al., 2002) et portant une étiquette
HA. Alors que les protéines, étiquetées avec HA, dont la valeur steechiométrique est estimée a

2 ou 3 moles par mole de TFIID co-immunoprécipitent avec leur forme apparentée non
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étiquetée aussi bien qu’avec d’autres substrats, les autres TAFs, dont la valeur
steechiométrique avoisine les 1 mole par mole de TFIID, ne réalisent aucune association

homodimérique (Tableau 6).

Sous-unité Association homodimérique

TAF2 Non

TAF1 Non

TAF5 Oui

TAF7 Non

TAF12 Oui

Tableau 6 : Les sous-unités de TFIID et TAFS Non
.. ., TAF6 Oui

leur association homodimérique. TAF4 Oui
TAF3 Non

TAF11 Non

TAF14 Oui

TBP Non

TAF10 Oui

TAF13 Non

TAF9 Oui

Au final, toutes ces expériences geénétiques, biochimiques et de microscopie
¢lectronique couplées a de I’'immunohistologie ont permis d’identifier clairement deux sous-

populations de TAFs au sein du TFIID, sur la base de leur steechiométrie.

Alors que TAF1, TAF2, TAF7 et TBP sont présents en une copie unique au sein du
TFIID, la plupart des autres TAFs sont recensés en doubles exemplaires. Ces résultats ont été
confirmés par immuno-électromicroscopie, mettant en évidence la présence de deux copies au
minimum pour TAF5, TAF10, TAF6/TAF9, TAF4/TAF12 (Leurent et al., 2002).

L’immunolocalisation a permis de définir plus précisément la composition de chaque lobe.

L’organisation finale de TFIID repose essentiellement sur TAF5 qui joue le réle d’un
¢chafaudage joignant les différents lobes et TAF1 qui scelle I’holo-TFIID final (Leurent et al.,
2002). Les TAFs présents en une simple copie se situent surtout au niveau des lobes A et C
(Fig.57). On trouve par exemple la partie C-terminale de TAF1 et TAF7 au sommet du lobe
A, alors que la partie N-terminale de TAF1 et la protéine TBP se trouvent plutdt a ’interface

entre les lobes A et C, de méme que TAF2.

L’organisation générale du TFIID ne semble donc pas se limiter pas & un simple
octamere d’histones dont la fonction serait de récapituler simplement celle du nucléosome

lorsqu’il est fixé sur I’ADN (Hoffmann et al., 1997).
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La distribution de tous ces hétérodiméres au sein de TFIID est en fait bien plus
complexe qu’il n’y parait, car la structure cristalline des TAFs n’est connue que pour quelques

domaines (Romier et al., 2007; Werten et al., 2002).

Figure 57: Organisation structurale de yTFIID a 23 A de résolution (Cler et al., 2009).

3. Dynamique d assemblage des TAFs au sein du TFIID

a)  Unassemblage séquentiel

Au vu des connaissances actuelles, 1’assemblage du facteur TFIID se fait en plusieurs

étapes, détaillées dans la revue n°1, et résumées ici.

Des études biochimiques ont révélé des associations entre certaines TAFs. TAF5
forme un sous-complexe stable avec TAF6 et TAF9 (Tao et al., 1997) et se lie aussi fortement
a TAF1, TAF7 et TAF11 (Dubrovskaya et al., 1996). Comme TAF5 se lie a de nombreuses
TAFs, il a été propose que cette sous-unité soit & I’origine de la formation d’un complexe de
TAFs. En outre, TAF3 ainsi que TAF8 et SPT7 hétérodimérisent avec TAF10 (Gangloff et
al., 2001). Ainsi, il est trés probable que les TAFs s’agencent en sous-complexes avant d’étre

incorporées aux complexes TFIID ou TFTC.

Les TAFs contenant des HFD forment des hétérodimeres (Fig.57 et 58). lls

s’associeraient donc avec TAF5 pour former un complexe primordial (voir revue n°l). La
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capacit¢ de TAFS a s’homodimériser fait I’objet de plusieurs recherches structurales

encourageantes (Bhattacharya et al., 2007; Romier et al., 2007) .

TAF5 et les paires d’hétérodimeres
finiraient par s’assembler, formant ainsi un petit ®
P ettt , @ ® o

complexe de transcription (Fig.58). ; Pi;“ﬂ:‘;'jff
Q “em_ pac
Ce petit complexe initial est celui que I’on @
retrouve dans les cellules S2 de Drosophile l g sy
(Wright et al., 2006) mais aussi dans les cellules g
fibroblastiques de souris (voir manuscrit n°1). Q‘ w Complexeinitial 3
@ 5,70u9 TAFs
D’autres complexes a 7 TAFs (Leurent et al., o .«
2004) et a 9 TAFs ont 6été reconstitués "B TAr TARIGTER
. . . 1i¢i TAF2
respectivement dans des baculovirus in vitro et ¥ Vo
dans la Levure in vivo. /
Association avec
.. . . N les sous-unités
Ce complexe initial interagit alors a son mm'ﬁnm

tour avec le module TBP-TAF1-TAF7 pour °© T
former le facteur TFIID. 2%

c

Figure 58: Modéle schématique d’assemblage du TFIID

TAF?2 s’associerait seulement ensuite a TFIID, de maniere indépendante, a travers une
interaction avec TAF1, afin de stabiliser la conformation de TFIID (Papai et al., 2009). Mais
le role de TAF2 ne semble pas s’arréter la. Son interaction avec 1’élément initiateur
(Kaufmann et al., 1996; Verrijzer et al., 1995) et sa liaison avec I’élément INR du promoteur
tardif majeur de I'adénovirus dans le contexte de hTFIID plus particuliérement (Oelgeschlager
et al., 1996) laissent penser que TAF2 occupe une large part dans le choix du site d’initiation

de certains promoteurs.

b)  Un sous-complexe stable de 5 TAFs ?

L’utilisation d’ARN interférents pour inactiver TAF4 dans les cellules S2 (Schneider
line) de Drosophile montre que la perte de TAF4 entraine une diminution tres forte de
I’expression de toutes les autres TAFs testées, celle de TAF2 exceptée (Fig.59).
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Figure 59 : Analyse de la stabilité de TFIID in vivo.
A. Les cellules S2 ont été laissées sans traitement (NT) ou traitées avec des ARN interférents ciblant la sous-unité de TFIID indiquée

en haut du tableau de gauche pendant 3 jours. Des lysats de cellules entieres ont été soumis a une analyse par Western Blot avec des
anticorps dirigés contre les sous-unités situées a gauche du tableau. La tubuline sert de témoin de dépot.

B. Un anticorps monoclonal contre TAF4 a été utilize pour immunoprécipiter les complexes contenant TAF4 a partir des extraits
nucléaires préparés a partir de cellules S2 soit non traitées (NT) soit traitées avec un ARN interférent contre TAF1. Les protéines ont été
éluées et soumises a une analyse par Western Blot avec des anticorps dirigés contre les sous-unités situées a gauche du tableau. A gauche : le

dépdt. A droite : I’éluat. Des protéines Geouplées a des billes sépharose ont été utilisées comme contrdle non spécifique.

Au contraire, I’inactivation de TAF1 ne déstabilise pas les autres TAFs.

TAF4 apparait donc comme une sous-unité clé, assurant la stabilit¢é du complexe
TFIID. Ce sous-complexe serait décoré par la suite avec d’autres sous-unités périphériques et
notamment avec le sous-complexe TAF1-TAF2-TBP (Fig.56) ou TAF7-TAF1-TBP (Singh et
al., 2004). La dépléetion TAF5, TAF6 et TAF9 déstabilisent aussi grandement le complexe
TFIID. Ainsi ces TAFs font vraisemblablement partie d’un sous-complexe stable de TFIID.
Apreés la formation de ce sous-complexe, 1’holo-TFIID serait généré d’apres la suggestion des
auteurs, par addition de TBP, TAF1l, TAF2 et TAF11l comme sous-unités périphériques
(Fig.60).

L’utilisation d’ARN interférents pour tester la stabilité du complexe TFIID dans des
cultures cellulaires de Drosophile révele 1’existence de composés critiques au sein de TFIID et
d’un sous-complexe a 5 TAFs, composé de TAF4/TAF12, TAF6/TAF9 et TAF5 (Wright et
al., 2006). Mais cette étude reste limitée car il n’est pas exclu que ce complexe ne posséde pas

quelques sous-unités en plus. Dans ce cas, on pourrait se retrouver avec un complexe a 7
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TAFs plutdt que 5, comme le préconisent les études de coinfections de baculovirus de Leurent
(Leurent et al., 2004).

On peut regretter dans cette expérience que de nombreuses sous-unités n’aient pas fait

I’objet de tests avec ces ARN interférents. Qu’en est-il alors des variations d’expression de

TAF3, TAF7, TAF8, TAF10, TAF11, TAF12 et TAF13 lorsque TAF4 est inactivée?

Holo-TFIID
Figure 60: La formation de I’holo TFIID (Wright et al., 2006).

D. Variabilité du complexe TFIID

Progressivement, de nouveaux TAFs ont été découverts et de nouveaux complexes
transcriptionnels contenant ces TAFs ont été isolés. De ce fait, la transcription par la Pol Il a
pu étre initiée au niveau de certains promoteurs par des PIC ne contenant qu’un ensemble
partiel de TAFs, voir méme de GTFs (Parvin et al., 1994). Une certaine variabilité existe donc

au sein des complexes de transcription.

Certains composants du TFIID ont des genes paralogues. Aprés duplication d’un géne,
une des deux formes a évolué. Ces génes, bien que différents, appartiennent a la méme famille
et codent pour des protéines apparentées qui seront exprimées de maniére spécifique dans
certains tissus ou au cours du développement. C’est le cas de certains TAFs mais aussi de
TBP. Voyons quels sont ces différents variants et quelle est leur implication dans la

transcription dépendant de Pol I1.
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1. Les variants des TAFs

La diversité des complexes TFIID peut étre a ’origine de la régulation trés fine de
I’expression des genes. En effet, la composition des sous-unités du complexe TFIID peut
varier en fonction du stade de différenciation de la cellule, ainsi que du tissu dans lequel elle
se trouve. Certains variants présentent une grande similarité avec les TAFs et sont specifiques
de types cellulaires particuliers. Ils sont parfois capables de remplacer leur paralogue sous

certaines conditions. En voici quelques exemples :

a) TAF7L

TAF7L, de localisation cytoplasmique dans les spermatogonies et les stades précoces
des spermatocytes, devient nucléaire dans les spermatocytes de stade pachytene et dans les
spermatides haploides ronds et cet import dans le noyau coincide avec la baisse de
I’expression de TAF7 et ’augmentation de celle de TBP nucléaire (Pointud et al., 2003). Il
semble donc que TAF7L remplace TAF7 au sein de TFIID au cours de la spermatogenese
(Fig.61). De méme, TAFLL agirait comme un substitut fonctionnel de TAF1 au cours de la
méiose des cellules germinales méles humaines (Wang and Page, 2002).

6) TAF46

TAF4b, un paralogue de TAF4. L’inactivation de ce géne chez la souris entraine deux
phénotypes : une stérilité chez les femelles ou il est nécessaire pour les cellules de la
granulosa de 1’ovaire et une stérilité chez les méles ou il est nécessaire pour les cellules
germinales males puisqu’il assure 1’auto-renouvellement des spermatogonies. (Freiman et al.,
2002). On le trouve exprimé en quantités importantes dans le testicule et dans les lymphocytes
B humains (Fig.61). C’est d’ailleurs a partir de ces cellules qu’a été isolé un complexe TFIID
contenant TAF4b (Dikstein et al., 1996). La surexpression de TAF4b dans ces cellules mene a
des changements transcriptionnels sur certains promoteurs. Cela suggére que des TAFs
spécifiques de certaines cellules sont impliques dans la régulation spécifique de génes
intervenant lors du développement ou dans des tissus différenciés (Bell and Tora, 1999).

c) TAF6d

TAF6 posséde plusieurs variants: a, B, vy, 6. L’expression de 1’isoforme TAF65
augmente dans les cellules soumises a des stimuli apoptotiques. Le complexe TFIID
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contenant cette sous-unit¢é TAF66 est donc impliqué dans 1’apoptose (Bell et al., 2001). En
réponse a un stress génotoxique, la stabilisation et la modification post-traductionnelle du
facteur de transcription p53 meénent a I’induction de 1’expression de plusieurs génes pro-
apoptotiques tels que Bax (Ryan et al., 2001). L’activation de la transcription du facteur p53
nécessite 1’intervention d’autres facteurs comme les facteurs modifiant I’état de la chromatine,
le médiateur, ou TFIID. Dans le hTFIID classique, TAF6 intervient comme co-activateur de
la transcription pour la protéine suppresseur de tumeur p53. Le remplacement de TAF6 par
son isoforme TAF66 supprime le recrutement de TAF9 au sein du TFIID (Fig.61) et
déclenche I’apoptose dans les cellules tumorales, méme si elles sont exemptes de p53. TAF66
controle donc I’expression de génes menant a I’apoptose en I’absence de p53 (Wilhelm et al.,
2008) prouvant ainsi que des signaux toxiques extracellulaires peuvent entrainer des
changements dans la composition en sous-unités de TFIID et contribuer a 1’induction de

programmes particuliers d’expression des geénes.

d)  Les différents complexes A'TFIID

Les différents complexes de TAFs impliqués dans ’initiation de la transcription

Avec TBP

hTFIID avecTAF66 mais sans TAF9

hTFIIDcontenant TAF4b  hTFIID contenant TAF1L et TAF7L
{cellules B ou ovaires) (spermatogenése)

Figure 61 : Représentation schématique de différents complexes de TAFs isolés de cellules humaines

(Muller and Tora, 2004).
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L’existence de paralogues des facteurs TAFs contribue donc a augmenter la
complexité et les possibilités combinatoires des TAFs au sein du facteur TFIID (Fig.61).
Ainsi le spectre des divers TAFs permet aux cellules eucaryotes de former des complexes
capables de reconnaitre des promoteurs complexes, différant en composition et en fonction.
La composition du TFIID au sein des cellules vivantes est donc dynamique et sensible aux

signaux cellulaires (Muller and Tora, 2004).

2. Les facteurs apparentés a TBP

La famille de TBP chez les Métazoaires comprend plusieurs sous-groupes :les plus
connus sont TBP, TLF et TBP2.

a) ILF, TRF2,TLP

TLF (TBP-Like Factor) également appelé TRF2 (TBP-related factor 2) (Rabenstein et
al., 1999) et TLP (TBP-like Protein) (Ohbayashi et al., 1999) présente une grande similarité a
TBP mais ne provient pas du méme arbre phylogénétique (Dantonel et al., 1999). TLFs et
TBPs ont 60% d’homologie de séquences. Par contre, leurs domaines spécifiques ont été
conservés différemment au cours de 1’évolution : @ 80% pour TBP et seulement & 40% pour
TLF (Dantonel et al., 1999). Cela suggere que les facteurs TBP et TLF ont été soumis a des
pressions évolutives différentes, TBP évoluant tres peu de la Levure a I’Humain alors que les

TLFs semblent assurer une fonction tolérant plus de diversité (Fig.62).

Cependant, la plupart des résidus d’acides-aminés importants pour la liaison de TRF2
avec TFIIA et TFIIB sont restés inchangés et permettent 1’assemblage d’un PIC sur les
promoteurs dépourvus de boite TATA (Ohbayashi et al., 2003)

Cette propriété de TRF2 lui permet aussi de fonctionner comme un répresseur, en
empéchant la formation du PIC initiée par TBP ou TFIID sur des promoteurs contenant des
boites TATA, certainement grace a la compétition envers des quantités limitées de TFIIA et
TFIIB (Chong et al., 2005).

Contrairement aux Xénopes, les souris TRF2”" sont viables et ne présentent que des
troubles de la spermiogenéese (Martianov et al., 2001). Le réle biologique de TRF2 semble
donc étre espece-spécifique. D’ailleurs, un autre membre de ce sous-ensemble ressemblant a
TBP a été identifié chez la Drosophile : il s’agit de TRF1 (Fig.62). In vivo, il pourrait méme
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s’associer avec des facteurs spécifiques des neurones, les nTAFs pour former un complexe

multiprotéique distinct de TFIID actif transcriptionnellement (Holmes and Tjian, 2000).
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Figure 62 : Facteurs appartenant a la famille TBP codés par différents génomes (Muller and Tora, 2004).

6) TBP2

Le deuxiéme sous-ensemble de TBP a été plus réecemment identifié chez les Vertébrés
(Veenstra and Wolffe, 2001) et ses proteéines ont été nommées TBP2s (Fig.62). Elles
partagent une trés grande similarité avec TBP avec plus de 92% d’identité. Il est probable que
les organismes aient développé différentes isoformes de TBP afin de faciliter une expression

génique différentielle assurant la régulation de voies de développement distinctes.

3. Les complexes transcriptionnels sans TBP

Pourtant, des complexes dépourvus de TBP ont également pu étre isolés. L’initiation
de la transcription in vitro est donc possible sans le facteur TBP en présence de ces
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complexes. Ceux-ci remplacent alors le facteur TFIID sur des promoteurs sans boite TATA
(Wieczorek et al., 1998).

TFIDp TFIID«

Figure 63 : Comparaison des complexes sans TBP a TFIID. (Pour la nomenclature des TAFs, voir
Tableau n°4).

Selon leur définition, les TAFs étaient censés n’exister qu’en présence de TBP.
Pourtant, la validité de cette définition des TAFs a été sérieusement remise en question depuis
que plusieurs complexes contenant des TAFs et dépourvus de TBP ont été isolés chez la

Levure, la Drosophile ou dans des cellules humaines (Fig.63).

Parmi les plus étudiés, on trouve TFTC (TBP-free TAF,s-containing complex), le
complexe TFTC-related PCAF/GCN5, SAGA (Spt-Ada-Gen5 Acetyl transferase) et son
homologue STAGA, SLIK (SAGA-like complex), SALSA (SAGA altered Spt8 absent) et
PRC1 (Polycomb repressive complex 1) (Fig.63).

TFTC, PCAF et SAGA sont des complexes multiproteiques tous trois depourvus de
TAF1 et de TBP. lls contiennent des sous-ensembles de TAFs et parmi eux, 3 possedent un
HFD, contrairement a TFIID, ainsi qu’une sous-unité a activité histone acétyltransférase
(HAT) (Grant et al., 1998). Cette HAT est contenue par la protéine GCN5 de Saccharomyces

cerevisiae (Brownell et al., 1996) dans 2 de ces complexes et a été découverte par homologie
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avec la protéine p55 du Cilie Tetrahymena thermophila (Brownell and Allis, 1995). La
découverte de cette fonction HAT chez GCNS a permis de faire le lien entre 1’acétylation des

nucléosomes et I’activation de 1’expression de certains geénes.

a)  Lecomplexe de levure SAGA

-Composition et structure du complexe SAGA

Le complexe SAGA, isolé chez la levure (Fig.63), est le mieux caracterisé des
complexes SAGA/TFTC/STAGA/PCAF. C’est un large complexe de 1,8 MD composé d’une
quinzaine de sous-unités qui réunit divers groupes de protéines : les adaptateurs de
transcription (Adal, Ada2, Ada3, Adab, et Gcnb5), des protéines Spt (Spt3, Spt7, Spt8 et
Spt20), une partie des TAFs (TAF5, TAF6, TAF9, TAF10 et TAF12), la protéine Tral
homologue de la protéine hTRRAP humaine. En plus de ces sous-unités, de nouvelles sous-
unités ont été identifiées : Ubp8, une protéase spécifique de la dé-ubiquitination de H2B,
Sgfl1 requis pour I’incorporation de Ubp8 dans les complexes (Ingvarsdottir et al., 2005),
Sgf29 et Sgf73, dont les fonctions sont inconnues, et la protéine Susl qui fait aussi partie de la

machinerie d’export nucléaire de I’ARNm.

La structure du complexe SAGA a été résolue & 30 A par microscopie électronique et
I’emplacement des sous-unités, déterminé par immunolocalisation, a permis d’attribuer des
fonctions spécifiques a chaque domaine du complexe SAGA (Wu et al., 2004) (Fig.64). Un
modele a été proposé dans lequel 5 domaines sont décrits (Fig.64). Le domaine 1, qui contient
la protéine Tral, ’homologue de hTRRAP, peut servir d’interface avec les activateurs. Les
domaines II, 11l et IV, au centre de la structure, contiennent principalement des TAFs (le
domaine Il contient TAF5 et TAF6, le domaine 111 TAF10, TAF5 Gcn5, Spt7 et Adal, et le
domaine IV Adal et TAF6). On remarque que le domaine Il contient les sous-unités Gen5 et
Spt7, il n’est donc pas uniquement un domaine structural important, mais aussi fonctionnel
puisqu’il est doué d’activité HAT. Enfin, le dernier domaine, dont la structure semble plus
flexible se compose des sous-unités Spt3, Spt20 et probablement Spt8, délimite un module

capable d’interagir avec la protéine TBP.

L’analyse de mutants de sous-unités du complexe SAGA a permis de classer les
protéines Ada et Spt en plusieurs catégories selon leur rdle structural et fonctionnel. Des

mutations a I’intérieur des génes codant pour Adal, Spt7 ou Spt20/Ada5 ont conduit a la
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destruction des complexes SAGA et a I’inhibition de la croissance cellulaire, ce qui accorde
un réle crucial a ces sous-unités dans la structure et la fonction du complexe SAGA. Deux de
ces sous-unités, Spt7 et Adal, ont été immunolocalisées en microscopie électronique au
niveau du domaine Ill, soit au centre de la structure (Fig.64). Il parait donc logique que leur
délétion destabilise complétement la formation du complexe SAGA. Lorsque d’autres sous-
unités comme Ada2/Ada3/Gcenb ou Spt3/Spt8 sont mutées, le complexe garde son intégrité et
les phénotypes observés sont trés discrets (Sterner et al., 1999), ce qui suggere que ces sous-

unités jouent des réles annexes.

Figure 64 : Structure du complexe SAGA résolue par microscopie électronique, d’apreés (Timmers and
Tora, 2005; Wu et al., 2004 ).

A — Représentation schématique de la localisation des sous-unités du complexe SAGA sur la structure 3D. Les
Tafs sont représentées en jaune. L’extension de Taf5, ainsi que la localisation de Taf9 et de Tafl2 ont été
déduites de précédentes immunolocalisations au niveau de TFIID (Leurent et al., 2004 ; Leurent et al., 2002).
Les sous-unités importantes pour l’architecture du complexe, ainsi que celles comportant un domaine de
repliement de type « histone fold » sont représentées en violet, tandis que les sous-unités impliquées a différents
niveaux de la transcription sont représentées en orange. B — Structure tridimensionnelle du complexe SAGA
avec un module flexible. La taille de ce complexe est de 18 x 28 nm et comprend cing domaines. Les cing

domaines contiennent différentes sous-unités de SAGA et sont séparés artificiellement par des barres.
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- SAGA, coactivateur transcriptionnel

In vivo et in vitro, les composants du complexe SAGA sont essentiels au bon

déroulement de la transcription de certains genes.

In vitro, le complexe SAGA purifié est capable d’activer la transcription dans un
contexte chromatinien, grace d’une part a son activité HAT et d’autre part a sa capacité a se
lier aux activateurs acides tels que VP16 ou Gcn4 (Bhaumik et al., 2004; Qiu et al., 2005 ;
Utley et al., 1998 ).

In vivo, I’examen de mutants des sous-unités du complexe SAGA a permis d’identifier
des génes dont la transcription est activée par le complexe SAGA, comme Gall, Trp3, His3
(Larschan and Winston, 2001). D’autres approches in vivo ont été utilisées pour étudier la
liaison des sous-unités du complexe SAGA au niveau de certains promoteurs. Des études
d’immunoprécipitation de la chromatine (ChIP) ont montré que le domaine d’activation Gal4
recrute SAGA au niveau d’une séquence activatrice en amont (UAS) du promoteur du géne
Gall.

Les effets de ’activateur Gal4, comme le recrutement de SAGA ou la stimulation de
I’assemblage du PIC, sont dépendants d’une partie des sous-unités du complexe SAGA. Ces
¢tudes ont permis d’¢laborer un modele d’activation de la transcription par Gal4 (Fig. 65)
dans lequel Gal4 se fixe d’abord a la s€quence UAS, puis recrute le complexe SAGA, qui a
son tour recrute TBP au niveau de la boite TATA, ce qui permet alors 1’arrivée des facteurs

généraux de la transcription (Bhaumik and Green, 2001).

D’autres études in vivo par FRET (Fluorescence Resonance Energy Transfert) ont

montré une interaction directe entre 1’activateur acidique Gal4 et Tral, la plus grande sous-

unité du complexe SAGA (Bhaumik et al., 2004).

Pour le génome entier de levure, SAGA est impliqué dans la transcription de 10 % des
génes qui correspondent a des genes inductibles apreés stress (Huisinga and Pugh, 2004). Au
niveau de ces promoteurs, SAGA est nécessaire au recrutement de la machinerie
transcriptionnelle de base, ainsi qu’au recrutement probable de la protéine TBP, ces
promoteurs étant pourvus d’une boite TATA) (Bhaumik and Green, 2002 ; Huisinga and
Pugh, 2004; Larschan and Winston, 2001 ). SAGA, contrairement a TFIID ne se fixe pas au

ceeur du promoteur, mais via des séquences activatrices en amont (UAS) (Bhaumik and
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Green, 2001; Larschan and Winston, 2001), en accord avec son implication dans la
transcription de genes inductibles. Quoiqu’il en soit, SAGA semble participer a I’assemblage
du PIC, comme TFIID, et s’impose alors comme facteur essentiel pour initier la transcription

de certains geénes.

‘ GAL1
Figure 65 : SAGA, co-activateur i et
UAS TATA
transcriptionnel.
%
GAL1
Résumé de 1’assemblage des complexes
multiprotéiques au niveau du promoteur GAL1,
d’aprés (Bhaumik and Green, 2001). Les
études cinétiques n’ont pas permis de _ GALT
déterminer I’ordre de recrutement entre SAGA UAS TATA 7
et TBP. Toutefois, le résultat d’études de ¢
mutations indiquent que SAGA est capable de @
se fixer au niveau de ce promoteur en I’absence i g __ GALI
de TBP. Dans ce modéle, le recrutement des UAS TATA |
GTFs est représenté apres celui de TBP, mais il ¢
est possible que certaines GTFs se fixent @ e
conjointement & TBP. e Pt GALT
UAS TA[:I'A

SAGA et TFIID interviennent-ils ensemble ou séparément pour initier la transcription ?

Tandis que la transcription de 70% des génes est dépendante des sous-unités partagées
par TFIID et SAGA, la transcription de seulement 12% des génes est affectée par I’absence
des sous-unités spécifiques de SAGA, et 30% par 1’absence de sous-unités specifiques de
TFIID (Lee et al., 2000).

-Le complexe SAGA, doué d activité HAT

SAGA participe également a 1’activation de la transcription en facilitant 1’accessibilité
a ’ADN de la machinerie transcriptionnelle de base grace a sa protéine Gen5 capable
d’acétyler les histones. L’intégration de Gcen5 dans le complexe SAGA lui confére une

spécificité de substrat toute particuliéere. Gen5 dans SAGA peut reconnaitre les histones
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agencées en nucléosomes, s’y fixer et acétyler préférentiellement 1’histone H3 mais aussi
I’histone H2B. La reconnaissance du substrat nucléosomal implique le bromodomaine de la
protéine Genb. Ce domaine s’associe avec les protéines Ada, ce qui souligne 1’importance des
autres sous-unités du complexe SAGA dans la reconnaissance des nucléosomes. De plus, le
profil d’acétylation de la protéine Gen5 intégrée a SAGA est plus étendu : en plus de la lysine
14, d’autres résidus lysines sont acétylés a D’extrémité N-terminale de I’histone H3. La

fonction de la protéine Gen5 est ainsi modifiée en fonction des protéines qui lui sont liées.

-Le complexe ADA

Un autre complexe de 800 Kda, ADA, partage quelques protéines avec le complexe
SAGA, comme Gcnb, Ada2 et Ada3, et posséde la méme capacité d’acétyler les histones
agencées en nucléosomes. Toutefois, la spécificité d’acétylation est quelque peu différente,
puisque le complexe ADA acétyle uniquement les résidus 14 et 18 sur I’histone H3, tandis
gue SAGA acétyle les résidus 9, 14, 18 et 23 (Eberharter et al., 1999 ; Grant et al., 1998a). Ce
complexe n’est pas simplement un module de SAGA, car il posséde une sous-unité spécifique
nommée Ahcl (pour ADA HAT complex component 1) impliquée dans 1’intégrité structurale
du complexe. Néanmoins, les fonctions spécifiques de ce complexe sont encore mal connues
(Eberharter et al., 1999).

-Les TAFs au sein du complexe SAGA

Le complexe SAGA est composé d’un ensemble de TAFs important pour la fonction
d’activation de la transcription et d’acétylation in vitro. Le role exact des TAFs au sein du
complexe SAGA n’est pas encore connu. Il est probable que ces protéines jouent un role
architectural majeur au sein du complexe, puisqu’elles sont localisées a des positions clés,
formant le squelette du complexe. On peut ainsi imaginer que 1’importance fonctionnelle des
TAFs déecoule de leur rdle structural, que ces protéines permettent d’intégrer les autres sous-
unités pour rendre le complexe fonctionnel. Les TAFs peuvent également avoir des fonctions
plus spécifiques, comme participer a ’interaction avec TBP ou étre impliquées dans le
déplacement des histones, mais ces hypotheses restent a démontrer. La protéine Tral joue un
role structural de premier ordre dans I’édifice du complexe SAGA et interagit avec des
activateurs acides tels que VP16, ce qui lui confére un réle de coactivateur transcriptionnel
(Bhaumik et al., 2004 ; Qiu et al., 2005).
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-un complexe dynamique

Des travaux plus récents ont montré que la composition de ce complexe est dynamique
et ses fonctions variées, et toutes deux dépendent des différentes conditions dans lesquelles la
cellule se trouve. Les complexes SAGA « classiques » sont formes lorsque les levures sont
dans un milieu riche, qui réprime la transcription de His3, tandis qu’en les placant dans des
conditions ou His3 est transcrit, un complexe SAGA altéré est formé (dépourvue de protéine
Spt8) (Belotserkovskaya et al., 2000). Ces résultats vont dans le sens d’autres études qui ont
montré qu’un variant du complexe SAGA, appelé SALSA ou SLIK (sans Spt8 et avec une
forme tronquée de la protéine Spt7) constitue la forme fonctionnelle pour activer la
transcription chez la levure (Sterner et al., 2002a). Ces résultats ont permis de construire un
modéle d’activation de la transcription des complexes multiprotéiques de type SAGA, dans
lequel une forme spécifique du complexe serait prédominante pour activer la transcription au
niveau de certains promoteurs, alors que 1’autre forme n’est visualisée que lorsque les génes
ne sont pas transcrits. Il reste a comprendre comment les complexes modifient leur

composition pour passer d’une forme inactive a une forme active en transcription.

Le complexe SAGA, sous diverses formes, semble réguler la transcription d’ensemble
de genes différents (Pray-Grant et al., 2002). Ainsi les complexes SAGA et SLIK (SALSA)
ont en commun certaines activités, alors que d’autres leur sont spécifiques et restent a clarifier
(Wu and Winston, 2002). La sous-unité Spt8, présente dans le complexe SAGA et non dans
SLIK, joue un rdle important dans I’interaction entre SAGA et TBP. In vitro, les mutants
Spt8A sont incapables d’interagir avec TBP (Saleh et al., 1997). La protéine Spt3, impliquée
elle aussi dans l’interaction avec TBP, est requise pour la formation du complexe de
préinitiation au niveau du promoteur GAL1 (Bhaumik and Green, 2001 ; Dudley et al., 1999).
Les interactions Spt3-TBP ou Spt8-TBP inhibent la transcription au niveau de certains
promoteurs (Warfield et al., 2004). L’interaction entre Spt8 et TBP est soit nécessaire a
I’initiation de la transcription au niveau de certains promoteurs, soit elle inhibe la
transcription au niveau d’autres promoteurs. Cette « double » fonction de Spt8 confere une
spécificité fonctionnelle au complexe SAGA, mais pas au complexe SLIK, qui en est

dépourvu.

En résumé, d’aprés le modele construit a partir de la structure tridimensionnelle de

SAGA (microscopie électronique), certaines sous-unités du complexe SAGA, plus mobiles,
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peuvent modifier la composition de ce complexe. Ainsi, grace a ce vaste réseau d’interactions
entre protéines, toujours dynamique, il est probable que ce complexe soit impliqué dans des

activités assez variées.

-Action concertée de SAGA, du Médiateur et de SAGA/SWi/Snf

Le complexe SAGA s’agence a d’autres complexes de protéines dans le but d’activer
la transcription, tels que le complexe Médiateur et les complexes Swi-Snf. Les sous-unités du
complexe Médiateur de levure MED12-CycC jouent un rble dans I’activation de la
transcription du gene Gall comme SAGA. Des études d’immunoprécipitation de la
chromatine suggérent que MED12-CycC ne s’associent au promoteur du gene Gall qu’en
présence du complexe SAGA. De méme, les liaisons de TBP et MED12-CycC au niveau du
promoteur gall sont interdépendantes (Larschan and Winston, 2005). D’autres études plus
globales vont dans ce sens, car elles ont montré que la majorité des promoteurs regulés par
SAGA requiert également la présence du complexe Médiateur (Basehoar et al., 2004 ;
Huisinga and Pugh, 2004 ; Qiu et al., 2005).

SAGA et le complexe Swi/Snf (impliqué dans le remodelage de la chromatine)
interagissent ensemble et participent a 1’activation de la transcription de maniére

complémentaire ou partiellement redondante (Topalidou et al., 2004).

Ces expériences soulignent I’importance de recruter plusieurs complexes de protéines
au niveau de certains promoteurs pour activer la transcription, notamment par ’altération de

la structure chromatinienne.

b)  Lecomplexe PCAF

Le complexe PCAF comprend une protéine douée d’activité HAT nommée PCAF
(Fig.63) (p300/CBP Associated Factor) et partage de nombreuses sous-unités protéiques avec
les complexes GCN5, STAGA et TFTC.

La protéine p300/CBP, qui interagit avec la protéine PCAF, n’est pas présente en
quantité steechiométrique dans le complexe PCAF purifié, ce qui indiquerait que 1’interaction
ne peut s’établir qu’au niveau de certains promoteurs. Ce complexe a été isolé grace a
I’expression de PCAF portant un épitope Flag dans des cellules de type HelLa. Une vingtaine

de sous-unités ont été identifiées dont 11 sont homologues au complexe de levure SAGA. Ce
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complexe comprend par exemple les sous-unités hADA2, hADAS3, SPT3, hTRRAP, TAF9,
TAF10, TAF12, TAF6L et TAF5L (Vassilev et al., 1998), homologues de sous-unités de
SAGA.

Par contre, certaines sous-unités du complexe SAGA sont absentes du complexe
PCAF, comme la protéine TAF5, ce qui est particulierement surprenant puisque TAF5 est
localisée dans une région cruciale pour I’intégrité de 1’architecture du complexe SAGA chez
la levure (Wu et al., 2004). Ce complexe comprend cependant les protéines TAF5L et
TAF6L, trés similaires aux protéines TAF5 et TAF6 respectivement. Ces protéines pourraient
remplacer les TAFs pour former une structure ressemblant a celle des nucléosomes (Schiltz
and Nakatani, 2000).

De nombreuses similarités sont observées entre les complexes PCAF et les complexes
qui contiennent la protéine GCNS5, tels que STAGA et TFTC, mais leurs sous-unités ne sont
pas toutes identiques. Les protéines PCAF et GCN5 s’expriment dans des tissus spécifiques
chez la souris. Il est alors envisageable que ces complexes multiprotéiques différent au niveau
de leur composition ou de leur activité en fonction des tissus ou bien du stade de

développement cellulaire.

¢)  Lecomplexe STAGA (SPI3-TAF(II)31-GCNSL acetylase)

-Composition de STAGA

C’est un homologue du complexe SAGA chez la levure. Il contient ’'HAT GCNS, un
certain nombre de TAFs (TAF10, TAF12, TAF9), SPT7, SPT3, ADAL, ADA3, SAP 130,
TAF5L et TAF6L (Fig.63). A la différence du complexe TFTC isolé au laboratoire, ce
complexe ne semble pas contenir de TAFs de haut poids moléculaire telles que TAF5 ou bien
TAF6. Or, I’'immunolocalisation de TAFS5 dans SAGA attribue une place centrale a TAFS
dans I’architecture du complexe, ce qui laisse penser que sans cette protéine, le complexe est
détruit (Wu et al., 2004). Le complexe STAGA contient les protéines TAF5L et TAF6L
(PAF658 et PAF65a, respectivement) qui, homologues des TAFS et 6, peuvent les remplacer
(Martinez et al., 2001). La composition des complexes TFTC et STAGA est donc trés proche
et il devient difficile de les distinguer. Plusieurs groupes ont nommé I’ensemble de ces

complexes « TFTC-like ».
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~Fonctions du complexe STAGA

Il existe peu de données fonctionnelles pour ce complexe. Sans surprise, STAGA
s’avere doué d’activité HAT ciblée principalement sur 1’histone H3, tout comme GCN5. Des
tests d’acétylation in vitro, sur des histones libres ou agencées en nucléosomes, ont en effet
révélé la capacité de STAGA a acétyler 1’histone H3 (Martinez et al., 2001). La capacité
d’activer la transcription in vitro a été testée par la suite. Premiérement, STAGA se fixe sur
I’activateur VP16 in vitro (chromatographie d’affinité GST-VP16). Ensuite, des expériences
d’activation de la transcription ont été réalisées avec VP16 et elles montrent I’incapacité de
STAGA a activer la transcription sur une matrice d’ADN nue. Par contre, lorsque
I’expérience est réalisée avec un substrat d’ADN chromatinien, STAGA facilite I’activation
de la transcription par VP16. Ces résultats concordent avec la fonction d’acétylation des
histones H3, dont on présume qu’elle facilite la transcription uniquement dans un contexte

chromatinien (Martinez et al., 2001).

STAGA est par ailleurs impliqué dans I’activation de la transcription par c-myc.
Des expériences d’interaction in vitro (immunoprécipitation et chromatographie d’affinité
GST-Myc) révelent une interaction stable entre c-myc et les sous-unités du complexe
STAGA. Gréce a des expériences de transfection transitoires, les auteurs ont montré que
TRRAP et GCNS5 sont tous deux requis pour I’activation de la transcription par c-myc (Liu et
al., 2003b).

Ainsi le complexe STAGA joue un role dans la transcription en tant que coactivateur.
D’autre part, ce complexe est impliqué dans la réparation de ’ADN par excision de
nucléotides. Il peut lier différentes protéines impliquées dans 1’épissage alternatif et dans la
réparation par excision de nucléotides (Martinez et al., 2001). Certaines des fonctions du
complexe STAGA sont communes au complexe TFTC, comme 1’activation de la trancription

par VP16, ou bien I’implication dans la réparation des cassures d’ADN.

d)  Lecomplexe TFIC

-Caractérisation biochimique et structurale

Une fraction sans la protéine TBP a été identifiée au sein du laboratoire Tora (Fig.66).
Elle contenait des TAFs associées a d’autres facteurs mais pas a TBP. Aprés caracterisations

biochimiques et structurales, il s’est avéré que cette fraction contenait un nouveau complexe
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multiprotéique stable appelé TFTC pour « TBP Free TAF Containing Complex ». La
purification de TFTC s’articule en plusieurs parties. Tout d’abord, des extraits de cellules
HeLa sont immunoprécipités a I’aide d’un anticorps contre TAF10 ; le matériel élué¢ est
ensuite immunoprécipité a I’aide d’un anticorps contre TBP ; ainsi 1’¢luat de deuxieme
immunoprécipitation contient le complexe TFIID. Le surnageant de cette deuxieme IP est par
la suite immunodéplété en TBP, et cette fraction contient le complexe TFTC (Wieczorek et
al., 1998).

hTFIID complet TBP-free TAF complex (TFTC)

Figure 66 : Représentation schématique des complexes TFIID et TFTC, d’aprés (Muller and Tora, 2003).

-L.a composition en protéines

Ce complexe partage certaines sous-unités avec le complexe TFIID, comme TAF2,
TAF4, TAF5, TAF6, TAF7, TAF9, TAF10 et TAF12. Par contre, certaines TAFs sont
présentes spéecifiquement dans TFIID, TAF1 et TAF11. D’une maniére logique, les TAFs
présentes uniquement dans TFIID interagissent avec TBP. TFTC comprend des sous-unités
spéecifiques, comme hTRRAP, ’HAT GCNS5, ADA1, ADA3, SPT3, SPT7-like, SAP130,
TAF5L et TAF6L qui sont retrouvées dans le complexe STAGA et constituent des

homologues de sous-unités du complexe SAGA chez la levure.

-La structure du complexe TFIC

La structure du complexe multiprotéique TFTC a été résolue par microscopie
électronique au laboratoire, en collaboration avec le laboratoire du Dr Schultz (Brand et al.,

1999a) (Fig.67). La structure tridimensionnelle de TFTC, résolue & 35A en microscopie
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électronique ressemble, comme celle de TFIID, a un serre-joint moléculaire mais avec 5
domaines globulaires au lieu de 3. Elle présente une cannelure dans laquelle peut s’insérer
I’ADN double-brin (Brand et al., 1999a). Cette configuration suggére que TFTC a adopté une

conformation de liaison a I’ADN relativement similaire a celle de TFIID (Andel et al., 1999).

Figure 67 : TFTC et TFIID, structures tridimensionnelles des complexes TFIID en haut (A) et TFTC en bas (B),
résolues par microscopie électronique, d’aprés (Brand et al., 1999a).

Les trois orientations correspondent a une rotation d’un angle de 80° autour d’un axe vertical. Les domaines sont
numérotés de 1 & 4 pour TFIID et de un a cing pour TFTC. A — 115 vues différentes ont été utilisées pour
construire le modéle 3D de TFIID. B- Un total de 112 vues de TFTC ont été utilisées pour construire ce modéle

tridimensionnel. La barre blanche représente 20 nm.

La structure du complexe SAGA, homologue de TFTC, a depuis été résolue et
certaines sous-unités, immunolocalisées. Par analogie, il est possible d’imaginer maintenant la
localisation de certaines protéines dans TFTC. La résolution de la structure du complexe

TFTC confirme visuellement 1’existence de ce complexe.

-Etudes fonctionnelles

*Test de transcription in vitro

Tout comme TFIID, TFTC est capable d’intervenir dans la transcription basale ainsi
que dans celle induite par Gal4-VP16 in vitro sur des promoteurs contenant ou non une boite

TATA. Cela se ferait apparemment grace a la reconnaissance du promoteur minimal par les
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TAFs et par I’interaction avec d’autres composants de la machinerie transcriptionnelle

(Wieczorek et al., 1998).

Suite a la mise en évidence d’une implication de TFTC dans I’initiation de la
transcription, il a été suggéré que le complexe TFTC puisse se fixer au promoteur comme
TFIID. Des experiences de protection a la DNasel ont alors montré que TFTC peut
reconnaitre des séquences de 1’élément initiateur du promoteur AAMLP. Les TAFs peuvent
jouer un réle important dans la liaison de TFTC au niveau de I’¢1ément initiateur, puisqu’elles

peuvent également se fixer au niveau de cette région (Wieczorek et al., 1998).
*Test HAT

Le complexe TFTC, qui comprend la protéine GCN5 douée d’activité HAT, est
capable d’acétyler in vitro les histones libres H3 et H1 (Brand et al., 1999b). Chez la levure, la
protéine recombinante Genb acétyle trés bien les histones libres, mais pas celles agencées en
nucléosomes. L’activit¢é HAT de Gen5 semble modulée par les protéines qui lui sont liées. En
effet, lorsque la protéine native Gcn5 est intégrée a des complexes du type SAGA, elle
devient capable d’acétyler les nucléosomes in vitro (Grant et al., 1997). De méme, I’ensemble
du complexe TFTC est également requis pour acétyler 1’histone H3 agencé en nucléosomes
(Brand et al., 1999b). Ainsi la protéine GCN5 a besoin d’autres facteurs pour pouvoir acétyler

les histones agencés en nucléosomes.

*|_a fonction de co-activation de la transcription

In vitro, TFTC est capable d’activer la transcription par VP16 sur une matrice d’ADN
nue (Wieczorek et al., 1998). TFTC semble également impliqué dans 1’activation de la
transcription par les récepteurs nucléaires en présence de leurs ligands. In vivo, certaines sous-
unités du complexe TFTC se lient au récepteur aux oestrogénes ERa uniquement en présence
de ligand (E2). Des expériences de transfection ont ensuite souligné I’importance de la
présence des sous-unités hTRRAP et GCNS5 pour activer la transcription par 1’intermédiaire
des récepteurs nucléaires (Yanagisawa et al., 2002). Ces études montrent une implication
probable des complexes de type TFTC dans [I’activation de la transcription par les

oestrogenes.

*|a réparation par excision de nucléotides
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Le complexe TFTC contient une sous-unité de 130 Kda, SAP130 (spliceosome
associated protein 130) fortement homologue a la protéine DDBL, qui est recrutée au niveau
de 1ésions d’ADN induites par les UV in vivo (Brand et al., 2001; Green and Almouzni,
2003). In vitro, le complexe TFTC se fixe préférenticllement au niveau de I’ADN soumis aux
UV et n’est alors plus disponible pour activer la transcription. Ainsi, le complexe TFTC, en
plus de son role dans I’initiation de la transcription, pourrait étre impliqué dans la réparation
des cassures d’ADN par excision de nucléotides. Les deux processus de transcription et de
réparation sont en compétition, et, en présence de l€sions au niveau de I’ADN, TFTC préfere
se lier sur des lésions pour acétyler les histones et pour faciliter la réparation (Brand et al.,
2001).

e) Bilan sur ces complexes sans TBP

Pris dans leur ensemble, tous ces résultats suggerent que les différents complexes
apparentés a TFIID ont des roles spécifiques :

-dans la reconnaissance de différents promoteurs
-dans I’interaction avec des ensembles de facteurs de transcription différents

-dans la mise en place de réponses différentielles a des activateurs transcriptionnels
distincts.

La diversité des promoteurs de base fait qu’ils peuvent €tre reconnus par différentes
protéines ou différents complexes protéiques, chacun d’entre eux contribuant a la
transcription d’un faible pourcentage de genes. Cette hypothése a émergé des propriétés
respectives des facteurs de la famille de TBP (TRFs; Dantonel et al. 1999; Lemon and Tjian
2000) et de TFTC (Wieczorek et al. 1998).

Le complexe TFTC contient de nombreux TAFs en commun avec TFIID et il peut se
substituer a lui pour des essais de transcription in vitro méme s’il manque de TBP. Bien que
cette absence de TBP suggere que TFTC s’occupe des promoteurs dépourvus de boite TATA,
TFTC et TFIID stimulent la transcription avec une égale efficacité que ce soit sur des

promoteurs dépourvus de boite TATA ou non (Wieczorek et al. 1998).
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Ces résultats suggerent que TFTC ne semble pas discriminer les promoteurs ayant des

structures différentes ; il apporte alors probablement des contributions différentes a chacun de
ces promoteurs en terme de régulation de la transcription.

L’existence de ces différents complexes suggere que les différents TAFs ne régulent
qu’un ensemble limité de geénes spécifiques. La présence de ces complexes et leur role dans la
transcription en 1’absence de TBP indiquent clairement qu’il existe un degré supérieur de

complexité dans la régulation de 1’expression des génes eucaryotes.

1I. Les TATs et leur véritable fonction dans la régulation des génes

L’intégration d’un grand nombre de signaux extra et intracellulaires et leur conversion
en une réponse transcriptionnelle nécessitent la présence d’activateurs qui contacteraient

directement les composants de la machinerie basale, afin d’influencer 1I’assemblage du PIC et
de permettre la régulation des genes (Fig.68).
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Figure 68 : Contacts entre activateurs et composants de la machinerie basale.

A.  Les TAFs assurent la stabilité de TFIID sur le promoteur

La fixation des TAFs sur le promoteur, en plus du facteur TBP, permet tout d’abord
d’¢élargir la séquence spécifique d’ADN reconnue par le TFIID. En effet, comme nous I’avons
vu au cours du premier chapitre, TFIID peut contacter directement la boite TATA grace a
TBP, mais il peut également contacter 1’élément initiateur via TAF1/TAF2, le DPE via
TAF6/TAF9 et le DCE via TAF1 (Fig.6). Ce faisant, il génere ainsi une région de protection
étendue, de part et d’autre de la boite TATA, plus importante que celle définie par le seul
facteur TBP, comme le montre les expériences d’empreintes a la DNase I sur le promoteur
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tardif majeur de I'adénovirus (Chiang et al., 1993; Zhou et al., 1992). De plus, le contact
extensif établi par TFIID pourrait fournir une stabilité supplémentaire a la fixation du PIC et
au recrutement de la Pol 11 au niveau du promoteur (Naar et al., 2001). Ces interactions TAFs-
ADN peuvent intervenir sur la plupart des promoteurs, mais sont vraisemblablement
particulierement importantes pour les promoteurs dépourvus de séquence canonique TATA
(Burke and Kadonaga, 1997). Grace a ces multiples interactions, I’affinité de TFIID qui en
résulte pour les séquences du promoteur minimal pourrait étre augmentée et favoriser la mise
en place d’une activité transcriptionnelle de haut niveau. Car si les TAFS interviennent avant
tout dans la stabilisation de la liaison de TFIID sur le promoteur grace a des contacts directs
avec I'ADN, au niveau des éléments INR et DPE (Chalkley and Verrijzer, 1999), ils peuvent

aussi servir d'adaptateurs entre la machinerie transcriptionnelle de base et certains activateurs.

1. L 'occupation des TAFs sur les promoteurs

Des expériences d’immunoprécipitations de la chromatine ont permis d’entrevoir que
I’activité transcriptionnelle chez la Levure était fortement corrélée avec 1’occupation des
promoteurs par la Pol Il et par les GTFs. Si TFIID est recruté de maniere constante au niveau
du promoteur, présent a la fois sur les promoteurs dépendants et indépendants des TAFs, le
ratio d’occupation des TAF/TBP doit étre constant sur tous les promoteurs en conditions
physiologiques. Des expériences d’immunoprécipitation de la chromatine démontrent au
contraire que ce ratio TAF/TBP varie considérablement selon les promoteurs que ce soit pour
TAF1, TAF2, TAF1l ou TAF9 (Kuras et al., 2000). Il existerait donc deux types de
promoteurs, ceux qui dépendent des TAFs pour leur activation et ceux qui en sont

indépendants.

Les équipes de Struhl et de Green ont également montré que, dans le cas de
promoteurs dépendants des TAFs, cette corrélation était aussi valable pour I’occupation des
promoteurs par les TAFs (Kuras et al., 2000; Li et al., 2000). Par ailleurs, si I’'unique présence
de TBP suffit a activer la transcription basale en 1’absence de TAFs lors de tests de
transcription in vitro, dans le cas de promoteurs dépourvus de boite TATA, les contacts entre
TAFs et ADN se révelent indispensables et semblent jouer un réle particulierement important
pour la transcription in vitro de ces promoteurs. Dans le contexte de TFIID, I’inactivation

d’une sous-unité individuelle (un TAF) chez la Levure n’affecte qu’un nombre restreint de
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genes (Mogqtaderi et al., 1996; Moqtaderi et al., 1998), ce qui, a premiére vue, a laissé pensé

que les TAFs ne jouaient pas un role majeur dans 1’activation de la transcription.

2. Un recrutement spécifiqgue des TAFs

Afin de mieux entrevoir la fonction de TBP et celle des TAFs, des mutants sensibles a
la température ont été élaborés. Pour tous les promoteurs testés, qu’ils possédent ou non une
boite TATA, la transcription décroit rapidement et spécifiquement lorsque 1’on inactive TBP
(Cormack and Struhl, 1992). Cela suggere que TBP est directement impliqué dans le
processus d’activation de la transcription. Cependant, 1’inactivation de TBP n’abolit pas la
liaison des TAFs aux promoteurs TAFs-dépendants. Le recrutement des TAFs au niveau de

ces promoteurs ne repose donc pas sur TBP.

| Conditions normales | | Aprés un choc thermique |

Géne dépendant des TAFs Géne dépendantdes TAFs

E&o c
V4 Nl

Gene indépendant des TAFs Géne indépendant des TAFs

Figure 69 : Occupation du promoteur par TBP et les TAFs en conditions normales et aprés un choc

thermique (Kuras et al., 2000).

Afin de savoir si le recrutement de TFIID dépend des activateurs de la transcription,
des tests ont été réalisés sur I’occupation des TAFs sur des promoteurs par dont la
transcription est induite par des chocs thermiques. Cette occupation du promoteur par les
TAFs augmente sensiblement sous 1’effet du choc thermique pour les promoteurs TAFs-
dépendants et indépendants. Cela signifie que des activateurs agissant lors du choc thermique
augmentent le recrutement au promoteur de TFIID (Fig.69). De plus, 1’association des TAFs

et de TBP sur le promoteur est perdue si ces activateurs sont supprimés, indiquant clairement
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que les activateurs sont nécessaires au recrutement des TAFs (Li et al., 2000). Les TAFs
seraient donc des cibles directes de certains activateurs, ce qui confirme les études
biochimiques préalables (Verrijzer and Tjian, 1996).

Pour les promoteurs TAFs dépendants, les TAFs sont donc recrutés via des activateurs
et leur niveau d’expression est comparable a celui de TBP, alors que pour les promoteurs dits
TAFs indépendants, les TAFs sont présents a un niveau avoisinant le bruit de fond et seul

TBP semble étre recruté pour 1’activation de la transcription (Li et al., 2000).

B. TFIID, une cible idéale pour les activateurs

Plusieurs caracteristiques de TFIID font de lui un candidat idéal pour étre la cible de
ces activateurs. Tout d’abord, il posséde la capacité de se lier a ’ADN sur des séquences
specifiques de celui-ci. Premier composant du PIC qui s’assemble sur le promoteur, il joue le
role de point d’ancrage pour le recrutement de la Pol II et des autres GTFs (Pugh, 1996).
Ensuite, son interaction avec des activateurs a été démontrée des les années 80’s, notamment
avec USF et Gal4 (Horikoshi et al., 1988; Sawadogo and Roeder, 1985b). De plus, la fraction
TFIID entiere contient des activités additionnelles qui, bien que non essentielles pour la
transcription basale, sont indispensables pour la transcription régulée. En effet, si le facteur
TBP peut a lui seul remplacer la fraction TFIID lors de la transcription basale (Hahn et al.,
1989; Horikoshi et al., 1989), sans les TAFs il échoue pour I’activation de la transcription
(Pugh, 1996).

1. Les liens entre activateurs et TAFs

Le fait de contacter différents TAFs au sein du TFIID permettrait d’améliorer
I’intégration de multiples signaux provenant de distincts activateurs et répresseurs de la
transcription (Verrijzer and Tjian, 1996) tout en renforcant la stabilité du PIC (Fig.70). La
liaison activateur-TAFs entraine une augmentation du recrutement du facteur TFIID sur le
promoteur. Plusieurs études vont dans ce sens, soulignant que des activateurs peuvent
favoriser le recrutement de TFIID, TFIID-TFIIA ou méme de TFIIB (Choy and Green, 1993).

De nombreuses interactions entre activateurs et TAFs ont été décrites. Les différentes
classes d’activateurs se lient a des TAFs spécifiques au sein du complexe TFIID. Par

exemple, chez la Drosophile, les activateurs riches en Gln tels que Spl et Bicoid se lient a
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TAF4 (Pugh, 1996); les activateurs a domaine acidique comme VP16 et p53 se lient a TAF6
et TAF9 (Uesugi et al., 1997; Uesugi and Verdine, 1999) et ceux riches en isoleucine comme
NTF-1 se lient a TAF2 et TAF6 (Dynlacht et al., 1991). La stimulation de la transcription par
Spl ou NTF-1 est dépendante de la présence des TAFs qui lient cet activateur (Chen et al.,
1994).

Complexe TFIIA-TFIID basal :
0 ou 1 activateur

Stabilité
duoomple?(e
+
ARG
K - ‘@ A \
(]
@X%\\\\\\\\\\ s

Figure 70 : Les activateurs de la transcription contactent la machinerie basale et stabilisent le PIC.

2. Les TAFs, médiateurs de [activation de la transcription

Les TAFs sont capables d’interagir avec des activateurs de la transcription (Jager et
al., 2001a) ; ils contribuent a renforcer la liaison de TFIID au promoteur (Abmayr et al., 1988
: Workman etal., 1988) et facilitent ainsi la formation du PIC (Albright and Tjian, 2000 ;
Hoffmann et al.,1997). Par exemple, TAF9 interagit in vitro avec ’activateur acidique viral

VP16, et TAF10 avec le récepteur aux oestrogenes.

Cependant, ces expériences ne permettent pas de savoir si les TAFs sont recrutées

seules ou avec d’autres protéines pour former les complexes de type TFIID ou de type TFTC.

In vivo, la fonction des TAFs reste plus floue. Dans les cellules de mammiferes, des
expériences de transfection ont montré que TAF11 et TAF4 sont impliqués dans 1’activation
de la transcription par les récepteurs nucléaires (May et al., 1996a ; Mengus et al., 1997). Les
TAFs semblent également impliqués dans le contrdle du cycle cellulaire. Des mutations dans

TAF2 provoquent un arrét du cycle cellulaire en G2/M (Martin et al., 1999). Des mutations
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dans TAF1 provoquent un arrét du cycle en G1 (Sekiguchi et al., 1991). Les TAFs pourraient
jouer des roles différents tout au long du cycle cellulaire. Or la phosphorylation des TAFs et
de TBP, dépendante du cycle cellulaire, pourrait inhiber sélectivement la capacité de TFIID a
activer la transcription (Segil et al., 1996). Les TAFs sont trés probablement impliqués dans la

régulation de la transcription de genes qui s’expriment en fonction du cycle cellulaire.

Chez la levure, la plupart des délétions des TAFs est létale (Poon et al., 1995; Reese et
al., 1994) Ces résultats ont permis de concevoir I’existence de deux groupes de promoteurs.
Un premier groupe de promoteurs, nommé dépendants des TAFs, requiert la présence de
TAFs pour initier correctement la transcription (Li et al., 2000), tandis qu’un deuxiéme
groupe, nommé indépendants des TAFs ne lie pas les TAFs (ou en quantité faible par rapport
a TBP) in vivo (expérience d’immunoprécipitation de la chromatine) (Kuras et al., 2000 ; Li
et al., 2000). Les promoteurs dépendants ou indépendants des TAFs se distinguent également
par leurs séquences activatrices localisées en amont du promoteur, qui ne permettent pas de

recruter les TAFs dans le cas des promoteurs indépendants des TAFs (Li et al., 2002).

3. Mécanismes d action des TAFs dans [activation de la transcription

Diverses théories ont été proposées pour tenter d’expliquer le role des TAFs dans 1’activation

de la transcription.

Il a tout d’abord été suggéré que les TAFs jouent un réle important dans la
transcription in vitro de genes dont les promoteurs sont dépourvus de boite TATA (Martinez
et al., 1994). TBP est capable, seule, de se substituer a I’ensemble du complexe TFIID in vitro
dans un systéeme basal de reconstitution de la transcription, excepté lorsque les promoteurs
sont dépourvus de boite TATA. Ainsi si les TAFs ne peuvent pas se lier a la boite TATA,
elles seront capables de contacter d’autres séquences d’ADN, comme 1’initiateur ou bien les
éléments en aval du promoteur. Ainsi les TAFs permettraient la transcription de génes qui ne

contiennent pas de boite TATA dans leur promoteur.

Ensuite, il a été suggére que les TAFs soient impliqués dans 1’activation de la
transcription de génes inductibles. Lorsque des levures sont soumises a un choc thermique, la
proportion de complexe TFIID augmente par rapport a celle de TBP seule (Kuras et al.,
2000). Lorsque les TAFs interviennent dans la transcription de genes inductibles et/ou de
genes dont le promoteur est dépourvu de boite TATA, il est possible que ces TAFs s’associent
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en I’absence de TBP au sein d’un complexe multiprotéique différent de TFIID comme le

complexe TFTC.

Enfin, il a été proposé que les TAFs soient impliqués dans la sélection de promoteurs a
transcrire. Des expériences de protection a la Dnase | avec des promoteurs distincts suggerent

que les TAFs se lient a différents promoteurs avec des affinités différentes.

Une théorie suppose que les TAFs provoquent un changement de conformation du
complexe ADN/TFIID qui lui permettrait de passer de 1’état inactif a 1’état actif. Par exemple,
la protéine TAF1 inhibe les interactions entre I’ADN et TBP puisqu’elle se lie au domaine de
liaison a ’ADN de TBP (Liu et al., 1998). Ce modele propose que TAF1 change de
conformation suite a la liaison d’activateurs, libérant alors le domaine de liaison a I’ADN de

TBP. TBP pourrait alors se fixer a I’ADN et I’initiation de la transcription démarrer.

4, Changement de conformation de TFIID

Ainsi le complexe TFIID/ADN pourrait changer de conformation pour passer d’un état
inactif en transcription a un état actif (Fig.71). Plusieurs états d’activité du complexe hTFIID

pour les génes de classe 1l (Hoffmann et al., 1997) ont été décrits :

1 — promoteurs ne contenant pas hTFIID, qui sont transcriptionnellement inactifs et qui ne

peuvent pas étre activés sans remodelage de la chromatine.

2 — « poised genes » ou hTFIID est présent au niveau du promoteur a un stade inactif. Des

stimulus peuvent alors rapidement rendre la transcription de ces génes active.
3 — geénes activement transcrits contenant hTFIID.

Selon ce mode¢le, la présence de TBP au niveau de promoteurs n’est pas synonyme
d’une transcription active. Certaines études in vivo d’immunoprécipitation de la chromatine
vont dans ce sens puisqu’elles ont pu montrer qu’au niveau de certains promoteurs, TBP est
1i¢ a la boite TATA avant I’intervention d’autres facteurs tels que les TAFs ou la polymérase

Il (Soutoglou and Talianidis, 2002).

Des expériences d’immunoprécipitation de la chromatine et de fluorescence ont méme
montré que TBP peut s’associer a la chromatine trés condensée en mitose (Christova and

Oelgeschlager, 2002). TBP serait présente au niveau de promoteurs avant méme que la
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transcription ne débute, et servirait ainsi de repere pour la réinitiation de la transcription
(Davidson, 2003). D’autres études in vitro ont aussi proposé que les TAFs soient impliqués
dans la réinitiation de la transcription (Oelgeschlager et al.1998).

A +1
|
IR IR ID I
recrutement
direct indirect

"préte a transcrire"

"active"

Figure 71 : Différents stades de ’expression des génes, d’aprés (Hoffmann et al., 1997)

A - Les génes inactifs sont retrouvés au niveau de la chromatine compactée et sont inaccessibles aux facteurs de
transcription. Dans ce modéle, 1’assemblage du PIC ainsi que ’initiation de la transcription est précédé par

I’action de facteurs capables de remodeler la chromatine.

B — TFIID est fix¢ au niveau du promoteur de génes « préts a étre transcrits ». L expression de ces génes n’est
pas active, mais rapidement inductible. La conformation de ce complexe en 1’absence de stimuli rend impossible

le recrutement de I’ ARN polymérase II ainsi que des facteurs généraux de transcription.

C — génes activement transcrits par la liaison d’activateurs au niveau de séquences spécifiques, ce qui permet le

recrutement, direct ou indirect, de la machinerie de transcription.

C.  Les TAFs et la répression de la transcription

Le récepteur alpha de I’hormone thyroidienne humaine hTRo peut réprimer la
transcription lorsqu’il est dépourvu de ligand, en inhibant la formation du PIC sur les
promoteurs possédant des éléments de liaison a I’hormone thyroidienne (TR). L’hormone
thyroidienne alpha peut contacter directement la protéine TBP ce qui a pour conséquence de
diminuer in vitro la répression engendrée par le récepteur hTR alpha. Le récepteur va se fixer
a TBP, soit au cours de la formation du complexe TBP/TFIIA, soit au cours de celle du
complexe TBP/TFIIA/TFIIB. Son domaine de liaison interagit avec la partie C-terminale de
TBP. Ces interactions directes entre le récepteur a 1’hromone thyroidienne et TBP peuvent

étre inhibées par la présence de 1’hormone. Ces résultats suggerent donc un modeles dans
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lequel hTRa contacte TBP lié au promoteur et interfere avec les dernieres étapes de la
formation du complexe d’initiation de la transcription (Fondell et al , 1996a ; Hou et al.,
2000).

D. Modifications de la structure de la chromatine par les TAFs

QOutre leur r6le de pont moléculaire entre les activateurs et la machinerie
transcriptionnelle de base, les TAFs participeraient aux modifications de la structure de la

chromatine pour activer la transcription de certains genes.

D’emblée, si la structure des TAFs peut mimer celle des nucléosomes, il est facile
d’imaginer que TFIID modifie la structure de la chromatine en s’incorporant a la structure en
"collier de perles"”. Or, remplacer les histones par des TAFs peut induire des modifications

chimiques locales conduisant a un contexte plus favorable a I’initiation de la transcription.

TAF1 est impliquée dans la régulation de la transcription grace a ses activités
enzymatiques d'acétylation (Mizzen et al., 1996). TAF1 est également douée d’une activité
enzymatique de type kinase qui peut étre reliée a 1’activation de la transcription. En effet, des
études chez la Drosophile ont montré que TAF1 peut phosphoryler la sérine 33 de I’histone
H2B. Or cette modification se retrouve dans la chromatine active en transcription et dans la
chromatine au stade de la mitose, ce qui laisse penser que 1’activité kinase de TAF1 serait

impliquée dans ’activation de la transcription (Maile et al., 2004).

TFIID

Figure 72 : Les différentes activités enzymatiques de la sous-unité TAF1.
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Enfin, TAF1 est douée d’une troisi¢éme activité enzymatique, de mono-ubiquitination,
ciblant in vivo et in vitro, I’histone H1 (Pham and Sauer, 2000) (Fig.72). Cette modification
sur les histones H2A et H2B est enrichie au niveau des régions de la chromatine active.
L’ubiquitination constitue une premieére marque pour la dégradation des protéines via le
protéasome. Si les histones H1 sont degradées, il est probable que cela permette la
décondensation de la structure de la chromatine. Ainsi les activités enzymatiques associées a
TAFL1 peuvent contribuer a modifier la structure de la chromatine, la rendant plus accessible

aux facteurs d’initiation de la transcription.

En résumé, I’action des TAFs semble passer par le recrutement de la machinerie de
base via les activateurs, ou par la modification de la structure de la chromatine. La
contribution des TAFs comme co-activateurs transcriptionnels semble varier d’un promoteur
a lautre, reflétant en cela la complémentarité ou la redondance des activités co-activatrices
présentes dans un extrait nucléaire. Les TAFs et les sous-unités du Médiateur sont nécessaires
pour activer la transcription (Guermah et al., 2001). Leurs réles de co-activateurs a été
beaucoup étudié, mais lors d’expériences de transcription in vitro, TBP seule s’aveére parfois
plus efficace en transcription qu’associée aux TAFs. Cette différence pourrait s’expliquer par
un effet corépresseur des TAFs (Guermah et al., 2001). De plus, certaines études ont montré
que la présence des TAFs peut étre utile lors de la répression de la transcription de certains
genes (Fondell et al., 1996a ; (Hou et al., 2000)

E. Les TAFs, des protéines essentielles

a)  Pour le cycle cellulaire

L’¢tude d’un ensemble de mutations sensibles a la température (TS) chez les TAFs
indique que plus de 84% des genes de la Levure ont besoin d’un ou de plusieurs TAFs pour

leur expression (Shen et al., 2003).

La mutation tsBN462 de TAF1 dans des cellules de hamster par exemple empéche les
cellules de passer de la phase G;a S. Une décroissance brutale de la synthése protéique a lieu,
qui commence au milieu de la phase G1 et devient trés prononcée a la fin de celle-ci. Placés
en conditions restrictives, ces mutants voient 1’expression de leurs cyclines A, D1, D3, E

réduire, ainsi que I’activité de leur kinase cdk2 associée a I’histone H1 par action de p21. Il
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s’en suit une phosphorylation partielle de Rb inhibant alors le cycle cellulaire (Sekiguchi et
al., 1996).

Mais ces mutations n’entrainent pas toujours I’arrét au méme stade du cycle cellulaire.
Des mutants TS de yTAF5 présentent en grande majorité un arrét lors de la transition de la
phase G, a M. Ces mutations provoquent des dégats séveres, non seulement sur la viabilité
des cellules, mais aussi sur 1’intégrité des complexes TFIID et SAGA (lorsque la mutation
touche la partie C-terminale de yTAF5) ainsi que sur la transcription (Durso et al., 2001).
Quant aux mutants TS de TAF10, ils présentent des arréts de synthése protéique en phase G;
ou G,/M (Kirschner et al., 2002). Des mutations TS ciblant la méme région de yTAF10
peuvent entrainer des modifications distinctes du phénotype de la Levure et de I’expression

des génes.

b)  Lors de Lembryogenése

L’inactivation de TAF8 ou de TAF10 chez la Souris est I1étale pour I’embryon au stade
blastocyste (Mohan et al., 2003). Dés le stade E3.75, la condensation de la chromatine est
visible dans les cellules de la masse interne de I’embryon taf8”". Cultivées in vitro, ces
cellules arrétent rapidement de proliférer et meurent peu de temps apres (Voss et al., 2000).
Ces resultants montrent clairement que Taube Nuss (Taf8) est nécessaire a la survie des

cellules de la masse interne et que son inactivation entraine 1’apoptose.

L’inactivation de TAF4 chez la souris n’est pas immédiatement 1étale. Les embryons

se développent jusqu’au stade E9.5 avant de mourir. Si TAF4 est inactivé, qui prend le relais ?

F. TAF4 et la voie TGFP

Afin de mieux comprendre la fonction de TAF4 dans un context in vivo, le géne
correspondant a été inactivé dans des modeles cellulaires in vitro et dans des processus
physiologiques in vivo chez la souris. Des alleles modifiés, "floxés", ont été générés par
recombinaison homologue et des fibroblastes embryonnaires murins (MEFs) taf4”" ont été
isolés (Fig.73).

Au contraire des autres TAFs, les fibroblastes embryonnaires murins (MEFs) inactives
pour la protéine TAF4 survivent (Fig.74). TAF4 n’est donc pas essentiel pour la viabilité des
MEFs puisqu’il n’entraine pas un arrét du cycle cellulaire et n’induit pas I’apoptose.

153



Introduction — Chapitre 2

La viabilite de ces cellules est due a la présence du paralogue de TAF4 appelé TAF4b.
TAF4b a tout d’abord été considéré comme spécifique des lymphocytes B (Wu et al., 2005)
mais a été observé par la suite dans de nombreuses autres lignées (Freiman et al., 2001). Dans
les MEFs sauvages, TAF4b est exprimée mais seule une faible partie est associée a TFIID. Au
contraire, en absence de TAF4, TAF4b est incorporé dans le TFIID, assurant son intégrité et

la viabilité cellulaire.

A TAF4

L1 Extended L2
B EcoRI EcoR
Genomic locus # |
WT allele fragment 8.0 kb
EcoRI EcoRI Pro EcoR
Modified locus T

Floxed allele fragment 2.9 kb
Probe

EcoRI EcoRlI EcoRlI
Cre-treated _I_#_m_h_ﬁ Im I
locus ”

A allele fragment 1.9 kb

Figure 73 : Génération d’alleles TAF4 porteurs de sites LoxP (Mengus et al., 2005)

L’inactivation de TAF4 entraine un changement de morphologie par rapport aux
MEFs sauvages (Fig.74). Les MEFs dépourvus de TAF4 ont une forme allongée voire étirée
et ne présentent plus d’inhibition de contact. Ils sont doués d’une croissance autocrine sérum-

indépendante, accompagnée d’une dérégulation de plus de 1000 génes.

Parmi les genes les plus affectés, se trouvent beaucoup de facteurs de croissance tels que
TGFB1, TGFB3 et CTGF. Ce dernier est induit par TGFp et il a des propriétés de croissance
intrinséque. Il agit comme un médiateur de la réponse proliférative des fibroblastes a TGFf. Il
interagit directement avec TGFp1 et facilite sa liaison a son récepteur de surface.(Abreu et al.,
2002).
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Figure 74 : Croissance des fibroblastes taf4” (Mengus et al., 2005).

De plus, la perte de TAF4 induit les facteurs MMP2 et THBS1 qui sont connus pour
activer la voie de signalisation de TGFP. En conséquence, les cellules taf4”" secrétent
fortement du TGFP qui active la voie SMAD et induit une boucle positive d’auto-régulation
de la voie TGFP. La perte de TAF4 dans les MEFs induit I’activation de la voie de
signalisation TGFp.

T-RA Growth factors/cytokines
Wild-type embryonic fibroblasts

Target genes
T-RA responsive genes 7
CREB responsive genes

Autocrine growth loop

ToFp taf#" embryonic fibroblasts

Target genes

TGFp1

TGFp3

mﬁz, 13 Proliferation/
THBS1 Fibrosis ?
CTGF

OPN

SMAD Phosphorylation

?
SMAD mamewouimVv

Figure 75 : Induction de la voie de signalisation de TGFp lors de I’inactivation de TAF4 dans les MEFs
(Davidson et al., 2005).
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Les fonctions moléculaires de TAF4b dans la réponse transcriptionnelle a la voie TGF
restent encore a élucider. Des études d’interaction protéiques et d’immunoprécipitation de la
chromatine seront donc nécessaires pour déterminer si TAF4b interagit avec les SMADs et

s’il est recruté au niveau du promoteur de genes cibles.

La surexpression de TAF4b induit I’expression de TGFP et de CTGF méme en présence
de TAF4, ce qui suggere que TAF4 régule négativement leur expression en entrant en
compétition avec TAF4b pour I’intégration du complexe TFIID. TAF4b est cofacteur d’un ou
de plusieurs composants de la voie TGFB L’augmentation de la transcription des genes
nécessaires pour cette boucle de croissance autocrine serait induite par le facteur TFIID
contenant TAF4b. Un équilibre compétitif entre TAF4 et TAF4b régule alors 1’expression des
geénes contrdlant la prolifération cellulaire (Fig.75).
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I11. TAF4, a la croisée des voies de transcription et de la cancérologie

A.  Découverte de TAF4

TAF4 est une sous-unité du complexe TFIID. Elle a été isolée initialement chez la
Drosophile & partir de TFIID (sous son ancien nom : TAF;110) (Hoey et al., 1993). Chez
I’homme, le clonage de I’ADNc codant pour la sous-unité humaine TAF4 a nécessité le
criblage d’une banque d’ADN génomique, du fait de sa teneur extrémement importante en
nucléotides GC (jusqu’a 95% sur 60 paires de bases) (Mengus et al., 1997). La protéine TAF4

de levure a été la derniére orthologue a étre identifiée (Reese et al., 2000).

B. Structure du facteur de transcrivtion TAF4 (CRI, CRII, domaine

riche en glutamine)

hTAF4 est une protéine de 1083 acides-aminés.

1 1083

Hiatane fald domain

Figure 76 : Structure de la protéine hTAF4 (Mengus et al., 1997).

Elle comprend 4 régions principales : (Fig.76).

-Une région N-terminale riche en proline et en alanine.

-Une région correspondant au premier domaine CRI restreint aux Métazoaires
-4 régions riches en glutamine

-Une deuxiéme région conservée CRII

1. Le domaine N-terminal

Le domaine N-terminal de TAF4 est peu conserveé (voir les alignements de séquences

de TAF4 entre différentes especes). Des analyses fonctionnelles ont montré que cette région
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n’était pas nécessaire a la viabilité des levures Saccharomyces cerevisiae (Thuault et al.,
2002).

2. La région conservée CRI

La fonction de cette région hautement conservée est peu claire. Sa structure 3-D a été
élucidée récemment (Wang et al., 2007). Le CRI de TAF4 est aussi connu comme étant le
domaine TAFH (TAF Homology Domain). Ce domaine se retrouve chez tous les membres de
la famille ETO (Dauvis et al., 2003), la famille ETO étant composée de protéines impliquées

dans la répression transcriptionnelle et exprimées dans la plupart des cellules.

A K611

Figure 77 : Structure globale du domaine hTAF4-TAFH et comparaison avec le domaine ETO-TAFH.

B) Diagramme en ruban du domaine hTAF4-TAFH (CRI). B) Représentation en surface du domaine
hTAF4-TAFH, ayant subi une rotation de 90° le long de 1’axe des X par rapport a la représentation en A). C)
Représentation des résidus hydrophobes formant la poche du domaine hTAF4-TAFH. Les résidus conservés au
sein de tous les domaines TAFH sont représentés en rouge alors que ceux conservés dans les domaines TAFH de
TAF4 ou de TAF4B sont représentés en cyan. D) Vue stéréo des traces de C* de hTAF4-TAFH (jaune) et de
ETO-TAFH (rouge). E) Représentation en surface du domaine ETO-TAFH (Wang et al., 2007).

a)  Lemotif "TAF4-TAFH

Etrangement, aprés alignement des domaines TAFH, la proline P669 qui permet la

formation de I’hélice 5 n’a été détectée que dans les sous-unités TAF4 et TAF4b des
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Vertébrés. Par homologie avec les RAR, elle pourrait étre la cible de phosphorylations
¢ventuelles, a la base d’une réponse transcriptionnelle fine, déterminante pour la structure des

Métazoaires.

Le domaine hTAF4-TAFH est constitué de 5 hélices a (Fig.77) qui forment une pince
contenant 3 éléments principaux : 2 poches et une région aromatique (Fig.77). Une large
cannelure dépourvue de liaison hydrogéne donneur ou accepteur est présente entre les hélices
1 et 4. Cette cannelure est formée de résidus hydrophobes des hélices 1, 2, 3, 4. Bien que les 5
hélices ne participent pas toutes a la formation de ce canal hydrophobe, elles jouent un role

important dans I’empaquetage général de ce noyau hydrophobe.

La plupart des résidus formant la pince sont hautement conservés dans le domaine
TAFH de TAF4, TAF4b et des membres de la famille ETO. Cette surface d’interaction
permet la reconnaissance d’un motif a 4 résidus hydrophobes de type ®®66®® ou @
représente un résidu hydrophobe et ¢ un autre résidu quelconque. Ce motif de reconnaissance
est présent au sein de nombreux régulateurs transcriptionnels qui pourraient étre des co-
activateurs ou des corépresseurs capables de se lier a TAF4 et dont beaucoup auraient un réle

dans le développement des Métazoaires.

b)  Les protéines interagissant avec ce motif

NCoR interagit in vitro avec ETO-TAFH (Amann et al., 2001; Lausen et al., 2006) et
le réprime dans les essais de genes rapporteurs a la luciférase. L’un des deux domaines
d’activations de la boite E des facteurs de transcription HEB et E2A interagit aussi avec ce
CRI (Wei et al., 2007; Zhang et al., 2004). Les deux protéines LZIP et ZF contactent
également la protéine TAF4 via leurs motifs DLLXXLL, ce qui suggére qu’un complexe co-
activateur contenant TAF4 et HCF-1 pourrait se former lors de 1’activation transcriptionnelle
de ZF et LZIP ou de Sp1.

Parmi la liste des interactants potentiels se trouvent un grand nombre d’enzymes
impliquées dans des MPT ou dans le remodelage de la chromatine comme par exemple
CRSP130, mais plusieurs HDAC, déméthylases et kinases impliquées dans le contrdle du
cycle cellulaire. La région d’homologie des TAFs pourrait donc intervenir dans la régulation

de la transcription de maniére positive ou négative.
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c) Un motif spécifique des Métazoaires

Par contre, ce domaine ®®cc®® ne semble pas étre nécessaire a I’assemblage de
TFIID contrairement a CRII (Furukawa and Tanese, 2000). Dans 1’étude de Wright, il
semble que la région CRII soit suffisante pour permettre 1’élaboration d’un sous-complexe de
TFIID ou de TFIID en entier. De plus, chez la levure, il existe un complexe TFIID mais pas
de domaine TAFH mais ce qui irait donc a I’encontre d’un éventuel role de TAFH dans

I’assemblage de TFIID.
805 1083

3. La région conservée CRII m

La région C-terminale CRII est une région trés conservée au cours de 1’évolution, au

sein de la famille de TAFA4. Elle est essentielle pour I’incorporation de TAF4 dans le TFIID et

permet son interaction avec d’autres protéines telles que CREM, TFIIA ou E1A.

La technique du double-hybride chez la levure a permis de montrer que cette région
CRII contient un HFD qui permet 1’hétérodimérisation de TAF4 avec TAF12 (Gangloff et al.,
2000). L’association réalisée par les HFD est déterminante pour la liaison a une séquence
spécifique du promoteur. Les membres de la famille TAF4 possédent un motif atypique de
repliement des histones (voir comparaison de séquences de TAF4) constitué d’un espace long
entre la deuxiéme et la troisiéme hélice et d’une troisiéme hélice a3 située au sein d’un

domaine C-terminal trés conservé (Thuault et al., 2002).

Enfin, la liaison de TAF4b a I’ADN requerrait ce motif structural et une partie du
domaine d’espacement entre les deux derniéres hélices. Et contrairement a 1’histone H2A
(Luger et al., 1997), c’est la deuxiéme hélice et non pas la premiére qui s’attacherait a I’ADN.
Cela expliquerait pourquoi les résidus d’interaction avec I’ADN de I’histone H2A n’ont pas
été préservés au sein de la famille de TAF4 (Shao et al., 2005).

Le CRII est important pour I’interaction avec des régions riches en polyglutamines
comme celle du domaine Q2 de CREB. Il est également nécessaire pour la liaison de TAF4 a
TFIA (Guermah et al., 2001) et a Ela, qui nécessite de surcroit le domaine CCTD
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Figure 3 :

Alignement des séquences peptidiques des TAF4s humain (hs, Homo sapiens), de souris (mm, Mus musculus), de drosophile (dm,
Drosophila melanogaster), de nématode (ce, Caenorhabditis elegans), de levure (sc, Saccharomyces cerevisiae), d’ Encephalitozon
cuniculi (ec), des TAF4bs humain et de souris et de NoHitter (NHT) de drosophile.

Les 4 domaines riches en glutamines sont indiqués Q1 a Q4 en gris. Les régions conservées 1 et 2 (CRI et CRII) sont indiquées en
bleu. La localisation des hélices oo du HFD est indiquée en jaune. Les boucles qui les relient sont notées L en blanc. L’hélice a3
putative est entourée de pointillé. Le HFD de TAF4 est atypique : I’hélice a3 se trouve en fait dans la région carTé§-terminale
conservée (CCTD) représentée en orange, séparée de 1’hélice a2 par une trés longue boucle.

Merci a Christophe Romier pour la réalisation de cette figure.
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4, Les domaines centraux riches en glutamine

TAF4 possede 4 domaines riches en glutamines identifiés de Q1 a Q4 (Fig.65). Ces
domaines qui contiennent entre 20 et 30% de glutamine, sont impliqués dans les interactions
avec les activateurs transcriptionnels Spl et CREB (Asahara et al., 2001; Gangloff et al.,
2000).. Chez la drosophile, les régions polyQ interagissent avec 1’homéodomaine de la
protéine Bicoid, impliquée dans le développement précoce de 1I’embryon de drosophile.
Cependant, si cette interaction entre dTAF4 et Bcd aide D’activation transcriptionnelle
observée in vitro, elle ne semble pas essentielle pour I’embryogenése de la drosophile
(Schaeffer et al., 1999).

C.  TAF4 et les maladies neurodégénératives

8 maladies neurodégénératives incluant la maladie de Huntington (HD) et plusieurs
formes de I’ataxie spinocérébelleuse sont actuellement connues pour étre causées par des

répétitions de triplets CAG codant pour la polyglutamine (Ross, 1997).

HD est une maladie neurodégenérative héritée caractérisée par des troubles moteurs
progressifs ainsi que par des déficiences cognitives qui s’aggravent au fil du temps. Ces
troubles menent a la mort de 1’individu. Des années de recherche se sont passées avant que la
forme mutante de la protéine Huntingtine (Hi) ne soit identifiée comme étant la cause de HD
(par The Huntington’s Disease Collaborative Research). L’expansion de répétitions du
trinucléotide CAG dans le géne HD résulte en une forme mutante et allongée de la protéine
Huntingtine. L’age auquel se declare la maladie varie avec la longueur des expansions
glutamine. Bien que 1’augmentation des répétitions soit une caractéristique de nombreuses
maladies, la fonction et le role exacte de la Hi normale dans la cellule son toujours
méconnues. L hypothése émise par le groupe de Dunah est que les expansions polyglutamines
de la Hi mutante tendraient & perturber la transcription normale dans les neurones du cerveau

humain (Dunah et al., 2002). En voici le mécanisme supputé :

Ordinairement, le facteur de transcription Spl se fixe sur des élements de séquences
riches en GC. Il s’associe a TAF4 par l’intermédiaire de ses domaines riches en
polyglutamines. Cette sous-unité de TFIID est nécessaire au recrutement de la machinerie

génerale de transcription. Cette interface de glutamines sert de pont a Sp1 pour recruter la Pol

163



Introduction — Chapitre 2

Il via les GTFs. La transcription peut alors commencer des lors que tous les acteurs sont

réunis au niveau du promoteur du géne de la dopamine D2 (Fig.79).

Promoter DNA

Huntington's
disease QaQ Huntingtin

RNA
polymerase Il

\TATA 1/, dopamine D2receptorgene |

Figure 79 : Perturbation de la transcription par un mutant de la protéine huntingtine (Freiman and Tjian,
2002)

Dans la HD, I’expansion glutamine de la Huntingtine perturbe [’activation
transcriptionnelle ordinaire de la dopamine D2. Un fragment amino-terminal de la huntingtine
contenant de nombreux résidus de glutamine s’accumule dans le noyau. La protéine mutante
s’associe alors a Spl et a TAF4 et empéche le contact entre Spl et la boite GC. De manigre
ultime, le mutant Hi dissocie méme la liaison entre Spl et TAF4. Les GTFs ne sont alors plus
recrutés sur le promoteur de la dopamine D2 et par conséquent, la Pol II ne peut pas s’y fixer.
Il n’y a donc plus de transcription possible du géne de la dopamine D2. Cette dérégulation
génique constitue 1’'un des premiers pas du processus neurodégénératif qui se met en place

dans le cerveau des malades HD (Fig. 79).

TAF4 ainsi séquestrée par le mutant Hi ne peut alors plus participer a ’activation
transcriptionnelle de la voie de CREB. Il en résulte un déreglement de cette voie (Shimohata
et al., 2000).

D. TAF4 renforce Lactivation transcriptionnelle

TAF4 est le premier des TAFs pour lequel une activité co-actrivatrice a été decouverte
(Chen et al., 1994).
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a) DeSpl?

C’est en 1993 que Hoey a pressenti le premier les fonctions co-activativatrices de
TAF4. La présence de domaines riches en glutamine et en sérine/thréonine au sein de la
structure de TAF4 rappelle en effet les domaines d’interaction protéine-protéine de Spl
impliqués dans 1’activation et dans la multimérisation. Chez la levure comme chez la
drosophile, TAF4 interagit avec les domaines riches en glutamine de Spl. De plus, Spl
purifié lie le recombinant de TAF4 in vitro. L’ensemble de ces résultats suggéraient donc que
TAF4 puisse fonctionner comme un co-activateur en servant de site de contact entre le TFIID
et des activateurs comme Spl (Hoey et al., 1993).

La surexpression des domaines de TAF4 riches en polyglutamine lors d’expériences
de transfections transitoires inhibent I’activation de Sp1 (Gill et al., 1994). Au contraire, dans
les fibroblastes embryonnaires murins (MEFs), I’activation de Spl est identique dans les
cellules taf4” et dans les cellules sauvages. TAF4 ne semble donc pas essentiel & la fonction
de Sp1 dans ces cellules.

6) De(CREB et CREM

Des essais d’expression transitoire in vitro ont suggéré que TAF4 pourrait étre un co-
activateur pour les facteurs de transcription CREB et RAR (Asahara et al., 2001; Mengus et
al., 1997).

CREB et CREM sont des facteurs qui activent la transcription en réponse a une
élévation de la concentration en AMPc dans le milieu intracellulaire. La protéine kinase A
(PKA) phosphoryle CREB sur la sérine S133 de son domaine KID. Cela permet le
recrutement du co-activateur p300/CBP (Chrivia et al., 1993). CREB possede un domaine
d’activation constitutive riche en glutamine appelé Q2 qui interagit avec TAF4 via son
domaine CRII contenant le HFD (Asahara et al., 2001). CREM posséde également un
domaine Q2. Dans les MEFs, I’activité transcriptionnelle de CREB et CREM induite par la
PKA est fortement diminuée dans les cellules taf4”. TAF4 est donc un co-activateur
important coopérant avec CBP/p300 pour améliorer la fonction de CREB (Mengus et al.,
2005). En outre, la fonction de CREB peut étre restaurée dans les cellules taf4™ exprimant
uniquement le domaine CRII, ce qui conforte ce domaine comme étant le site prioritaire

d’interaction avec CREB.
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c)  Des récepteurs nucléaires

La surexpression de hTAF4 induit la transactivation dépendante des ligands pour les
récepteurs nucléaires (RN) a I’acide rétinoique, a I’hormone thyroidienne et a la vitamine D
(Gangloff et al., 2000; Mengus et al., 1997). Ainsi, TAF4 joue le rble de co-activateur pour
les RN de classe I1.

Chez la drosophile par contre, TAF4 n’a pas d’effet spécifique sur 1’activité de RAR,
ce qui laisse suggérer que les TAFs chez les Vertébrés ont évolué afin d’acquérir des
fonctions spécifiques de co-activation de la transcription. Bien que TAF4 agisse comme co-
activateur avec le domaine AF-2 de RAR (Mengus et al., 1997), aucune interaction directe n’a
pu étre détectée entre eux. Dans cette optique, il est tentant de spéculer que hTAF4 puisse

interagir avec les TIFs (transcriptional intermediary factors) spécifiques de RAR, VDR et TR.

Quelques années plus tard, ’activation dépendante du ligand par RAR a pu étre testée
dans les cellules taf4™. Elle est abolie et peut étre restaurée dans ces mémes cellules

exprimant le CRII.

Par contre pour VDR, I’activation dépendante du ligand n’est pas affectée par la perte
de TAF4 (Mengus et al., 2005). Comme pour Spl, les expériences utilisant une construction
artificielle de gene rapporteur ne peuvent pas exclure un effet cellule-spécifique ou

promoteur-spécifique.

d)  Des oncoprotéines

TAF4 interagit également avec des oncoprotéines tels que le papilloma virus E7,
I’antigéne T de SV40 et ’adénovirus E1A (Geisberg et al., 1995; Mazzarelli et al., 1995).
Toutes ces oncoprotéines ont des séquences homologues et peuvent interférer sur la
croissance cellulaire en interagissant avec des membres de la famille du suppresseur de
tumeur Rb (Retinoblastoma) (DeCaprio et al., 1988).

Le facteur nucléaire des cellules T activees (NFAT) a un effet pivot sur la régulation
de la transcription des genes codant pour des cytokines immuno-modulaires. Le mécanisme
par lequel il induit ’activation de la transcription passera par une interaction directe avec
hTAF4 (Rao et al., 1997).Ces événements pourraient induire le recrutement ou la stabilisation
de TFIID au niveau des promoteurs.
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La protéine p45NF-E2 joue un réle essentiel pour 1’expression a haut niveau du geéne
de la globine dans les cellules érythroides (Lu et al., 1994). Elle interagit directement avec
hTAF4 suggérant un mécanisme possible d’activation transcriptionnelle a longue distance
(Amrolia et al., 1997).

E.  TATF4 intervient dans la répression de la transcription

TAF4 aurait également un réle dans la répression de la transcription.

a) Pl

La famille HP1 est composée de 3 isoformes chez les Mammiferes :a, B, y qui se
distinguent par leur localisation différente au sein du noyau. HPla et B sont localisées
préférentiellement au niveau de I’hétérochromatine alors que HP 1y est localisée a la fois dans
I’hétérochromatine et dans 1’euchromatine (Minc et al., 2000). Les protéines HP1 jouent un
role dans le «silencing » de 1’hétérochromatine mais aussi dans la répression des génes de
I’euchromatine (Jones et al., 2000). In vitro, des interactions ont été montrées entre hTAF4 et

HP1la et y mais pas avec HP1B (Vassallo and Tanese, 2002).

Dans les cellules de Mammifére et chez la levure, le chromodomaine Swi6 de HP1 se
lie a I’histone H3 méthylé par la méthyltransferase SUV39H1 au niveau de sa Lysine 9. De
son cbté, Rb cible la protéine SUV39H1sur I’histone H3 et recrute HP1. Cela entraine une
répression transcriptionnelle du prmoteur de la cycline E endogeéne. In vitro, des essais de
transcription reconstitués avec de la chromatine et des extraits nucléaires ont montré que la
répression de la transcription dépendant de HP1 se fait sur une matrice méthylée par
SUV39HL1. hTAF4 interagirait donc avec HP1a et y pour réguler la répression de génes cibles.

Le mécanisme complet reste encore a élucider.

b) Lecasd ATF7

Le facteur de transcription ATF7 est un membre de la famille ATF7/CREB. Il forme
des homodimeres et de lie a la méme séquence que CREB : au CRE. Il peut aussi former des
hétérodimeéres avec les membres de la famille Jun et Fos et se lier a des TRE (Chatton et al.,
1994). ATF7 interagit avec les kinases de stress JNK2 (Bocco et al., 1996), avec la tyrosine

phosphatase PRL1 et elle est impliquée dans le contréle de la croissance et de E1A. Son
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activité transcriptionnelle est induite par 1’expression de TAF12, mais pas par celle de son

hétérodimere TAF4. ATF7 et TAF12 s’associent sur le promoteur du géne de I’E-sélectine.

TAF4 s’associe aussi 8 ATF7 mais sa surexpression entraine 1’inhibition de 1’effet co-
activateur de TAF12. TAF4 serait donc un régulateur négatif d’ATF7 dont I’effet pourrait étre
supprimé en surexprimant la protéine TAF12. Ainsi pour deux protéines CREB et ATF7 liant
une méme séquence, TAF4 agit comme un cofacteur positif dans le cas de CREB et comme

un cofacteur négatif dans le cas d’ATF7.

c) OMA-1

Cellules

Un mystére a longtemps plané sur la maniére souches

dont la transcription est rendue silencieuse dans les

embryons précoces. Lors de leur entrée en méiose, les
1) Cellules souches et prophase

oocytes de I’animal hermaphrodite C. elegans sont méiotique précoce: transcription
active
transcriptionnellement actif et cette transcription est o~
P
. 7 9 yoqe e TFID cTo
réalisée par I’intermédiaire du facteur TFIID. TAF4 est e

AF—{
maintenu dans le noyau grdce a son interaction avec M ‘

TAF12, un autre composant de TFIID (Fig.80(2)). Lors 2) Diacynese: blocage de la

transcription
de la diacynese, le dernier stade de la prophase 3) Maturation des oocytes :

pe . .., Lo , initiation de la transcription avortég
méiotique, 1’activité transcriptionnelle est bloquée. Les

2 qui ciblent de nombreuses protéines maternelles en

TFND
TAF-4
vue de leur dégradation pendant la transition de la mére % M

au zygote (Stitzel et al., 2006). Les protéines a doigt de

protéines OMA sont phosphorylées par la kinase MBK- vy}\, @

4) Embryon a deux cellules:
TAF4 est séquestrée par OMA-
1/2: blocage de la transcription

zinc OMA-1 et OMA-2 phosphorylées vont se lier a
TAF4 et I’inhiber en le séquestrant dans le cytoplasme m
(Fig.80(4)) (Blackwell and Walker, 2008). T

'._‘ :

Figure 80 : Répression de la transcription via la séquestration de TAF4 (Blackwell and Walker, 2008).
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Cette inhibition est rendue possible grace a un mecanisme surprenant de mimétisme
moléculaire de ’HFD de TAF12 par un domaine des protéines OMA. Ainsi la transcription
est réduite a néant lors de ces stades précoces par un mécanisme de séquestrement de TAF4

qui n’est alors plus disponible pour I’initiation de la transcription.

TAF4 est un composant de TFIID/TFTC dont le r6le de co-activateur transcriptionnel
pour RAR et CREB a été démontré ainsi que celui de répresseur de la voie TGF-B et de la

prolifération cellulaire dans les MEFs.

F. TAF4 et la cancérogenése

L’inactivation de TAF4 dans les kératinocytes basaux de 1’épiderme du feetus se
traduit par une diminution de 1’expression des génes nécessaires a la fonction de la peau en
tant que barriere immunitaire. Elle se traduit par une mort néonatale. Au contraire, chez
I’adulte, elle meéne a la perte extensive des poils de la souris due a un cycle de renouvellement

du poil aberrant caractérisé par une phase anagene défectueuse.

Alors que 1’épiderme mutant contient trés peu de poils en phase anageéne, de nombreux
génes exprimés normalement au cours de cette phase sont surexprimés dans I’épiderme
mutant de manicre trés forte, ce qui traduit une désynchronisation de I’expression des génes.
L’épiderme TAF4 mutant chez les adultes montre également une hyperplasie interfolliculaire
associée a une surexpression des mitogenes de la famille d’EGF et a une activation de la voie
des MAP kinases ; De plus, la perte de TAF4 induit la transformation maligne, caractérisée

par des papillomes induits lors d’un traitement au DMBA et des mélanomes invasifs.

TAF4 est donc un important régulateur de la prolifération des kératinocytes. 1l possede
une activité suppresseur de tumeur. C’est un régulateur majeur de la prolifération puisqu’il
controle I’expression de deux familles distinctes de facteurs de croissance dans des types

cellulaires différents.
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Conclusion du Chapitre 2

L’existence d’éléments de promoteurs orphelins, interagissant avec des protéines
inconnues suggére que d’autres facteurs de la transcription basale sont capables de se lier a

ces éléments et de les activer.

Les facteurs composant TFIID apparaissent comme étant les candidats les mieux
placés. A ce jour, la purification biochimique de TFIID par immunoprécipitation de TBP a
partir de cellules en culture ou d’embryons a été la seule méthode d’identification de novo des
sous-unités de TFIID (Dynlacht et al.,
1991; Takada et al., 1992) (Fig.81).

Figure 81 : Galerie des vues les

plus représentatives de yTFIID.

A cause des limitations engendrées
par cette approche, seules les sous-unités
tres abondantes et largement exprimees au
sein du TFIID ont été identifiées. La
caractérisation fonctionnelle de
I’ensemble des TAFs fait encore largement

défaut. Tout comme celle des sous-unités

des autres complexes d’initiation de la

transcription. Or si certains TAFs peuvent étre a la fois impliqués dans I’initiation et dans
’activation de la transcription, d’autres sous-unités ont peut-&tre aussi un double role. Des
analyses comparatives de protéomes chez les Métazoaires peuvent étre nécessaires afin
d’identifier les domaines fonctionnels les plus courants qui participent a 1’activation et a la
répression de la transcription. Une collection de TAFs ou de protéines similaires va bient6t
voir le jour. 1l s’agira alors de discriminer les facteurs de transcription selon leur mode
d’expression, de distinguer ceux qui sont exprimés de maniere spécifique spatialement dans
certaines cellules ou certains tissus, de ceux qui sont exprimés temporellement a des périodes
précises du développement. L’étude du rble spécifique des TAFs par des méthodes
biochimiques classiques ou des analyses informatiques permettra peut-étre a 1’avenir de
détecter de nouveaux activateurs de la transcription.
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CHAPITRE 3

LES RETINOIDES, DES ACTEURS ANTI-
CANCERIGENES
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CHAPIIRE 3

Les rétinoides, des acteurs anti-cancérigénes

Les rétinoides forment une famille de composés chimiques, ligands d’une famille de
récepteurs nucléaires tels que RAR, RXR et méme PPAR.qui modulent I’activité
transcriptionnelle de genes cibles. Ce faisant, ils régulent les niveaux d’expression de certains
génes impliqués dans la morphogenese, la croissance, la différenciation cellulaire et
I’homéostasie. La connaissance des mécanismes dans lesquels ils sont impliqués a permis
d’élaborer des stratégies thérapeutiques visant a contrecarrer I’avancée de maladies comme le
cancer. Voici donc un état des licux non exhaustif sur I’acide rétinoique, son mécanisme

d’action dans la cellule et la maniére dont il est aujourd’hui utilisé en cancérologie.

1. Aux origines de Lacide rétinoigue

A.  Historique

La vitamine A est une des premiéres vitamines a avoir été identifiée. Son histoire
remonte bien au-dela de sa découverte, la cécité crépusculaire étant mentionnée dans la

littérature ancienne aussi bien chinoise qu'hindoue, grecque ou romaine.

1. Les travaux de Hopkins

Au début du XX*™ siécle, les chercheurs Hopkins, Collum et Stepp découvrent que
des substances présentes dans 1’alimentation sont indispensables a la croissance des rats (Wolf
and Carpenter, 1997). Reprenant les travaux de Pekelharing, Gowland Hopkins (1861-1947)
constate en 1906 que des rats soumis a des régimes dits « synthétiques », consistant en un
mélange de protéines, de graisses, d'hydrates de carbone et de sels minéraux ne réussissent
pas a grandir et a se développer normalement. L’ajout a leur régime d’une quantité infime de
lait (2cc) favorise 1’assimilation des protéines contenues dans ces mélanges artificiels et
permet aux rats de survivre (Hopkins, 1912). Il recherche alors des facteurs de croissance

dans le lait mais sans succes.
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2. Le principe actif

La découverte du principe actif de la vitamine A date de 1909. L'Américain Elmer
Mc Collum (1879-1967) découvre qu’un facteur actif présent dans le jaune d’ceuf et dans la
graisse du beurre peut étre utilisé pour supplémenter les animaux carencés. Les rats
supplémentés ont alors une durée de vie allongée et une croissance plus importante que les
animaux carencés Ce facteur soluble dans les graisses est appelé *'liposoluble A™ en 1912
(Day, 1997). Des carences en cette substance liposoluble A provoquent des altérations de la
vision nocturne. Du fait de son implication dans la vision et de la nécessité de se la procurer
dans son alimentation, elle est a présent appelée communément rétinol ou vitamine A. En
1931, le chercheur suisse Capper découvre son précurseur : le B-carotene et sa formule

chimique (Capper et al., 1931) ce qui permet, des 1947, la synthése industrielle du rétinol.

B. Du rétinol a Lacide rétinoigue

1. La transformation du rétinol dans [organisme

La vitamine A, essentielle a la croissance et a la différenciation de plusieurs tissus, est
stockée dans le foie sous forme estérifiée. Elle sera transformée et sécrétée en rétinol ; celui-
ci est oxydé dans ses tissus cibles en acide rétinoique, un de ses métabolites actifs majeurs,
grace a l'action successive de deux enzymes: la rétinol déshydrogénase puis la rétinal
déshydrogénase (Fig.82).
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B -carotene HeC CHg
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H3C CHg ~ ¥
Valimentation chzon B-caroténe monooxygénase
e Rétinol déshydrogénase
HsC CHy
S
cits Retinal (retinaldehyde) Réti ]déshydro %
H3C CH3 coo
S
CHg

Figure 82 : Devenir du rétinol et du béta-caroténe dans ’organisme.

Ces transformations vont permettre au rétinol d’€tre absorbé, transporté, stocké et
utilis¢ par D'organisme. L’ensemble des composés formés, qu’ils soient naturels ou

synthétiques, constitue le groupe des rétinoides.
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2. Les rétinoides bioactifs

A 1’échelle moléculaire, les rétinoides naturels ont tous la méme structure de base. Ils
comportent un groupe cycliqgue non aromatique, une longue chaine polyenique et un
groupement polaire final pouvant prendre la forme d’un alcool (rétinol) (Rol), d’un ester
(ester de rétinol) (RE), d’un aldéhyde (rétinaldéhyde) (Ral) ou d’un acide carboxylique
(acide rétinoique) (AR). Cette structure leur confere un caractere hydrophobe et liposoluble

et leur permet de traverser facilement la bicouche lipidique membranaire.

a) L acide rétinoique

L’AR est synthétisé dans les tissus par deux étapes successives d’oxydation a partir du
rétinol (vitamine A). C’est la principale forme active de rétinoide avec le rétinal 11-cis, qui
participe au cycle visuel.

AR 13-cis
A
L__.Lm b L] AR 9-cis _
3 R 9-cis
AR tout-trans 7~ H.-"“- fﬂv”"'
2 \‘-L.-‘-..FJ'-. e . .f:_.-"“ ‘-"h-.
L A
: ( Ou
:‘la ﬁ Activation
m‘l‘l‘"’f de génes cibles

RARE : élément de réponse a l'acide
rétinoiaue(DR1. 2 ou §)

Figure 83 : Les rétinoides bioactifs les plus étudiés : PAR-T, I’Ar-9cis et I’AR-13cis (Parisotto et al., 2006).

Deux isoméres de I’AR, les formes tout-trans et 9-cis, sont des ligands de deux
familles distinctes de récepteurs nucléaires : les RAR (Retinoic Acid Receptor) et les RXR
(Retinoid X Receptor). L'isomére tout-trans (AR-T) n’active que les récepteurs nucléaires
RAR alors que I'isomere 9-cis (AR 9-cis) peut activer les deux familles connues de récepteurs
nucléaires des acides rétinoiques, les RAR et les RXR (Fig.83). Il est a noter cependant que
I’existence in vivo de I’AR 9-cis reste controversée. Un autre isomere naturel, ’AR 13-cis, ne

lie pas ces récepteurs directement mais peut le faire aprés une isomérisation en AR tout-trans.
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b)  Les autres métabolites du rétinol

D’autres métabolites du Rol ont également montré des activités biologiques in vitro

notamment (Fig.84):

-les rétro-rétinoides : 1’anhydrorétinol et le 14-hydroxy-4,14-rétro-rétinol (14-HRR)
qui sont impliqués dans la régulation de la prolifération des lymphocytes (Buck et al., 1991;
Buck et al., 1993)

- le tout-trans-13,14-dihydroxy-rétinol dont I’activité de régulation de la prolifération
des cellules promyélocytiques HL-60 est comparable a celle du 14-HRR et qui est impliqué

dans I’activation des cellules T (Derguini et al., 1995).

L’ensemble des métabolites bioréactifs connus dérivant de I’AR-T est regroupé sur la figure

ci-dessous (Fig.84) :
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Figure 84 : Les rétinoides bioactifs chez les Vertébrés supérieurs. Les composés endogénes bioactifs
connus sont encadrés et incluent PAR-T qui régule I’expression des génes via RAR, le 11-cis-rétinal qui est
le chromatophore du photorécepteur de la molécule rhodopsine et le all-trans-13,14-dihydroxyrétinol,

I’anhydroretinol, le 14-hydroxy-rétro-rétinol qui contrélent la prolifération cellulaire.
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c) Les besoins en vitamine A

Les besoins en vitamine A sont estimés a environ 5 000 Ul par jour, une unité

internationale de vitamine A correspondant a 0,3ug de Rol.

Chez la souris et le rat de laboratoire, la carence en vitamine A conduit & un retard de
croissance, a la dédifférenciation des épithéliums avec diminution de la résistance aux
infections, a I’affection de certaines glandes endocrines, a une dégenérescence de la rétine
(Dowling and Wald, 1958) et des motoneurones, (Corcoran et al., 2002; Jokic et al., 2007),
ainsi qu’a une accumulation intracellulaire de neurofilaments et a [l'apparition d'une

astrogliose (van Neerven et al., 2008).

Au contraire, les apports excessifs en vitamine A peuvent avoir des effets toxiques. La
surconsommation de vitamine A ou hypervitaminose A conduit en effet a des
dysfonctionnements importants, a un retard de croissance et une fragilisation des os chez le rat
(Johansson et al., 2002). Chez ’homme, elle stimule la résorption des os et inhibe leur
formation, favorisant alors la perte osseuse et pouvant contribuer au développement de

1’ostéoporose (Binkley and Krueger, 2000).

De plus, la surconsommation de vitamine A sous forme de RE peut également avoir
des effets tératogenes. Chez le rat, elle entraine des malformations chez le foetus comme la
formation de fentes palatines ainsi qu’une réduction du nombre de doigts ou une ectromélie

(absence de I’extrémité du membre) (Inomata et al., 2005).

1I. Métabolisme des rétinoides

A.  Provenance de la vitamine A

L’homme est incapable de synthétiser le Rol. Il doit donc se le procurer dans son
alimentation. Les aliments d'origine animale (viandes, produits laitiers et surtout foie)
contiennent du Rol et des RE alors que les végétaux contiennent essentiellement des
caroténes qui sont des précurseurs du rétinol. Une molécule de béta-carotene, par hydrolyse
de la liaison 15-15' sous l'influence d'une caroténoide monooxygénase (B-caroténe 15,15’
monooxygeénase), donne deux molécules de vitamine A. Par contre, les deux autres caroténes

(alpha et gamma) ne donnent naissance qu'a une seule molécule de vitamine A.
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Dans les pays en voie de developpement, la carence en vitamine A est la premiére
cause de cécité; elle est également responsable d’une mortalité infantile élevée aprés
infection principalement par la rougeole. Des applications thérapeutiques utilisent a présent
des agonistes et des antagonistes des rétinoides naturels et synthétiques des différents RAR
et RXR, afin de supplémenter les déficiences en vitamine A dans les pays en voie de

développement.

B. Devenir du rétinol dans [organisme

Les rétinoides délivrés oralement sont efficacement absorbés par I’intestin. IS
pénétrent dans les entérocytes et sont transformés en RE (Fig.85). Ces RE sont alors
transportés vers le foie. Le Rol peut étre stocké dans le foie sous forme de RE ou étre

acheminé vers les autres tissus afin d’étre utilisé par les cellules cibles.

Cellule
Cible

>

-

Paroi arténiclle

Figure 85 : Métabolisme des rétinoides. R : Rétinol ; RE : esters de rétinol ; LRAT : lécithine-rétinal-acyl-

transférase ; ARAT : acyl-CoA-rétinol acyltransférase ; RBP : retinol binding protein.
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1. L absorption du rétinol

Les RE sont hydrolysés en Rol (Fig.85) dans la lumiére intestinale par les actions de la
lipase triglycéride pancréatique (van Bennekum et al., 2000) ou par la phospholipase B,

une enzyme fixée a la bordure en brosse de I’intestin (Rigtrup et al., 1994).

Le Rol nouvellement généré, tout comme celui qui peut provenir de régimes
diététiques ou thérapeutiques particuliers, sera incorporé dans I’entérocyte. La protéine
CRBP-I1 (Cellular retinol-binding protein I1) se lie au Rol avec une forte affinité (Ong, 1994)
et facilite son apport comme substrat a la lécithine rétinal-acyl transférase (LRAT)
(Fig.85). Celle enzyme ré-estérifie alors le Rol en catalysant la transacylation d’un acide gras
de la lécithine au rétinol (MacDonald and Ong, 1988; Ruiz et al., 1999).

Une autre enzyme, 1’acyl-CoA-rétinol acyltransférase (ARAT) peut aussi prendre le
relais dans les souris Lrat” ou pour la formation de RE dans le foie, la glande mammaire ou
les tissus adipeux (O'Byrne et al., 2005). Au final, les RE nouvellement synthétisés par la
LRAT ou la ARAT seront incorporés avec d’autres lipides dans des chylomicrons (Fig.85)
naissant qui seront sécrétés a l’extérieur de ’entérocyte dans le systéme lymphatique

(Blomhoff et al., 1990).

2. Le transport des rétinoides aux cellules cibles

a)  Yers le foie

Les chylomicrons du systéeme lymphatique passent progressivement dans la circulation
générale ou ils sont decomposés pour former des fantémes de chylomicrons (Fig.85). Cette
transformation fait appel a I’action de la lipoprotéine lipase (LPL). Cette enzyme va
hydrolyser les triglycérides en acides gras libres, facilitant ainsi le recrutement ultérieur de
I’apolipoprotéine E (apoE), un élément indispensable pour la reconnaissance future des

fantdmes de chylomicrons par les récepteurs hépatiques (Cooper, 1997; Redgrave, 2004).

Environ 66 a 75% des RE contenus dans les chylomicrons sont pris en charge par le
foie et sécrétés a nouveau dans la circulation associés a la protéine du sérum RBP (retinol-
binding protein) ou stockés dans les cellules hépatiques stellaires en tant qu’esters (Fortuna
et al., 2003; Goodman et al., 1965). Les 25-33% de RE restant sont répartis entre le tissu

adipeux, le cceur, les muscles, les poumons, les organes reproductifs et la moelle osseuse. Les
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chylomicrons se dechargent en rétinoides dans les tissus cibles essentiellement grace a la LPL

(van Bennekum et al., 1999).

L’AR est moins hydrophobe que le Rol ou ses RE. Il peut passer dans le systeme
porte plutdt que dans les chylomicrons (Noy et al., 1992). Les RBP se combinent alors a la
pre-albumine (PA) dans un rapport steechiométrique. Le complexe PA-RBP se dissocie en
deux composantes quand le rétinol est capté par les cellules cibles. Des études pharmaco-
cinétiques indiquent que de nombreux analogues synthétiques de I’AR sont également
absorbés par le systéeme porte. Cependant, cela dépend surtout du caractere lipophile du

composé et de ses propriéteés chimiques (Johnson, 1999).

b)  Dans le compartiment sanguin

Dans le compartiment sanguin, le Rol, hydrophobe, circule conjugué a des protéines
de transport comme les RBP (Retinol Binding Protein) (Kanai et al., 1968) (Fig.86). RBP
est essentiellement synthétisée et sécrétée dans le foie, la ou la majorité des rétinoides sont
stockés (Blomhoff et al., 1985). Cependant, elle peut étre sécrétée en moindres quantités dans
des autres tissus comme 1’ceil, les adipocytes ou les reins qui contiennent eux-aussi des stocks
de RE.

Figure 86 : Représentation en ruban de la structure tridimensionnelle de 1’holo-RBP bovine (en bleu) liée

au rétinol (en rouge) (Noy, 2000).

Le complexe Rol-RBP s’associe ensuite a une autre protéine sanguine : la
transthyrétine (TTR) (Fig.85) qui empéche par la suite que le glomérule rénal ne se
débarrasse du complexe Ral-RBP (Melhus et al., 1991; Peterson, 1971).
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3. Les rétinoides dans le compartiment cellulaire

a)  Mécanisme d entrée dans la cellule

Le mécanisme par lequel les tissus extra-hépatiques captent le Rol présent dans la
circulation sanguine reste sujet a controverses. Composé hydrophobe en équilibre dynamique
avec la protéine RBP, le rétinol pourrait se dissocier rapidement de RBP, s’incorporer a la
membrane lipidique et diffuser dans le compartiment intracellulaire (Noy, 2000) ou se lier a

un récepteur membranaire appelé STRA6 (Maden, 2007).

Rétinol RBP4
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Figure 87: Les voies de signalisation impliquées dans I’anabolisme et le catabolisme de ’AR (Maden,
2007).

Sur ce schéma (Fig.87), le Rol est lié a la proteine plasmique RBP4 (retinol-binding
protein 4). Celle-ci interagit avec le récepteur membranaire STRAG et facilite I’entrée du Rol
dans la cellule. Le Rol est métabolisé en Ral par la rétinol déhydrogénase (RDH10) puis en
AR par les rétinaldehyde déhydrogenases (RALDHS).
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b)  Métabolisme des rétinoides dans la cellule

Une fois dans la cellule cible, le rétinol peut subir toute une série de transformations
(Fig.88). Etant liposolubles, le rétinol et ses isomeres se lient a des protéines de transport
cellulaire qui les dirigent vers des enzymes bien définies. Ainsi le rétinol se lie & CRBP
(cellular retinol binding protein) (Bashor et al., 1973), le rétinal a CRALBP (cellular
retinaldehyde binding protéin) (Stubbs et al., 1979) et I’acide rétinoique a CRABP
(cellular retinoic acid binding protein) (Ong and Chytil, 1978).

RBP-Rétinol Rétinol

~— Plasma
'|9.Clthln9 alcool aldéhyde Cytoplasme
rétinol acyl- . . désh .
Rétiny! transférase deshy(irsﬁn;nuses és )ain[)g:)nuses oypas
esters (LRAT) Acide Métabolites
(stockage) 2 ” Rétinol - Rétinal — rétinoique polaires
(CRBP) (SDR) (P450)
Protéine déshydrogénases/ cytochrome
cellulaire réductases P450
de liaison d chaines courtes
du rétinol (A0X) -
aldéhyde FEec_eptel.’uf‘ de
oxydase Iacide rétinoique

Noyau

Figure 88: Métabolisme des rétinoides dans la cellule : de leur absorption jusqu’a D’activation de la

transcription (Parisotto et al., 2006).

¢)  LARdans le noyau de la cellule

L’ AR peut étre transmis aux cellules voisines (voie paracrine) ou agir en retour sur la
cellule dont il provient (voie autocrine) (Fig.87).

Il peut étre dégradé en acide 4-oxo-rétinoique par des cytochromes P450 hydroxylases
comme CYP26 (Abu-Abed et al., 1998). C’est la premiére étape du catabolisme de I’AR.

Celle-ci va aboutir a la formation de métabolites polaires et a leur excrétion.

Il peut entrer dans le noyau de la cellule, assisté par sa protéine de transport CRABP2.
Il agit ensuite comme un ligand et se lie aux récepteurs RAR ou RXR qui sont capables de
s’hétérodimériser et de lier une séquence d’ADN, le RARE (retinoic acid-response element).
Il en résulte une activation de la transcription de genes cibles via la liaison de I’AR a son

récepteur nucléaire.
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111. Les récepteurs des rétinoides

A.  Composition de la famille des récepteurs des rétinoides

Les récepteurs des rétinoides RAR et RXR ont la structure caractéristique des
récepteurs nucléaires decrite, & savoir I'organisation en différentes régions A a F pour les
RARs et A & E pour les RXRs.

(@
A Lk Chamniére
isoforme
spécifique | Liaison ADN | \l, I Liaison du ligand, dimérisation, AF-2 l ?
T i I 1" 1
N E— -
A/B C D E F

Figure 89 : Les récepteurs RXR et RAR (de Lera et al., 2007).

Les RARs et les RXRs existent tout deux sous la forme de trois isotypes différents :
alpha, beta et gamma. L’expression de ces six récepteurs (RAR a, B, v et RXRa, B, y) varie
selon les cellules. Cependant, la plupart des cellules, sinon toutes, expriment au moins 1’un de

ces récepteurs.

Chaque RAR (a, B, et y) existe sous plusieurs isoformes qui sont répertoriées dans le
Tableau 6. Il existe deux isoformes majeurs pour RARa (al et a2), deux pour RARy (y1 et
v2) et quatre pour RARP (Bl a p4) (Kastner et al., 1990; Leroy et al., 1991; Zelent et al.,
1991) (Tableau 7). Ces isoformes different par leur région A du c6té amino-terminal (Fig.89).
IIs proviennent de I’utilisation de promoteurs différents et/ou sont générés par 1’épissage

alternatif de I’ARN pré-messager (Leid et al., 1992).

De méme que pour les RARs, les RXRs (a, B, et y) existent sous plusieurs isoformes.
Il existe deux isoformes majeures pour RXRa (al & a2), deux pour RXRpB (Bl et 2) et deux
pour RXRy (y1 et y2) (Brocard et al., 1996; Liu & Linney, 1993; Nagata et al., 1994). Ces
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isoformes différent par leur région A/B du c6té amino-terminal et leur région D. Ils sont issus

uniquement de 1’utilisation de promoteurs différents (Kastner et al., 1994a).

B. Svécificité du ligand

Les RARs et les RXRs ne lient pas tous les rétinoides. Comme le montre le Tableau 7,
les RARSs et les RXRs fixent différents isoméres de ’acide rétinoique (Chambon, 1996). Alors
que les récepteurs RAR sont activés par 1’acide rétinoique all-trans et par son isomeére 9-cis,
les récepteurs RXR ne répondent qu’au ligand 9-cis. Chaque famille est composée de 3 sous-

types a, B, Y codés par des génes indépendants (Leid et al., 1992).

Genes | Isoformes majeures Ligand

RARa al, a2 AR-T, AR-9cis
RARP B1, B2, p3, p4 AR-T, AR-9cis
RARy vl,v2 AR-T, AR-9cis
RXRa al, a2 AR-9cis
RXRf Bl, p2 AR-9cis
RXRy vl,y2 AR-9cis

Tableau 7 : Isoformes majeures de chaque récepteur des rétinoides RAR (al-2, p1-4, y1-2)

et RXR (al-2, B1-2, y1-2) ainsi que leurs ligands respectifs (acide rétinoique tout-trans et/ou 9-cis).

Méme si I’acide rétinoique 9-cis a été décrit comme ligand naturel de RXR (Heyman
et al., 1992), les analyses montrent qu’il est difficile de le détecter in vivo (Kurlandsky et al.,
1995; Werner & Deluca, 2001). Depuis le début de ce siécle, un intérét grandissant porte sur
la recherche d’autres ligands de RXR. Lengqvist et al. ont montré que certains acides gras

insaturés sont des ligands naturels des RXRs (Lengqvist et al., 2004).

C.  Eléments de réponse

La boite RARE (Retinoic Acid Response Element) est localisée dans les régions
régulatrices des geénes cibles de 1’acide rétinoique. Elle est constituée de deux répétitions du

motif hexamérique PUG(G/T)TCA organisés en répétition directe DR (Germain et al., 2004;
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Leid et al., 1992; Mangelsdorf and Evans, 1995) et permet la fixation des RARs (Fig.90). Ces
motifs répétés sont séparés par 1, 2, ou 5 paires de bases. Classiquement, ces répétitions sont
séparées par 5 paires de bases et appelées DR5, mais il arrive également qu’une seule paire de
bases (DR1) ou deux (DR2) les séparent. La liaison de I’AR aux récepteurs nucléaires qui
agissent sous forme d’hétérodiméres RXR/RAR (Kastner et al., 1997), peut se faire sur des
DR mutés ou plus espacés que la normale (Delacroix et al., 2009 en soumission).

Elément de réponse Dimére de récepteur
PuG(G TCA PuG GITTC
DRA1 —
P 1=1
PuG(GIT)TCA PuG({G/T)TC
T
DR2 b >_N .
PuG(GIT)TCA - PuG({GIT) TC?
PuG(GIT) TCA h PuG{GIT) TC?

Figure 90 : Exemple de liaison des récepteurs des rétinoides sur des demi-sites en répétition directe (DR)
avec ’homodimére RXR/RXR et I’hétérodimére RXR/RAR.

Les récepteurs de I’AR agissent comme des facteurs de transcription, s’associant sous
forme d’homodimeéres de RXR ou d’hétérodimeres RAR-RXR a des séquences spécifiques
d’ADN.

In vitro, I’hétérodimére RAR/RXR a une efficacité de liaison croissante avec le
nombre de nucléotides séparant les demi-sites (ce nombre est représenté par N=1, N=2 ou
N=5 sur la Figure 90) (Chambon, 1996). Par exemple, I’efficacité de liaison de RAR/RXR est
plus faible sur les DR1, plus forte sur les DR2 et encore plus importante sur les DR5. De plus,
RXR se lie avec une affinité plus importante lorsqu’il est sous forme d’hétérodimere avec

RAR que sous forme d’homodimeére (Bugge et al., 1992).
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Un élément de réponse a I’acide rétinoique de type DR5 est présent dans le promoteur
du géne Rarb2 qui est un gene inductible par 1’acide rétinoique (de The et al., 1990; Sucov et
al., 1990). Cependant, il faut noter que la présence d’une telle séquence dans la région
promotrice d’un géne peut générer in vitro une réponse a 1’acide rétinoique sans pour autant

étre la preuve qu’il s’agisse 1a d’un géne cible de 1’acide rétinoique in vivo.

D. Possibilités de dimérisation

En regle générale, les récepteurs nucléaires régulent 1’expression de génes cibles en se
liant sur des séquences spécifiques de I’ADN sous forme d’homodimeéres ou d’hétérodimeres
et plus rarement sous forme de monomeéres (Glass, 1994). Plus particulierement, les
récepteurs des rétinoides se fixent sur I’ADN sous forme d’homodimeéres ou d’hétérodimeéres
pour le cas des RXRs et semblent uniquement se fixer sous forme d’hétérodimeres pour le cas
des RARs. La complexité combinatoire des hétérodiméres provenant de I’existence de
plusieurs formes de RAR et de RXR (trois genes «, j et y et plusieurs isoformes pour chaque

gene) assure une régulation transcriptionnelle complexe des génes cibles par I’AR.

1. Dimeres impliguant RXR

Les RXRs sont impliqués dans de nombreuses voies de signalisation. lls peuvent agir
sous forme d’homodiméres mais ils s’hétérodimérisent le plus souvent avec d’autres
récepteurs nucléaires comme les COUP-TF (facteur de transcription du promoteur de
I’ovalbumine de poulet), FXR (récepteur des farnésoides), LXR (récepteur X du foie),
NGF1B (facteur de croissance neuronale 1B), PPAR (récepteur des péroxisomes en
prolifération), RAR (récepteur de 1’acide rétinoique), TR (récepteur des hormones
thyroidiennes), ou VDR (récepteur de la vitamine D3) (Chambon, 1996; Laudet &
Gronemeyer, 2002; Mangelsdorf & Evans, 1995). Certains hétérodimeéres impliquant RXR
peuvent activer la transcription des genes par la simple liaison du ligand sur RXR. C’est le cas
des hétérodimeres RXR/FXR, RXR/LXR (Fig.91) ou RXR/PPAR (Blumberg & Evans,
1998).

Cependant, dans d’autres cas d’hétérodimérisation impliquant les RXRs (RXR/RAR,
RXR/TR, RXR/VDR), la transcription des génes n’est pas activee par la liaison du ligand sur
RXR (Forman et al., 1995). La régulation de la transcription est plus complexe et implique
que chaque partenaire ait lie son ligand. Par exemple, I’hétérodimére RAR/RXR est
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transcriptionnellement actif seulement si les deux partenaires du dimere ont fixé leur ligand
respectif (Altucci & Gronemeyer, 2001). De plus, le complexe ligand/RXR ne peut recruter
des coactivateurs que si RAR a déja lié son ligand. Ce phénomene est appelé subordination du
RXR. Germain et al. ont proposé un mécanisme moléculaire pouvant expliquer le
fonctionnement de la subordination des RXRs. Dans ce mécanisme, RXR est subordonné par
la fixation de corépresseurs sur RAR, qui forme un environnement stérique empéchant le
recrutement de coactivateurs sur RXR (Germain et al., 2002). Cette subordination n'est pas
observée dans le cas des hétérodimeres PPAR/RXR et LXR/RXR (Forman et al., 1995;
Mukherjee et al., 1997).

Figure 91: Structure générale de
I’hétérodimére LXRoe-RXRpB présenté
sur deux vues séparées de 90°(Svensson
et al., 2003).

2. Dimeres impliguant RAR

Méme si les RARs peuvent se fixer in vitro sous forme d’homodimeéres a des
séquences spécifiques sur ’ADN de génes cibles (promoteur P2 de RARB2, DR5), cette
liaison n’est réellement efficace que par l’intervention de facteurs externes. Les premiers
facteurs a avoir été mis en évidence sont les RXRs (Leid et al., 1992). Ainsi, I’hétérodimere
RAR/RXR permet d’activer la transcription des geénes cibles. In vitro, la comparaison des
homodimeres RAR/RAR par rapport aux hétérodiméres RAR/RXR a permis de montrer que
I’hétérodimérisation permet d’augmenter I’efficacité mais aussi la sélectivité de la liaison aux

différents éléments de réponse (Mader et al., 1993).

Deux autres récepteurs nucléaires peuvent s’hétérodimériser avec les RARs (Glass,

1994). Ces hétérodimeres et ont été mis en évidence uniquement in vitro. C’est le cas de
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I’hétérodimere RAR/VDR. Cet hétérodimére peut tout d’abord se lier a 1’élément de réponse
5’-GGGTGA-3’ en répétition directe. L’acide rétinoique tout-trans, ligand de RAR, suffit
alors pour induire 1’expression du géne en aval. L’hétérodimere RAR/VDR peut également se
lier a I’élément de réponse de I’acide rétinoique (RARE). Dans ce cas, la transcription est
activée par une association d’acide rétinoique tout-trans (ligand de RAR) et de vitamine D3
(ligand de VDR) (Schrader et al., 1993). Garcia-Villalba et al. ont proposé que la liaison de
I’hétérodimere RAR/VDR sur I’élément de réponse de 1’acide rétinoique inhiberait la liaison
de I’hétérodimere RAR/RXR qui est plus actif (Garcia-Villalba et al., 1996). Ces données
suggerent une interaction directe entre les voies de signalisation de I’acide rétinoique et celles
de la vitamine D3. RAR peut aussi s’hétérodimériser avec le récepteur des hormones
thyroidiennes (TR) (Glass et al., 1989). L’hétérodimere RARa/TRp peut induire ou inhiber
I’expression des genes en fonction de I’élément de réponse auquel il se lie (Glass et al., 1989)

et des co-facteurs qu’il recrute (Lee and Privalsky, 2005).

Toutes ces possibilités de dimérisation des RARs augmentent et complexifient les
possibilités de régulation de D’expression génique par [’intermédiaire des récepteurs
nucléaires. Elles fournissent un moyen de couplage de différentes voies de signalisation
hormonales. Cependant, ces observations ont été menees in vitro et la fonctionnalité in vivo

des ces hétérodimeres reste a démontrer.

3. Le 1rdle des RARs et RXRs et les phénotypes de leurs mutants

Afin de mieux comprendre le r6le joué par RARs et RXRs dans la transduction du
signal des rétinoides, I’invalidation des génes de chacune des isoformes des RARs et des
RXRs a été effectuée chez la souris (Kastner et al., 1995). Le tableau 7 résume briévement les
phénotypes des souris invalidées pour un seul type de RAR ou de RXR.

a)  Les mutants

Chez la souris, les mutants Rara, Rarp et Rary sont viables (Mark et al., 2009). Mais
ils présentent quelques malformations congénitales ainsi que certains aspects du syndrome
feetal de déficience en vitamine A (VAD) (Tableau 8). Apres inactivation d’un type de RAR,
des malformations spécifiques apparaissent. Chaque isoforme de RAR exerce donc un role

bien précis dans la voie de signalisation de I’AR.
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Souris invalidée ‘Phénctype
& Diminution de viabilité, déficience de la croissance et stérilité des méles (anomalies de la spermatogenése)
o ¢ lalformations congénitales variées (cervicales, doigts)
RARo-- * Anomalies des effets exogénes des rétinoides dans les cellules myéloides
« Défauts de la locomotion (détérioration de |a voie de signalization de la dopaming)
o + Détérioration des fonctions cognitives
RARB-- + Anomalies des corps vitreux des yveux (RARB2--)
* Phénotype proche de celui cbaervé chez les 2ourizs RARD--
« Diminution de viabilité, déficience de la croissance, et stérilté des méles
RAR « Anomalies dans la prostate ef des vésicules =éminales
¥ » Anomalies congenitales
& Részistance gux effets tératogénes de Macide rétinoigus
‘RKR ‘
& [&taltd durant fembryogenése (défauts cardiagues et placentaires)
) . # Anomaligs oculaires
RARo-- & Anomalies dans le développement de la peau (renouvellement du poil)
® S0 % de |&talité embryonnaire
- » Sterilité des males (défauts testiculaires et spermatogenése anormale)
f-r- » Défauts de la locomotion (détérioration de la voie de signalisation de la dopaming)
‘RXR-:-.-‘- Résziztance aux effets de [hormone thyroidienne

Tableau 8 : Caractéristiques phénotypiques des souris invalidées pour un type de RAR ou de RXR
(Chomienne C. ; Despouy G., 2005).

b)  La redondance des récepteurs aux rétinoides

L’ensemble de ces anomalies se trouve dans les tissus cibles ou sont exprimés ces
récepteurs normalement. Or, les malformations observées ne correspondent pas en totalité aux
anomalies décrites dans le syndrome VAD. Certains récepteurs doivent donc étre capables de
prendre en charge ’absence d’autre isoformes. L’hypothése d’une redondance entre les
différents récepteurs est envisageable (Kastner et al., 1995; Mascrez et al., 1998).

Afin de tester cette hypothéese, deux isoformes de RAR de souris ont été mutés
simultanément. Les double-mutants Rara/p’, Raro/y’et Rarf/y” ne sont pas viables et meurent
in utero ou a la naissance a cause de défauts développementaux séveres. Les rétinoides sont
donc essentiels au développement embryonnaire (Dolle, 2009); ce sont eux qui les

RAR/RXRs qui sont responsables de la traduction du signal de I'AR.
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Iv. Le role des rétinoides en cancérologie

A.  La vitamine A, une molécule miracle ?

En 1922 avant que la structure chimique de la vitamine A ne soit connue, le docteur
Mori observe qu'un régime pauvre en vitamine A chez des les enfants des pays en voie de
développement s'accompagne de [’ébauches de métaplasies ¢épithéliales du systéme

respiratoire et des glandes salivaires (Wolf, 1998).

En 1925, Wolbach décrit la présence d’une prolifération excessive et d’un défaut de
différenciation cellulaire au niveau du tractus digestif et du systéme génito-urinaire chez des
animaux carences en vitamine A (Wolbach and Howe, 1978). Une métaplasie épithéliale de
type squameuse est observée, de type semblable aux changements morphologiques induits par

certains oncogenes.

Au contraire, un épiderme de poulet soumis a un milieu de culture contenant un exces
en vitamine A voit son I'épithélium kératinisé se transformer en un épithélium métastasique

et muqueux (Fell and Mellanby, 1953).

Le rapprochement entre la vitamine A et le cancer devient encore plus évident lorsque
Fujimake démontre en 1926 l'apparition de carcinomes de I'estomac chez des rats privés de
vitamine A dans leur alimentation. 50 ans aprés, Lasnitski inhibe in vitro chez la souris des
Iésions pré-cancéreuses prostatiques par divers rétinoides (Lasnitzki, 1976). On commence
alors a saisir I'importance d'approfondir le réle des rétinoides sur la carcinogenése, et de
nombreuses études in vivo chez le rongeur vont rechercher les effets possibles anti-

néoplasiques des rétinoides sur divers organes (Moon and Mehta, 1990).

B. Effets anti-néovlasiques des rétinoides

Progressivement les rétinoides ont été testés chez la souris, afin d’étudier leurs effets

anti-tumorigéniques. Plusieurs modes d’action apparaissent :

-L'acide 13-cis retinoique incite les cellules du carcinome thyroidien a se
redifférencier (Kim et al., 2009) alors que I’utilisation d’AR inhiberait ’angiogeneése et la

croissance des cellules tumorales (Hoffmann et al., 2007).
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-Dans le systéme digestif, les rétinoides préviennent I'apparition de carcinomes
gastriques induits par des hydrocarbures polycycliques et inhibent les tumeurs acesophagiennes
dues aux nitrosamines. lls induisent ’arrét du cycle cellulaire et I’apoptose. Par ailleurs,

I'incidence des néoplasies hépatiques et pancréatiques est réduite.

-Dans le systeme urinaire, les rétinoides s'averent posséder des propriétés anti-

carcinogenes sur les tumeurs vésicales du rongeur.

-Dans la glande mammaire, certains rétinoides peuvent inhiber chez le rat le
développement de cancers induits par le MNU (N-methyl-N-nitrosuree) et le DMBA (7,12-

diméthylbenz [a] anthracéne).

Les rétinoides sont des candidats tres prometteurs dans la prise en charge des cancers
en s'inscrivant dans une thérapie s'associant a d'autres agents anti-cancéreux, comme par
exemple avec l'interféron (Lippman et al., 1993). 1l existe donc une réelle nécessité de mettre
au point un dérivé de la vitamine A possédant une spécificité d'organe et une toxicité

acceptable.

C. Comment les rétinoides peuvent-ils inhiber la carcinogenése ?

D'une maniere générale, les mécanismes d'action des rétinoides dans la prévention et
la thérapie cancéreuse agissent sur 5 niveaux différents de la carcinogenése : sur le
carcinogene lui-méme, dans la phase de promotion de la tumeur, sur la perte de
différenciation cellulaire, sur la réponse immune et dans la phase de progression tumorale.
Gollnick, dans sa publication intitulée « Theoretical aspects of the use of retinoids as
anticancer agents » définit les propriétés suivantes comme étant caractéristiques des

rétinoides :
e la capacité de stopper la transformation d'un pro-carcinogéne en carcinogene.

e l'inhibition de l'ornithine décarboxylase (ODC), enzyme qui intervient dans le

métabolisme des polyamines donc dans la réplication cellulaire.
e I'expression a la surface cellulaire de récepteurs a I'EGF (epidermal growth factor).

e la modulation des protéines de surfaces membranaires et des jonctions inter-
cellulaires.
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e la stimulation des cellules de Langerhans dont le nombre diminue lors de néoplasie
cutanée ou aprés exposition aux UVB ; de plus, on observe une modulation des
lymphocytes T, B et des natural killers (NK) ainsi qu'une stimulation de la sécrétion
d'lL-2.

e la diminution de I'angiogenese et des métalloprotéases participant a la progression de

la tumeur et a la formation de métastases.

1. Les rétinoides et leur action anti-tumorale

Depuis que I'on connait leur importance sur le controle de la différenciation cellulaire
des épithéliums, les rétinoides suscitent un intérét considérable dans leur application
potentielle pour la thérapie ou la prophylaxie anti-tumorale puisque la plupart des
néoplasies se forment a partir d'une structure épithéliale et s'associent a une perte de la
différenciation cellulaire. C'est donc précisément grace a la recherche oncologique que nous
devons initialement le développement de rétinoides synthétiques. Ceux-ci sont d’ores et déja
utilisés pour inhiber la tumorigenese induite par des carcinogénes au niveau de différents
tissus (Miller, 1998; Sun and Lotan, 2002).

Carcinogenése cutanée. Les souris soumises a une alimentation supplée en rétinol
développent moins de papillomes cutanés induits de maniére exogéne par le DMBA que les
témoins. Leurs lésions peuvent méme régresser dans ces conditions (Davies, 1967). En 1971,
Bollag démontre que l'administration systémique de palmitate de rétinyle posséde un effet
thérapeutique sur les tumeurs cutanées de la souris (Bollag, 1971) puis il confirme cette
découverte avec d'autres rétinoides (Bollag, 1972); plus tard, il met en évidence avec Matter
I'effet inhibiteur des rétinoides sur la carcinogenese cutanée induite par les esters de phorbols
et établit un index thérapeutique de divers rétinoides basé sur leur efficacité anti-tumorale et
leur toxicité (Bollag and Matter, 1981).

2. LAR et son effet anti-prolifératif

L’AR sous sa forme "tout-trans" est indispensable & certaines phases du
développement ainsi qu'au maintien de I'noméostasie chez I'adulte. De nombreuses données
suggerent que I’AR peut également avoir un effet anti-prolifératif sur diverses formes de

tumeurs exprimant son récepteur naturel.
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3. L AR et la différenciation

L'acide rétinoique joue un rdle déterminant dans la différenciation des cellules
épithéliales en culture. En absence d'acide rétinoique, les cellules s'orientent vers d'une
différenciation squameuse (Jetten, 1992). Par contre, en présence d'acide rétinoique, les
marqueurs de la différenciation squameuse sont supprimés et, il est observé entre autres, une
diminution de la prolifération et augmentation de la sécrétion de glycoconjuguée (Chopra,
1989).

D. Les pathologies associées aux récepteurs RAR

Les anomalies des récepteurs RAR sont essentiellement décelées dans les cancers ou
les états précancéreux. Ces anomalies aboutissent toutes a des pertes de fonction de ces
récepteurs, qui menent a la différenciation et la survie des cellules. La réinduction de
I’expression du récepteur déficient peut aboutir a la reprise du processus de différenciation, a

I’arrét de prolifération et a I’induction de mort cellulaire.

1. La leucémie aigiie promyélocytaire

L’implication la plus directe des RARs dans une pathologie humaine a été décelée

avec la leucémie aigué promyélocytaire également appelée LAM3.

RARa est normalement exprimé dans la cellule souche myéloide et permet la
différenciation granulocytaire, c’est-a-dire le passage du stade de myéloblaste a celui de

promyélocyte, en présence de concentrations physiologiques d’AR.

a)  La translocation réciproque

La LAM3 se caractérise par une translocation réciproque acquise impliquant
systématiquement le géne RARa sur le chromosome 17 et dans la majorité des cas, le géne
PML (ProMyelocytic Leukemia) localisé sur le chromosome 15 (de The et al., 1991).

Dans des cas plus rares de LAM3, le géne RARa peut étre fusionné a quatre autres
genes : PLZF (Promyelocytic Leukemia Zinc Finger) situé en 11923, NPM (NucleoPhosMin)
situé en 5931, NuMA (Nuclear Mitotic Apparatus) situé en 11923 et STATS5b (Signal
Transducer and Activator of Transcription 5b) situé en 17g11 (Pandolfi, 2001). Toutes ces
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anomalies du gene codant pour RARa aboutissent a un blocage au stade de promy¢locyte,

caractéristique phénotypique de ces leucémies.

Les translocations dans les LAM3 sont réciproques et générent des protéines de fusion
X/RARa et RARw/X, X correspondant aux différents génes partenaires de RARa. Ces
derniéres sont impliquées dans la genése des leucémies et déterminent le pronostic de la
maladie (Pollock et al., 1999). Les protéines de fusion X/RARo exercent une inhibition
dominante négative des voies de régulation transcriptionnelle controlées par RARa et par son

partenaire de fusion tel que PML ou PLZF (Pandolfi, 2001).

b)  L'affinité pour CAR et le recrutement de RXR

Toutes les protéines de fusion X/RARa conservent des séquences identiques de RARa
comprenant les domaines LBD et DBD. Ces protéines de fusion X/RARa ont une affinité
pour I’AR comparable a celle de RARa et peuvent fixer un élément de réponse de type RARE
sous forme d’homodimére ou sous forme d’un complexe multimérique contenant les RXRs
(Lin et al., 2001) (Fig.92). La présence de RXRa au sein de ces complexes tendrait a
renforcer leur liaison a I’ADN (Zhu et al., 2007) (Fig.67). Le complexe PML/RXRa peut agir
sur RXRa et induire sa sumoylation via I’enzyme Ubc9. Une fois sumoylé, il n’est plus
silencieux et devient alors un répresseur transcriptionnel (Choi et al., 2006). L’activation de la
transcription pourrait, d’apres 1’auteur, avoir lieu grdce a des modifications post-
traductionnelles du RXRa telles que la phosphorylation. Celle-ci pourrait entrainer son export

nucléaire, et sa dégradation protéosome-dépendante.
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Figure 92 : Augmentation de la liaison 2 P’ADN du complexe PML/RARa grace a la présence de RXRa (Zhu et
al., 2007).
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¢)  Activité transcriptionnelle

A des concentrations physiologiques d’AR (10 & 10M), I’expression de PML/RARa.
bloque D’activation transcriptionnelle par ’AR des génes cibles et empéche ainsi la
différenciation de lignées cellulaires myéloides leucémiques (Fig.93). Par contre, des doses
élevées d’AR (107 & 10° M) activent la transcription des génes et la différenciation cellulaire
induite par PML/RARa (Lin et al., 2001).

PML: RAR
PM{)

W Gond)
Q Génes ciblesde l’AR><# ==
Survie )

[ différenciation bloquée ™
1

Pré-leucémie
Leucémie

Figure 93 : Recrutement des HDAC par PML-RARa (Insinga et al., 2004).

Les deux protéines de fusion PML/RARa et PLZF/RARa interagissent fortement avec
les corépresseurs N-CoR et SMRT et recrutent les protéines HDAC en 1’absence de ligand et

en présence de doses physiologiques d’AR (Fig.93 et 94).

PML

AMLA1

Figure 94 : Interaction entre les domaines de RARa (en haut) et NcOR (au centre).

L’interaction entre la protéine de fusion et son corépresseur est trés forte, car chacune des

deux protéines fusionnées possede un site de liaison pour son corépresseur, ce qui n’est pas le
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cas pour I’hétérodimére RAR/RXR. Comme pour le modele classique des rétinoides,

I’inhibition de la transcription va se faire via le recrutement spécifique d’enzymes

Le recrutement des complexes HDAC (Fig.95) semble étre crucial dans la fonction
oncogénique des X/RARa puisque des inhibiteurs des HDACs en combinaison avec I’AR
peuvent lever I’activité répressive des X/RARa et déclencher la différenciation terminale des
cellules de LAM3 résistantes a ’AR. La combinaison d’inhibiteurs des HDACS et d’AR a
permis des rémissions cliniques chez des patients atteints d'une LAM3 exprimant

PML/RARa (Petti et al., 2002).

PML/RARa et PLZF/RARa sont associées a de multiples complexes corépresseurs
sous des concentrations physiologiques d’AR. L’augmentation locale de la concentration de
corépresseurs au niveau des genes cibles de I’AR entrainerait une répression transcriptionnelle

et un blocage de la différenciation promyélocytaire.
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Figure 95 : Recrutement des protéines HDAC par le complexe PML/RARa en I’absence de ligand.

d)  La réparation de la cellule cancéreuse

-Action de [acide rétinoigue

Les travaux récompensés de I'équipe francaise reposent sur le traitement par
differenciation des maladies malignes humaines. L'originalité du concept tient dans une
remise en question du dogme selon lequel le cancer est un état anormal et irréversible. A

I'origine de cette nouvelle orientation: la démonstration de I'action thérapeutique de I’AR.
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La collaboration établie entre Anne Dejean-Assemat (Institut Pasteur, Paris) et Laurent
Degos (Hopital St-Louis, Paris) a consisté a démontrer I'action du traitement par
différenciation sur le désordre génétique de la leucémie aigué promyélocytaire. le récepteur de
I'acide retinoique perd toutes ses facultés thérapeutiques au contact du PML et autorise ainsi

le développement de la leucémie aigué promyeélocytaire.

En effet, apporté en doses importantes, I'acide rétinoique provoque le déplacement des
éléments PML. Une fois isolé, le récepteur de l'acide rétinoique re-active le programme de
maturation des globules blancs : la cellule cancéreuse peut ainsi étre transformée en une
cellule normale. Par leurs travaux, Laurent Degos et Anne Dejean-Assemat conferent a la
réparation de la cellule cancéreuse une légitimité et de nouvelles perspectives dans la guérison

d'autres leucémies et d'autres tumeurs malignes.

Des doses pharmacologiques d’AR déclencheraient la dissociation des complexes
corépresseurs fixés sur PML/RARa , conduisant a 1’activation des geénes, dont le géne RARa
(Chomienne et al., 1991) a la différenciation des cellules leucémiques et & la rémission
clinique. Contrairement aux autres types de LAM, les patients atteints de LAM3 répondent a
un traitement a I’AR a des concentrations pharmacologiques. Paradoxalement, l'acide
rétinoique leve ce blocage et induit la différenciation, aboutissant a la rémission
morphologique complete de la leucémie, avec, en particulier, réorganisation des structures
nucléaires et réapparition des corps nucléaires.Des études cliniques ont montré que la
rémission était due a une différenciation des blastes leucémiques (Castaigne et al., 1990). La
sensibilité de la LAM3 a I’AR-T a constitué le premier exemple d’une thérapeutique basée sur
la différenciation cellulaire. L’association de I’AR-T a des inhibiteurs des HDACs offre des
nouvelles voies thérapeutiques efficaces, notamment dans les leucémies PLZF-RAR
(Lowenberg et al., 2003).

-Acide rétinoique et arsenic

L'arsenic, bien connu comme poison, peut cibler spécifiquement le produit d'une

Iésion génétique a l'origine d'un type de leucémie... C'est a ce résultat paradoxal qu’a aboutie
la collaboration entre une équipe chinoise de I'Institut d'hématologie de Shanghai et une
équipe francaise, dirigée par le professeur Hugues de Thé. La leucémie aigué promyélocytaire
est actuellement traitée par I’AR, associé a une chimiothérapie, ce qui constitue le premier
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exemple d'une thérapeutique directement ciblée sur I'oncogéne. Des équipes chinoises ont mis
en évidence un effet thérapeutique de l'arsenic chez les malades atteints par ce type de
leucémie (Chen et al., 1996). Sur plus de 70 patients traités, cette medication a donné 65 % de
réponses cliniques complétes (mais transitoires) et 25 % de guérisons a dix ans. Compte tenu

des difficultés du traitement de cette maladie en Chine, une telle survie était exceptionnelle.

Le tri-oxyde d'arsenic, As,Os3, est le principe actif de ces médications. Contrairement a
I’AR qui déclenche la différenciation cellulaire, I'arsenic induit la mort programmeée, ou
apoptose. Cette collaboration franco-chinoise s'est penchée sur le mode d'action de I'arsenic et
a montré que celui-ci, comme I’AR, provoque la dégradation de lI'oncogéne PML/RARa,
soulignant une surprenante similitude des effets de ces deux agents. Si l'acide rétinoique agit
sur la partie RAR de la fusion, I'arsenic, lui, agit sur sa partie PML (Zhu et al., 1997). Ces
données permettent I'élaboration d'un modele physio-pathologique de cette maladie, dans
lequel RAR contrdlerait la différenciation et PML l'apoptose. Sur des sujets en état de
résistance aux rétinoides, l'injection intraveineuse d'As,;Os induit des rémissions complétes et
prolongeées. Il n'y a donc pas de résistance croisée entre ces deux agents. Cela permet donc

d'envisager des traitements combinés.

Les mécanismes moléculaires concernant le traitement a I’arsenic ont été récemment
découverts avec notamment 1’induction par 1’arsenic de la sumoylation d’une lysine de la
protéine PML par RNF4 (RING-domain-containing ubiquitin E3 ligase). Cette modification
conduit a la dégradation de la protéine. L’inactivation de RNF4 ou I’inhibition du protéasome
entraine une accumulation de chaines protéiques polyubiquitinylées. Dans ce cas, I’action de
’arsenic est réduite a néant et les protéines PML modifiées par SUMO (small ubiquitin-like

modifiers) s’accumulent alors au sein du noyau (Tatham et al., 2008).

2. Le récepteur RARD et les cancers

a)  RARP, un suppresseur de tumeur

Le gene codant pour le récepteur RARP est considéré comme un suppresseur de
tumeur (Soprano et al., 2004). La répression de RARP a été trouvée dans de nombreux types
de cancers (Altucci and Gronemeyer, 2001) et dépend surtout de la méthylation de I’ADN de

son promoteur (Kwong et al., 2002). Dans le cancer de la prostate, des altérations
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épigenétiques, comme 1’hyperméthylation de genes tels que GSTP1, APC, RARB2, Cyclin
D2, MDR1, and PTGS2 ont été détectées. Elles pourraient désormais étre utilisées comme des
biomarqueurs pour ce cancer (Costa et al., 2007).

La perte de I’expression de ce récepteur a été montrée par Northern blot et par
hybridation in situ dans de nombreuses tumeurs solides. L’équipe de Schmultzer a par
exemple mis en évidence sa faible expression dans les lignées de cancer folliculaire de la
thyroide, alors que RARP est fortement exprime dans le tissu thyroidien normal (schmutzler
et al., 1998). L’expression du RARP est supprimée chez de nombreuses patientes atteintes de

cancer du sein (Xu et al., 2001).

b)  Une diminution de [ARNm de RARB dans les cancers

D’autres études ont montré que, dans plusieurs lignées dérivées de carcinome
épithélial, le niveau d’expression de ’ARNmM de RARPB2, I'une des quatre isoformes de ce
récepteur, est diminuée ou indétectable (Nervi et al., 1991). De la méme fagon, une
diminution significative, par rapport au tissu normal, se rencontre dans les cancers de la téte et
du cou (Xu et al., 1995). Ces résultats évoquent que la diminution de 1’expression de RARfB
est associée aux lésions dysplasiques et parfois au développement de carcinomes de la téte et
du cou. Lotan et al. mettent en évidence que la diminution de 1’expression du transcrit RARB
se produit au stade précoce de la carcinogenése du cancer de la prostate (Lotan et al., 2000). Il
en est de méme pour les cancers du poumon ou RAR est également impliqué. Les travaux de
Houle (Houle et al., 1993) mettent en évidence une tumorigénicité moindre lorsque des souris
immunodéficientes SCID sont transfectées avec le RARB. D’autre part, 1’apparition de cancer
pulmonaire est également réduite chez des souris transgéniques exprimant un anti-sens
RARP2 (Berard et al., 1996). La diminution de 1’expression de ce récepteur est aussi repérée
dans des cancers de 1’cesophage (Qiu et al., 1999) et de la prostate (Lotan et al., 2000).

¢)  Les causes de cette diminution

Des réarrangements et des altérations dans la région codante du géne ont été trouveés
dans des lignées de cancer pulmonaire. La réinduction de I’expression de RAR par le 13cis-
AR prouve cependant qu'un des 2 alleles n’est pas altéré. D’autres mécanismes sont
également avancés, tels que la suppression de I’expression du gene, a la suite soit de la sur-
expression d’un autre récepteur qui diminuerait celle de RARB, comme il I’a été montré dans
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des cellules épithéliales, ou soit par I’expression de dominant négatif RAR ou RXR qui
antagoniserait le RARE de RARP (Blanco et al., 1996).

De plus, la transcription du géne étant dépendante de corépresseurs et de coactivateurs,
des modifications a leurs niveaux ont également été évoquées, comme la perte du EA1-like
factor, nécessaire a I’activation de la transcription du géne, par son interaction avec d’autres
cofacteurs liant le site de fixation a ’AMPc, dans le promoteur de RARP. Les niveaux
d’expression et les interactions entre nur77 et COUP-TF, deux récepteurs orphelins, sont des
déterminants importants dans I’expression de RARP et dans son induction par I’AR-T dans
des cellules de cancers pulmonaires. En effet, COUP-TF en réprimant 1’activité basale de
transactivation des RARES, sensibilise les cellules a I’AR-T, alors que des cellules exprimant

nur77 sont résistantes a ce rétinoide.

La méthylation de I’ADN, événement épigénétique fréquent, fait partie des
mécanismes rendant silencieux les genes suppresseurs de tumeurs dans les cancers. Plusieurs
¢tudes ont montré la méthylation du géne codant pour RARP dans des lignées des tumeurs
primaires et de cancer du sein (Widschwendter et al., 2000) et le traitement de ces lignées par
un agent déméthylant ou en présence de I’AR-T restaure I’expression de RARP. De plus, la
désacétylation de I’histone H3 sur le promoteur de RARJ correle avec le caractére réfractaire
a ’AR des lignées de cancer du poumon. En effet, dans leur étude, Suh et al. montrent que
I’AR augmente I’acétylation des histones H3 et H4 au niveau du promoteur RARP2 dans ces
lignées sensibles a I’AR. En revanche, dans des lignées résistantes, I’AR induit uniquement
I’acétylation de 1’histone H4, suggérant ainsi que la perte de 1’acétylation de 1’histone H3 est
impliquée dans le phénoméne de résistance a I’AR. La combinaison de I’AR avec d’autres
agents thérapeutiques, comme des inhibiteurs de la méthylation ou des histones désacétylases,

permettrait ainsi de traiter les tumeurs résistantes a I’AR.

L’induction du RARP par ’AR est également corrélée a une inhibition de la
prolifération et a un effet apoptotique dans des lignées de cancer du poumon et du sein. De
plus, la transfection de RARP dans des lignées de cancer de la téte et du cou, résistantes aux
rétinoides entraine un arrét de la croissance via une induction de I’apoptose. Dans la thyroide,
I’étude d’Haugen et al. montre qu’une inhibition de la prolifération par le 9cis-AR est
observée dans les lignées de cancers papillaires, mais uniquement lorsque celles-ci expriment

a I’état basal non seulement RAR[, mais aussi un autre récepteur, le RXRy.
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Enfin, ’expression de ce récepteur peut dépendre de la concentration cellulaire en
rétinoide puisque son promoteur contient un RARE de type DR5. L’expression de RARpB

diminue dans des organes déficients en vitamine A, et augmente avec des rétinoides.

Ces résultats soulignent la diminution du récepteur RARP a des stades précoces de la
tumorigenese dans différents cancers. L’expression de RARP pourrait ainsi étre utilisée en
tant que marqueur biologique de la carcinogenése et marqueur prédictif d’une réponse
thérapeutique, puisque son induction lors de traitements par des rétinoides est associée a une
réponse clinique, notamment dans des cancers du rein (Thacher et al., 2000).

E.  Les pathologies associées aux récepteurs RXR

Du fait de son hétérodimérisation avec de nombreux autres récepteurs nucléaires, le
récepteur RXR pourrait étre impliqué dans une grande variété de pathologies. Dans ce
contexte, des ligands synthétiques de RXR ont été développés pour le traitement de plusieurs
pathologies comme le psoriasis, les cancers et pour certaines pathologies métaboliques
comme 1’obésité et le diabete. De plus, le réxinoide (ligand synthétique de RXR) reduirait la
résistance a l’insuline chez les souris diabétiques et obéses (Mukherjee et al., 1997). Par
ailleurs, il aurait aussi un effet sur la différenciation terminale des cellules humaines de

lipocarcinome qui est également induite par le ligand de PPAR (Tontonoz et al., 1994).

L’observation des souris RXRB™™ montre un défaut dans la voie de signalisation de la
dopamine suggérant un rble potentiel de ces récepteurs dans la maladie de Parkinson et la
schizophrénie (Krezel et al., 1998). Actuellement, un nouvel agoniste semble étre prometteur
dans le traitement des tumeurs solides : le bexaroténe (Targretin®), agoniste du/des RXRs.
Une étude de phase | montre 2 réponses sur 9 cas de patients atteints de lymphome cutané et
une stabilisation dans un cas de cancer bronchique et dans un carcinome épidermoide de la
téte et du cou. Le composé est également testé pour le psoriasis et il est actuellement en phase

Il des essais cliniques (Breneman et al., 2007).

Les anomalies des récepteurs des rétinoides aboutissent le plus souvent a des
pathologies malignes liées probablement au réle capital des rétinoides et de ces récepteurs
dans la différenciation, la prolifération et la mort cellulaire. L’absence compléte ou
I’altération de la voie du rétinoide dans une cellule altere ce contréle cellulaire et participe aux

événements oncogéniques. Le décryptage des différentes voies de signalisation de I’AR au
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sein des différents tissus, ainsi que la synthése de rétinoides spécifiques de ces voies d’action

devraient permettre de mieux cibler les cancers susceptibles de répondre aux rétinoides.

F.  Les autres pathologies traitées par les rétinoides

1. AR et médulloblastome

L’équipe du Dr Yan s’est apercu que des copies supplémentaires multiples du géne,
appelées OTX2, avaient éte retrouvées au sein des cellules tumorales retirées
chirurgicalement chez les patients ayant un médulloblastome. Aux Etats-Unis, le

médulloblastome représente environ 30% de toutes les tumeurs pédiatriques de cerveau.

Le géne OTX2 contribue normalement au développement embryonnaire et a la
croissance de certains secteurs du cerveau, tels que le cervelet, mais le gene est généralement
inactif aprés la naissance. Le Dr Yan et ses collegues ont pourtant détecté un segment
anormalement amplifié (jusqu’a 28 fois) parmi les cellules de tumeur sur le chromosome 14.
Les scientifiques ont également déterminé que 60-70% des cellules de médulloblastome avait
une activité importante au niveau de I'ARN du gene OTX2, alors que les cellules normales ne

montrent généralement aucune activité pour ce gene.

L’AR-T, déja utilisé dans le traitement de la LAM3 inhibe la croissance et induit la
mort cellulaire parmi les cellules de tumeur exprimant OTX2. Plus de la moitié des

médulloblastomes en laboratoire a réagi au traitement a I’AR-T (Di et al., 2005).

2. AR et sarcomes

Le sarcome synovial est un sarcome d’origine encore inconnue. Le profil d’expression
des genes dérégulés dans ce sarcome s’est avéré étre trés proche de celui des tumeurs des
gaines neurales malignes périphériques (Ishibe et al., 2008) et le signal FGF appartenait a une
des voies d’induction les plus dérégulées. L’origine neurale des sarcomes synoviaux a été
confirmée en utilisant des cellules tumorales en culture et des tumeurs primaires. Le
traitement avec BMP4 ou FGF2 augmente I’expression des genes neuraux et le traitement
avec ’AR-T fait de méme, engendrant 1’expression de Tuj-1, une protéine spécifique des
neurones. Un effet d’inhibition de croissance a été constaté sur les xénogreffes tumorales dans
des souris sans thymus. Le traitement simultané avec des inhibiteurs de FGF augmente encore

plus Dl’effet d’inhibition de croissance dii au traitement a I’AR.Ainsi la combinaison de
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I’inhibition des voies de signalisation de la croissance ainsi que de différenciation pourrait

représenter une solution pour traiter ces sarcomes synoviaux.

Tous ces exemples de traitement de cancers avec de I’acide rétinoique reposent surtout
sur la faculté de ce métabolite a entrainer la différenciation cellulaire ou a diriger les cellules
cancéreuses vers ’apoptose. Mais déja d’autres voies d’action commencent a étre étudiées,
notamment au niveau de la matrice extra-cellulaire (MEC) des cellules. Ainsi des protéines
attachées a la MEC se révélent étre régulées par 1’action de I’AR. RAMP (Retinoic acid-
regulated nuclear matrix-associated protein) en fait partie (Li et al., 2009) et est surexprimée
dans 7 cancers gastriques. Son inhibition pourrait étre une approche prometteuse dans le
traitement des cancers gastriques. De méme, ’étude du traitement a I’AR-T des cellules
tumorales mammaires MCF7 a révélé une inhibition par I’AR-T de MMP-2 (Dutta et al.,
2009), une métalloprotéase directement en relation avec les intégrines et les cadhérines E. Il
serait donc intéressant d’étudier 1’effet de I’AR-T sur des molécules qui pourraient étre

impliquées dans la dégradation de la MEC et dans la progression tumorale maligne.
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Conclusion du chapitre 3 :

Les rétinoides, metabolites de la vitamine A, modulent les taux de transcription des

génes impliqués dans la prolifération cellulaire et la différenciation.

Leur activité chimio-thérapeutique et chimio-préventive est déja utilisée dans un grand
nombre de cancers humains. Déja, plusieurs thérapies basées sur la prise de rétinoides existent
et d’autres trés prometteuses sont envisagées dans un futur proche, comme le traitement de la

dégenérescence maculaire par le 11-cis rétinal.

Pourtant, la thérapie basée sur les rétinoides est souvent confrontée a la toxicité de ces

composés, méme utilisés a des doses pharmacologiques.

Des observations récentes suggerent que les facteurs qui régulent le préléevement et le
stockage des rétinoides dans les cellules pourraient servir de cibles a de nouvelles thérapies
stratégiques. C’est le cas notamment de la LRAT, I’enzyme qui catalyse 1’estérification des
rétinoides et des CRBPs, les protéines coopérant avec la LRAT dans la régulation de

I’utilisation des rétinoides et de leur stockage.

Modifier les niveaux ou les activités de ces protéines pourrait permettre un meilleur
contréle du taux de rétinoides bioactifs dans les tissus, réduisant les quantités a des doses

indispensables pour des thérapies efficaces et ciblant ainsi des tissus spécifiques.

Des voies de signalisation encore méconnues de I’AR restent également a explorer et
I’action des protéines de la MEC sur les cellules tumorales pourrait bien étre une approche

particulierement intéressante a étudier.
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Revue sur la structure et la fonction de TFIID

Emilie CLER, Gabor PAPALI, Patrick SCHULTZ et Irwin DAVIDSON (12 pages)

La régulation de I’initiation de la transcription par I’ARN Polymérase de type II
requiert la formation d’un complexe de pré-initiation (PIC). Ce PIC s’assemble sur le
promoteur des genes a réguler au niveau du site de démarrage de la transcription. En plus de
la Pol 11, le PIC comprend tout un ensemble de facteurs généraux de la transcription : TFIIA,
B, D, E, F et H. Le facteur TFIID est lui-méme un complexe multiprotéique, composé de la

protéine TBP et de 13 a 14 TAFs qui ont été conservés au cours de 1’évolution.

Cette revue fait un tour d’horizon des avancées biochimiques, génétiques, et de
microscopie électronique qui ont eu lieu au cours des dernieres années, a propos du facteur de

transcription général TFIID.

Elle décrit tout d’abord la composition du TFIID puis la maniere dont se passe
I’assemblage de toutes ses sous-unités. Elle présente également les informations structurales
récentes provenant de I’étude en microscopie €lectronique du facteur TFIID chez la Levure a

la résolution de 23 A.

Elle met ensuite I’accent sur la formation possible de sous-complexes de TFIID a5 ou
a 7 TAFs, observés respectivement chez la Drosophile et chez le Ver Caenorhabditis elegans,
concluant la partie structurale en soulignant que la stabilit¢ de TFIID dépend d’une somme

d’interactions dans laquelle plusieurs TAFs jouent un réle critique.

Enfin I’aspect fonctionnel du facteur TFIID est envisagé, tout d’abord au sein de
cellules germinales avec I’intervention de paralogues de TAFs, puis au niveau des promoteurs
dépourvus de boite TATA. Cette seconde partie récapitule donc les multiples interactions
avec I’ADN et avec les activateurs renforgant le recrutement de TFIID et souligne

I’importance des interactions de TFIID avec des histones méthylés et acétylés.

Plus globalement, 1’ensemble des études génétiques suggere un modele ou TFIID est
nécessaire a I’initiation de la transcription apres la mitose ou au cours du développement,
mais ne sert pas au maintien de la transcription d’un promoteur dans un état actif ni a la

réinitiation de sa transcription.
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Abstract The general transcription factor TFIID is a
macromolecular complex comprising the TATA-binding
protein (TBP) and a set of 13—14 TBP associated factors
(TAFs). This review discusses biochemical, genetic and
electron microscopic data acquired over the past years that
provide a model for the composition, organisation and
assembly of TFIID. We also revisit ideas on how TFIID is
recruited to the promoters of active and possibly repressed
genes. Recent observations show that recognition of acet-
ylated and methylated histone residues by structural
domains in several TAFs plays an important role. Finally,
we highlight several genetic studies suggesting that TFIID
is required for initiation of transcription, but not for
maintaining transcription once a promoter is in an active
state.

Keywords Drosophila - Yeast - Electron microscopy -
Chromatin - Acetylation - Methylation

Introduction

Regulated initiation of transcription by RNA polymerase II
requires the formation of a macromolecular preinitiation
complex (PIC) that assembles over the transcription start
site. In addition to RNA polymerase II (pol II), the PIC
comprises a set of general transcription factors TFIIA, B,
D, E, F and H. In yeast, the mediator (Med) and NC2
complexes are also found at the promoters of most active
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genes [1, 2]. TFID is itself a macromolecular complex
composed of the TATA-binding protein (TBP) and a set of
13-14 TBP-associated factors (TAFs). TFIID has been the
subject of intense study over the last 20 years, and many
review articles have illustrated how our understanding of
its function has progressed during this time (see, for
example, [3-7]). A subset of TAFs is also present in the
Spt-Ada-Gen5-acetyltransferase  (SAGA)-type transcrip-
tional regulatory complexes, and several recent reviews
describe the important roles of these complexes in tran-
scription regulation [7-10].

In this review, we will discuss results concerning the
organisation and assembly of the TFIID complex and how
it is recruited to active promoters, not only through inter-
actions with DNA or activators, but also as a reader of
covalent histone modifications. Lastly, we will address the
question of when the function of TFIID is actually
required. Several studies provide genetic data that should
modify our view of TFIID’s role in transcription.

TFIID comprises core and peripheral modules

TFIID was first characterised in Drosophila and in mam-
mals where immunoprecipitation with antibodies against
the TBP subunit revealed the presence of a set of tightly
associated TAF proteins [11-13]. TFIID was subsequently
biochemically characterised in the yeast Saccharomyces
cerevisiae (hereafter yeast) [14-16]. The genes encoding
the TAFs were isolated in each of these organisms,
allowing the identification of structural and functional
domains that are conserved from yeast to humans. While
initial results suggested that there may be differences in the
composition of TFIID in each species, an extensive series
of biochemical and genetic studies rather showed that the
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core composition is well conserved between yeast and
mammals [5, 17]. This conservation has allowed the
adoption of a unified nomenclature, TAF1-TAF14, that
clearly designates TAF orthologues in different species
[18]. Yeast, TFIID comprises 14 TAFs, and with the
exception of TAF14 the orthologues of each of these pro-
teins have been identified as bone fide TFIID subunits in
Drosophila and mammals.

Biochemical, structural and genetic techniques have all
been used to address the molecular organisation of TFIID.
An initial analysis of the amino acid sequences of TAF6, 9
and 12 revealed a striking similarity to the core H4, H3 and
H2B histones, suggesting the existence of a histone oct-
amer structure within TFIID [19]. Further studies showed
however that 9 of the 13 TAFs contained a histone fold
domain (HFD) specifying the formation of five distinct
TAF heterodimers within TFIID [5, 17]. These heterodi-
mers were also found in the context of native TFIID, thus
underlining that the HFD is a fundamental building block
of TFIID [20].

Genetic, biochemical and electron microscopy (EM)
experiments clearly identified two classes of subunits based
on their stoichiometries [20-22]. TAF1, TAF2, TAF7 and
TBP are present as a single copy, whereas almost all of the
others are present in at least two copies. Therefore, the total
number of heterodimers and their distribution within TFIID
(see below) show that the overall organisation is more
complex than a simple octamer-like core.

Despite the importance of TFIID in transcription initi-
ation, there is a remarkable paucity of structural data on
TFIID subunits, and little is known of the mechanisms
directing its supramolecular assembly. Structural informa-
tion at the atomic level is currently only available for a few
TAF subdomains (see, for example, [23-25]). EM has
however provided detailed information on the overall
shape of native TFIID and the localisation of TAF subunits.
Single molecule analysis and image reconstruction show
that yeast (y)TFIID and human (h)TFIID have a similar
overall organisation comprising three major lobes linked
by connecting regions to form a ‘horseshoe’-shaped
molecular clamp [20, 26, 27]. To date these studies are
limited to low resolution, 32A for hTFIID [28] and 23A
for yTFIID (see Fig. la; [29]), which are not sufficient to
allow docking with the known crystal structures. Structural
heterogeneity, in particular variable TAF2 content, and
dynamic rearrangements of the complex are limitations to
improved resolution.

EM coupled to immunolabelling of complete TFIID or
of subpopulations have allowed the localisation of indi-
vidual TAFs within this structure defining the composition
of the lobes, each of which comprises a unique TAF
combination [20, 22, 29] (see Fig. 1c). TAFs present as a
single copy are found mainly in lobes A and C. The

Yeast TFIID

Fig. 1 Structural organisation of yeast TFIID; (a, b) two opposite
views of the TFIID complex showing the location of TAF1, TAF7
and TBP (white), TAF2 (blue) and a quasi symmetric core module
(red). ¢ Schematic representation of the TAF localisation within
TFIID. The approximate positions of the subunits are derived from
antibody-labelling experiments. The size of the spheres is propor-
tional to the molecular mass of the proteins. Black lines represent
documented protein—protein interactions of histone fold domain
containing TAFs

C-terminus of TAF1 and TAF7 localise on the top of lobe
A, while the N-terminus of TAF1 and TBP localise at the
interface of lobes A and C. TAF2 is also located in the
interface between lobes A and C with its N-terminus close
to the C-lobe and its C-terminus close to the A-lobe where
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it could interact with TAF1. TAFs that are documented to
be present in at least two copies are located in the bottom
part of lobe A and in lobes B and C. The localisation of the
HFD-containing TAFs in native yTFIID is consistent with
the previous genetic, biochemical and structural data on the
formation of specific TAF heterodimers. An exception is
the TAF3/TAF10 heterodimer. In EM immunolabelling,
TAF3 can be observed in lobe B, but no associated TAF10
can be seen, while in lobe A it is not possible to discrim-
inate between the TAF3/TAF10 and the TAFS8/TAF10
heterodimers.

Interestingly, when the potential protein densities of
TAF1, TAF2, TAF7 and TBP are removed from the 23A
yTFIID model (blue and white in Fig. 1a, b), the shape of
the remaining structure is reminiscent of that of a stable
in vitro reconstituted complex composed of TAF5 and the
three HFD-TAF heterodimers TAF4/12, TAF6/9 TAF8/10
[22] and presents an almost symmetric crescent-shaped
structure (red in Fig. la). Residual asymmetry could
result from the binding of the remaining HFD-containing
TAFs. Altogether, the higher resolution structure and the
labelling studies strongly suggest that the 3D architecture
of TFIID is composed of two subcomplexes: (1) a core
complex containing TAF5 and most of the HFD-con-
taining TAF heterodimers (TAF6/9, TAF4/12, TAF8/10,
TAF11/13) that adopts a crescent-shaped twofold sym-
metric structure; (2) a subcomplex containing TAFI,
TAF7, TAF2 and TBP that is recruited to the core com-
plex to form full TFIID (Fig.2). The TAFs shared
between TFIID and SAGA are all found in the core
complex. In SAGA, the TAF8/TAF10 and TAF4/TAF12
heterodimers are replaced by the SPT7/TAF10 and
ADA1/TAF12 heterodimers. This core domain is there-
fore pivotal in the assembly of both of these complexes.
Perhaps competition between the SAGA and TFIID-
specific heterodimerisation partners regulates the relative
abundance of each of these complexes in the cell.

TBP is located in the linker region that lies within the
major cavity of the clamp and is flanked by TAF1, TAF2,
TFIIA and TFIIB, suggesting that this is the principal DNA
binding site [27]. The structure of TFIID complexed with
DNA has not yet been determined, but would be extremely
informative and help to put in perspective the multiple
TAF-DNA-chromatin interactions that have been described
(see below).

TFIID structure may not be static, but rather appears to
be dynamic as distinct ‘open’ and ‘closed’ conformations
have been observed. Cryo-electron microscopy identifies
two distinct conformations where the relative positions of
the three lobes change in a coordinated and reproducible
fashion resulting in an opening or closing of the central
cavity [28]. The significance of these distinct states in
terms of function or PIC formation has not been elucidated.
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Fig. 2 Schematic model for TFIID assembly. a The histone fold
containing TAFs form heterodimers and associates with TAFS5 to
form the core complex. The ability of TAF5 to homodimerise is still
open to question, and it is as yet unclear whether the histone-like
heterodimers associate to form higher order ‘lobe’ structures in the
absence of TAF5. b TAFS5 and the histone-like heterodimers associate
to form the core complex. Variants of this complex in the form of 5
TAF (Drosophila S2 cells), 7 TAF (baculovirus reconstitution in
vitro) or 9 TAF (yeast in vivo) complexes have been described and
are discussed in the text. ¢ The core complex interacts with the
TAF1-TAF7-TBP sub-module to form TFIID. TAF2 may associate
independently with TFIID through interaction with TAFI1, but may
not be always present in TFIID

Also it is not yet clear whether these distinct states result
from an inherent flexibility in the structure or whether they
represent TFIID with different subunit compositions or
TAFs bearing post-translational modifications.
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Evidence that TAF-composition may influence TFIID
topology comes from comparison of the EM structure of
distinct TFIIDs containing either two molecules of TAF4
or TAF4 along with its paralogue TAF4b. TAF4 and
TAF4b are encoded by related genes and share a central
conserved region I, called the TAFH domain, as well as the
larger conserved C-terminal region II containing an atypi-
cal HFD. TAF4 and TAF4b both heterodimerise with
TAF12 and interact with TFIIA [24, 30-33]. A comparison
of the EM structures of TFIID from Hela cells containing
predominantly TAF4 with that purified from Daudi cells
containing TAF4 and TAF4b shows that the complexes
containing TAF4b adopt a more open conformation [34].
This difference is achieved by changes in the relative
positions of lobes A and B. TAF4b localises to lobes B and
C, and TFIIA spans the lobe A—C chanel. Consequently, it
has been proposed that incorporation of TAF4b into TFIID
leads to an ‘open’ conformation of lobe A, facilitating
TAF4b interaction with TFIIA and various transcriptional
activators. These observations thus provide evidence that
differences in subunit composition affect TFIID confor-
mation.

The status of TAF2 as a bona fide subunit of TFIID has
been under debate since it was either missing or present at a
reduced molar ratio in hTFIID preparations [35]. A more
recent study [29] shows that the presence or absence of
TAF2 also affects TFIID structure. Analysis of immuno-
purified yTFIID preparations that are heterogeneous in
TAF2 content revealed complex conformational changes of
the TFIID structure where at least four distinct states could
be observed. The presence of TAF2 selectively stabilises
one of these conformations, whereas in the absence of
TAF2 significant domain reorganizations were observed,
especially in the central lobe, as was noted for hTFIID. The
TAF2-TFIID interaction is therefore labile, and while
TAF2 can be dissociated without compromising TFIID
integrity, its presence or absence can have a major influ-
ence on TFIID conformation. How these differences in
subunit composition and in conformational state influence
TFIID recognition and recruitment to promoters with dif-
ferent core sequences remains to be fully understood. The
possibility that the structure of TFIID can be adapted to
allow for the recognition of a large variety of promoters,
each with distinct activator binding site distributions, is
particularly attractive.

Several TAFs are critical for assembly and stability
of TFIID

Although we now have a better understanding of TFIID
subunit composition and organisation, the mechanism of
assembly is much less well understood. An initial series of

in vitro reconstitution studies put forward the idea that
TAF1 formed a scaffold for TFIID assembly through its
interactions with TBP and several other TAFs [36]. How-
ever, these studies were performed before the full subunit
composition of TFIID was determined, and several TAF
subunits were not included in these assays. More recent
results reveal a more complex mechanism.

Genetic and biochemical studies in yeast have addressed
the role of TAF1 in TFIID assembly. Biochemical analysis
of a series of pseudodiploid yeast strains harbouring dele-
tion mutants in a tagged allele of TAF1 shows that deletion
of the N-terminal domain of TAF1 leads to diminished
association with TBP, but not with the TAFs [37]. In
contrast, deletion of the region between amino acids 200-
303 leads to a loss of interaction with all of the TAFs
except TAF7, but does not affect interaction with TBP.
These data are consistent with the observation that the
N-terminus of TAF1 (the TAND domain) interacts with
TBP [38], while TAF7 interacts directly with several
regions in the C-terminal portion of TAFI1 [39, 40].

Two hybrid assays further show that the TAF1 200-303
region interacts with TAF4 and TAF6, and biochemical
analysis shows that expression of this region alone is suf-
ficient to nucleate the formation of a partial TFIID
complex. Temperature-sensitive (TS) TAF1 mutants with
amino acid substitutions in this region were also isolated
and shown to affect interaction of the TAF1/TBP/TA7
module with the other TAFs. However, immunoprecipita-
tion of TAF4 from the mutant strain shows that although
interaction with TAF1 is lost, TAF4 is associated with
other TAFs in a stable complex.

TFIID stability has also been investigated in Drosophila
Schneider 2 (S2) cells where expression of TAF subunits
was disrupted by siRNA. In this approach, the effect of
siRNA knock-down of individual TAF subunits on TFIID
integrity and an associated proteolytic degradation of the
other TAFs was evaluated [41]. Knock-down of TAF1 did
not destabilise the other tested TAFs, and in its absence a
stable complex comprising TAF4, TAFS, TAF6, TAF9 and
TAF12 was observed. In contrast, siRNA knock-down of
TAF4 or its heterodimerisation partner TAF12 leads to
degradation of TAF1 and most other TAFs, with the
exception of TAF2. This observation shows that TAF4 is
critical for TFIID assembly consistent with the fact that it is
present in two of the globular lobes. Similar observations
were made upon knock-down of TAF5 and TAF6 that also
led to degradation of TAF1, suggesting that TFIID integrity
is compromised. Moreover, expression of the conserved
HFDs of TAF4 and TAF®6 is sufficient to complement the
loss of the corresponding native proteins for assembly and
stability of the TFIID complex.

The idea that TAF4 is critical for TFIID assembly/
stability is relevant to several functional observations. For
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example, in C. elegans, siRNA of TAF4 had the most
potent effect on transcription compared to other TAFs [42].
More recently it has been shown that TAF4 is a target of
the C. elegans oocyte maturation (OMA)-1 and OMA-2,
zinc finger proteins of the CCCH class that bind to RNA
and are important for oocyte maturation and early embry-
onic development [43]. In early embryos, the OMA
proteins bind to TAF4 by mimicking the HFD domain
interaction with TAF12 and sequestering TAF4 in the
cytoplasm, thus silencing transcription at these early
stages. Similarly, it has been proposed that sequestration
of TAF4 by variants of the Huntington protein carrying
expanded polyglutamine domains interferes with tran-
scription and contributes to neurodegenerative disease
[44, 45]. Given the important role of TAF4 in TFIID
assembly, its sequestration would therefore provide a
mechanism to control the overall function of TFIID
through targeting of a single subunit.

Further insight into TFIID assembly comes from
reconstitution of TAF complexes by baculovirus coinfec-
tions. In these studies, a stable and homogenous seven-
subunit complex comprising TAF5 and the TAF4/12
TAF6/9 and TAF8/10 HFD heterodimers could be isolated
[22]. In the absence of TAFS, the stability of this complex
is compromised. EM images of this sub-complex show a
trilobed structure that is reminiscient of the TFIID core
domain. These observations suggest that TAF5 may
dimerise through its N-terminal domain, while its C-ter-
minal domain containing the beta-transducin (WD40)
repeats interacts with the HFD TAFs to form the globular
lobes. The dimerisation of TAFS is still under discussion as
conflicting results have been obtained [25, 46].

Do the HFD-TAF heterodimers assemble by themselves
into higher order ‘lobe’ structures or does TAF5 play an
active role in this process? TS mutations in the WD40
repeats of YTAFS were found to cause broad transcription
defects showing that these motifs are critical in maintaining
the integrity of both the TFIID and SAGA complexes [47].
However, in S2 cells, TAF5 knock-down leads to degra-
dation of TAF1, but not other TAFs. Thus, either some type
of higher order complexes form in the absence of TAFS, or
perhaps heterodimer formation ensures their stability even
without their assembly in ‘lobe’ structures. The full set of
interactions required for the formation of the core TAF
subcomplex therefore remains to be determined.

To further complicate matters, genetic experiments in
mammalian cells revealed that TAF10 is critical for TFIID
integrity. Somatic inactivation of TAF10 by Cre-mediated
deletion in F9 embryonic carcinoma cells, in early embryos
and in adult liver have shown that loss of TAF10 leads to
disassemby of TFIID [48-50]. In contrast, inactivation of
TAF4 in cells that express TAF4b facilitates integration of
TAF4b into TFIID without affecting its stability [51].

Taken altogether, the studies in yeast, Drosophila and
in vitro all suggest a similar modular model of TFIID
organisation and assembly. In each approach, a stable
HFD-containing TAF subcomplex can be formed lacking
TAF1, TAF2, TAF7 and TBP (see Fig. 2a, b). In yeast, this
complex comprises most other TAFs and corresponds to
the pseudo-symmetric core complex described by EM. In
Drosophila, a subcomplex containing only five TAFs was
described, but the presence of several others was not
assayed and so could also be present in this complex. There
is compelling evidence that TAF4, TAF5 and TAF10 all
play primary roles in the assembly and stability of the core
complex and hence of TFIID. The core subcomplex asso-
ciates via TAF4 and TAF6 with a second submodule
comprising TAF1-TBP-TAF7 to assemble the TFIID
complex (see Fig. 2c¢).

These observations can be better understood in the
context of the known EM structure. TAF4 and TAF10 are
both present in at least two distinct lobes. Their loss pre-
sumably destabilises these lobes, leading to release of the
TAF1-TBP-TAF7 module, which in S2 cells is unstable
and degraded. TAFS5 seems to link lobes A and B together
and may be required to assemble the HFD-heterodimers
into stable lobe structures. In contrast, TAF1, TAF7 and
TBP are located on top of the pseudo-symmetric TFIID
core, and this module may be unstable in the absence of the
other TAFs forming the core structure.

TAF2 is not essential for TFIID assembly, but probably
associates with TFIID via interactions with TAF1. More-
over, TAF1 and TAF2 have been shown to form a sub-
complex with TBP that specifically binds to promoter DNA
in vitro [52]. Although the existence of such a subcomplex
has yet to be demonstrated in vivo, the P. falciparum
genome encodes orthologues of TAF1, TAF2 and TBP, but
not of other TAFs (with the possible exception of TAF10),
further highlighting the idea of a functional TAF1-TAF2-
TBP subcomplex [83].

The precise roles of TAF3, TAF7, TAF11 and TAF13 in
the stability and assembly of TFIID remain to be investi-
gated. As mentioned above, TAF7 is known to interact
with TAF1 and to negatively regulate its HAT activity
[39]. TAF7 also interacts with TFIIH and Positive Tran-
scription Elongation Factor b (pTEFb) to inhibit their
ability to phosphorylate the carboxy-terminal domain of
the largest subunit of RNA polymerase II, but is released
upon entry of the polymerase into the preinitiation complex
[53]. TAF7 may therefore function as a check-point regu-
lator suppressing premature transcription initiation [54].
These observations are consistent with the above model of
TFIID organisation where TAF7 can dissociate from the
complex without loss of integrity.

In conclusion, the above results show that TFIID sta-
bility depends on a complex set of interactions in which not
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one, but several TAFs that form the core structure play a
critical role.

Functional TAF subcomplexes in male germ cells

While TFIID has been purified and studied from cell
extracts, the question arises whether the five or seven TAF
subcomplexes of the core structure naturally exist in cells
and whether they have any specific functions or serve
simply as assembly intermediates. Evidence that such
subcomplexes exist and may have specific functions comes
from studies of transcription in male germ cells.

In addition to the core TAFs described above, the
Drosophila genome encodes five additional testits (t)TAF
paralogues that are specifically expressed in a coordinated
manner in spermatocytes. No hitter (nht) (TAF4L), can-
nonball (can) (TAF5L), meiosis I arrest (mia) (TAF6L),
spermatocyte arrest (sa)(TAF8L) and ryan express (rye)
(TAF12L) are paralogues of TAF4, TAFS5, TAF6, TAFS
and TAF12, respectively [55, 56]. These paralogues share
the same structural domains as the corresponding core
TAFs and therefore may form stable 5 or 7-TAF com-
plexes. Such an organisation would require additional
partners (TAF9 and TAFl10a or TAF10b) or as yet
unidentified components as heterodimerisation partners for
the HFDs of dTAF6L and dTAFSL.

A biochemical analysis of their function shows that most
of the tTAF protein localises to the nucleolus where they
are required for a nucleolar relocalisation of the polycomb
(Pc), polyhomeotic (Ph) and dRING (really interesting new
gene) subunits of the Drosophila PRC1 repressor complex
that takes place in spermatocytes [57]. Sequestration of
PRCI facilitates activation of a series of genes required for
germ cell differentiation.

The mechanism described above is not conserved in
mammals. However, the mouse genome encodes two TAF
paralogues involved in spermatogenesis. TAF7L is a pro-
tein with high sequence similarity to somatically expressed
TAF7 that is expressed in spermatogonia and in early
primary spermatocytes, where it is localised in the cyto-
plasm [40, 58]. During spermatocyte development, TAF7L
is imported into the nucleus and accumulates strongly in
post-meiotic round spermatids where it is associated with
TBP.

The import of TAF7L into the nucleus is coordinated
with both a loss of TAF7 expression and a potent upreg-
ulation of TBP. In addition, the expression of TAF4 and
TAF10 are strongly downregulated in round spermatids. As
a consequence, haploid round spermatids strongly express
TAF7L and TBP, but little or no TAF4 and TAF10, sug-
gesting that they do not contain high levels of intact TFIID.
In agreement with this, TAF6 is not associated with TBP in

these cells. Therefore, in contrast to what has been dis-
cussed above, in haploid spermatids a stable and functional
TAF7L-TAF1-TBP complex may exist.

Furthermore, a critical role for TAF1 in spermatogenesis
is suggested by the observation that in old world monkeys,
apes and humans, there is a retrotransposed copy of TAF1
encoding TAFI1L that has been selected to evade meiotic
sex chromosome inactivation of the ancestral TAF1 gene
present on the X chromosome [59]. The study of male
germ cells therefore reveals potential functions for both
the HFD-containing TAFs and the TAFI1-TAF7-TBP
submodules.

Multiple interactions with DNA, activators and covalent
histone modifications are involved in promoter
recruitment of TFIID

While TBP binding to canonical TATA elements has been
well studied both biochemically and structurally [60], the
vast majority of promoters do not contain a recognisable
TATA element. A number of observations indicate that
TFIID recognises promoters through additional interactions
of TAFs with other DNA promoter elements and also
through interaction of TAFs with acetylated and methyl-
ated histone lysine residues.

Genetic evidence showing that TAFs contribute to pro-
moter recognition was first obtained studying the effect of
TS TAF mutations in yeast. A TS mutation in TAF1 affects
the expression of only a limited number of promoters, for
example those of cyclin (CLN)2 or ribosomal protein
(RP)S5 [61]. The dependence of these promoters on
functional TAF1 was shown to reside in the core promoter
sequence and not in the upstream activating sequence
(UAS) element where the gene regulatory factors interact.
The region conferring TAF1 dependence was mapped to a
region around the TATA element, but a precise sequence
element could not be determined.

Using biochemical approaches, multiple TAF-promoter
DNA contacts due to ‘wrapping’ of DNA around TFIID
[62] have been described along with several more specific
TAF-promoter interactions. Cross-linking and electropho-
retic mobility shift assay-mediated binding site selection
has been used to show that the recombinant TAF1-TAF2
complex has specificity for interaction with DNA con-
taining the Initiator (Inr) sequence, a loosely defined
sequence with a 5'-YC/TANT/AYY-3’ consensus [35, 52].
In vitro reconstitution and transcription studies also indi-
cate a role for TAF2 in transcription from Inr containing
promoters. On the other hand, cross-linking has been used
to show that the TAF6-TAF9 heterodimer may contact the
downstream promoter element (DPE), an element found
downstream of the transcription start site that has been well
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characterised in a subset of Drosophila promoters and is
likely also present in mammalian promoters (for review see
[63, 64]). The presence of a DPE is often associated with
that of an Inr, and both elements functionally cooperate.
Most of the TAFs involved in the interaction with promoter
elements are located at the base of lobe A (Fig. 1c) and are
therefore likely to define the major DNA binding interface
within TFIID.

Promoters containing combinations of TATA, Inr or
DPE or other well-defined and -characterised promoter
elements generally belong to the ‘sharp’ class characterised
by a single transcription start site [65—67]. The majority of
promoters, however, fall into the ‘broad’ class character-
ised by multiple start sites, the lack of identifiable promoter
elements and the presence of a CpG island. How does
TFIID get recruited and stabilised at such promoters?
Several lines of evidence suggest that protein-protein
interactions may play a critical role.

A large body of evidence indicates that transcription
activator proteins can interact with TAFs and recruit TFIID
to the promoter. Well-characterised examples are the
interactions between SP1 or CREB (cyclic AMP response
element binding) and TAF4 [68-70]. More importantly it
has been shown that activators can interact with TAFs in
the context of native TFIID and recruit it to promoters
[71, 72].

In addition to the above, interactions between TAFs and
covalently modified histone lysines have been identified
that probably also play an important role in TFIID pro-
moter recognition. A large body of evidence has clearly
established that transcriptionally active promoters are
characterised by the presence of specific covalent modifi-
cations of histone residues (for recent reviews, see [73,
74]). Several marks are tightly associated with active
promoters, such as the trimethylation of lysine 4 on histone
H3 (H3K4me3) and acetylation of lysine 9 on histone H3
(H3K9ac). These and other covalent modifications are
recognised by structural domains present in proteins that
interact with chromatin (for an extensive review, see [73]).
Amongst these domains, three are present in the TAFs, a
double bromodomain in TAFI1, a plant homeodomain
(PHD) in TAF3 and a WD40 repeat domain in TAFS.

The first TAF domain to be characterised as interacting
with modified histones was the double bromodomain in
TAF1. Structural and biochemical studies showed that the
TAF1 bromodomains did not bind the unacetylated H4 tail,
but recognised with low affinity the H4 tail acetylated on
K16, and with a much higher affinity H4 tails doubly
acetylated at positions K5/K12 or K8/K16 [75]. These
marks are characteristic of actively transcribed euchroma-
tin, suggesting that TFIID may be recruited and/or
stabilised at active promoters through interaction of TAF1
with nucleosomes bearing these modifications. As TAF1

has also been reported to be a histone acetyl transferase
[76], it may be both a reader and writer of histone
modifications.

Metazoan TAF3 comprises a C-terminal PHD domain.
Stable isotope labelling with amino acids in cell culture
(SILAC) proteomics experiments identified TAF3 and
other TFIID subunits interacting specifically with histone
tails carrying the H3K4me3 modification via this PHD
domain [77]. Previously it had been reported that the PHD
domains of subunits of a transcriptional repressor complex
(inhibitor of growth, ING2) and the chromatin remodelling
complex (bromodomain PHD finger transcription factor,
BPTF) also interacted specifically with this mark (see [73]
and references therein). However, the affinity of TAF3 for
H3K4me3 is 10-20-fold higher than for ING2 and BPTF
[77, 78]. In addition, the combination of H3K4me3 with
K9 and K14 acetylation strongly increases the interaction
with TFIID, presumably through recognition of the acety-
lated residues by the TAF1 double bromodomains. The
affinity of the TAF3 PHD domain with the H3K4me3 mark
is significantly higher than the bromodomains for the
acetylated resides, suggesting that the PHD-mediated
interaction is dominant, while the bromodomain inter-
actions further stabilise the histone-TFIID complex. In
contrast, binding of TAF3 is reduced when the H3K4me3
modification is coupled with asymmetric dimethylation of
the adjacent arginine (R)2 residue, a mark that anti-corre-
lates with transcriptional activity.

Together these studies suggest a model where interac-
tions with transcriptional activators and with appropriately
modified histone tails act to recruit and stabilise TFIID at
active promoters. These interactions can complement those
of TBP and TAFs with promoter DNA elements or sub-
stitute for these interactions at CpG island-type promoters.
Interestingly, although these histone modifications exist
in yeast, yTAF1 and yTAF3 lack the bromo and PHD
domains, respectively.

As a further complication to the above model, the TAF4
subunit has been shown to interact with heterochromatin
protein (HP)la and HP1y, but not HP1f [79]. The HPI1s
interact with a variety of partner proteins through a con-
served PXVXL motif (for recent reviews, see [80, 81]).
Such a motif has been identified in the C-terminal domain of
TAF4 and shown to be required for interaction with HP1.
The HP1 proteins were first described as heterochromatin-
associated proteins recruited through interactions with
H3K9me3 and involved in gene silencing. More recent
studies however have also shown that HP1s can be found
in euchromatin and be involved in both activation and
repression. It therefore remains to be determined whether
the TAF4-HP1 interaction contributes to recruitment of
TFIID to a subset of active promoters or is involved in
TAF-dependent repression (see below).
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Two further TAF domains may be involved in chro-
matin interactions. As mentioned above, the C-terminus of
TAF5 comprises a WD40 repeat domain. WD40 domains
form a beta-propellor type structure. The WD40 domain in
the WDRS subunit of the SET1 [Drosophila Su(var) 3-9,
Enhancer of zeste (E(z)), and Trithorax (trx)] methylation
complexes has been shown to interact with H3K4 in the di-,
tri- and un-methylated states, with a preference for di-
methylation and also with the H4 tail (for review, see [82]).
It will be interesting to determine whether the TAF4 WD40
domain can also interact with modified histones and
provide yet another surface for TFIID interaction with
chromatin.

Lastly, the amino terminus of TAF2 comprises an
enzymatically inactive amino-peptidase fold [83]. A simi-
lar fold exists in the suppressor of P-element transcription
(SPT)16 subunit of the factor required for transcription
elongation on chromatin templates (FACT) complex and
has been shown to interact with the globular core and tails
of H3 and H4 [84]. It remains to be determined whether
TAF2 can also interact with histones.

Is TFIID required to maintain promoters in an active
state?

Once recruited to active promoters, what is the function of
TFIID? In the classical view TFIID nucleates PIC forma-
tion and promotes transcription initiation. In vitro studies
also suggested that TFIID remains at the promoter once
transcription has been initiated as part of the reinitiation
scaffold [85]. Several recent observations suggest a rather
different model.

Inactivation of TBP in early mouse embryos leads to
arrest of proliferation at the 32 cell stage after depletion of
the maternal TBP and subsequent apoptosis [86]. Never-
theless, the levels of pol II transcription in the arrested cells
of the TBP knockout embryo were comparable to that seen
in normal embryos at the same stage. These observations
led to the idea that TBP/TFIID may be differentially
required in proliferating and post-mitotic cells [87]. During
cell division, active transcription complexes are dissociated
and must be reformed in the daughter cells. TBP plays a
central role in this process as it remains associated with a
subset of promoters during mitosis [88]. Comprehensive
chromatin immunoprecipitaion experiments show that TBP
remains bound to many chromosomal sites during mitosis,
thus ‘bookmarking’ promoters for re-expression in inter-
phase [89]. TBP interacts with the protein phosphatase
(PP)2A to locally inactivate condensin at these sites and
inhibit their compaction. The results of the TBP knockout
in post-mitotic cells suggest that once the active tran-
scription complex has been established, TBP/TFIID may

be dispensible for the reinitiation step and persistance of
the active state, but that cells can no longer undergo
mitosis.

This model is also supported by observations of genetic
knockout of TAF subunits. For example, inactivation of
TAF10 in proliferating F9 embryonal carcinoma cells leads
to TFIID disassembly, cell cycle arrest and apoptosis,
whereas non-dividing differentiated F9 cells survive [49].
Similarly, TAF10 is required in the proliferating inner cell
mass of the early embryo, but not in post-mitotic tropho-
blast cells [48]. Again, these results suggest an essential
function for TFIID in proliferating, but not post-mitotic
cells.

Further evidence for this idea has been provided by the
inactivation of TAF10 in mouse hepatocytes. Knockout of
TAF10 in proliferating embryonic hepatoblasts affects
their proliferation and differentiation and leads to sub-
sequent defective liver organogenesis [50]. In contrast
in the adult liver, loss of TAF10 does not lead to an
immediate apoptosis of the non-dividing hepatocytes.
Transcriptome analysis showed that the expression of only
a small number of genes was affected corresponding to
those that are specifically activated in the adult hepato-
cytes, while genes that were already active in embryonic
hepatocytes were not affected upon TAF10 inactivation.
A biochemical analysis confirmed that TFIID is disas-
sembled in the absence of TAF10 and that neither TBP nor
TAFs are present at the promoters of active genes and are
not recruited at the appropriate time to the developmentally
regulated promoters.

In contrast, several genes expressed in embryonic
hepatocytes and normally silenced in adult cells are re-
expressed in the absence of TAF10, suggesting that TFIID
plays an active repressive role. This idea is supported by
the fact that while pol II is lost from these promoters during
the normal developmental silencing, TAFs remain associ-
ated with these promoters. Perhaps it is in this type of
situation that the TAF4-HP1 interaction would be required
to recruit or stabilise TFIID.

Together the above results suggest a model whereby
intact TFIID is required to mediate gene activation either
after mitosis or in a developmentally regulated fashion
(Fig. 3). However, once a promoter is active and even
although in normal circumstances TFIID remains associ-
ated with the promoter, its function is no longer required to
maintain the promoter in an active state and to promote
transcription reinitiation.

One set of observations that do not obviously fit this
model comes from the inactivation of TAF10 in the basal
keratinocytes of the epidermis [90]. Loss of TAF10 in adult
keratinocytes has no obvious effect on skin homeostasis,
hair cycle or wound healing. Presumably loss of TAF10
leads to TFIID disassembly in keratinocytes as in other cell
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Fig. 3 Function of TFIID.
a In wild-type cells TFIID is A
recruited along with pol II and

the general transcription factors

to facilitate PIC formation and

promoter activation following

mitosis or upon developmental

cues. The transcriptional

activators (Act), mediator

complex (Med), TBP and

TAFs, RNA pol II and the other

general transcription factors

(Pol Il + GTFs) are all

schematically depicted.

b In normal cells, TFIID

remains associated with the

active promoter during the B
reinitiation step. ¢ Following
genetic inactivation of TBP or
TAF10, the promoter remains in
an active state until mitosis
when the PIC is disassembled
upon chromatin condensation
and is unable to reform at the
next interphase. Post-mitotic
cells are unable to activate new
sets of genes upon
developmental cues or in
response to signalling pathways.
While inactivation of TAF10
has been shown to lead to loss
TBP and TAFs at active

Developmentally
regulated activation

Reactivation after mitosis

Initiation

Normal situation

Reinitiation

promoters, it is not yet known
whether TAFs remain at
promoters in the absence

of TBP

Loss of expression

types, yet this has no detrimental effect on the above
processes all of which require extensive cell proliferation.

Much of our understanding of TFIID’s role in tran-
scription regulation has come from studies in cultured
animal cells or in yeast, both of which are proliferating
systems. The observations cited above concerning inacti-
vation of TBP or TAF10 in vivo show that the lessons we
have learned from cell culture or yeast cannot be simply
extrapolated to more complex physiological situations.
These considerations should modify our classical view of
the role of TFIID in transcription regulation in post-mitotic
cells.
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Manuscrit n°1

Emilie CLER, Isabelle MICHEL, Ataaillah BENHADDOU, Dominique Kobi, Anne
Gonzales, Jyoti Choudhary, Gabrielle MENGUS et Irwin DAVIDSON

Le facteur genéral de transcription TFIID est un complexe macromoléculaire composé
de le protéine TBP (TATA-binding protein) et d’un ensemble de 13 facteurs associés a TBP
(TAFs). 9 des 13 TAFs contiennent un domaine de repliement des histones (HFD) et 5

forment des hétérodimeéres distincts a I’intérieur de TFIID.

Des approches biochimiques, structurales et génétiques suggerent que 1’architecture 3-
D de TFIID soit faite de 2 sous-complexes, un complexe de base contenant TAF5 et les
hétérodimeéres de TAFs contenant le HFD et un second module contenant TAF1, TAF7, TAF2

et TBP qui serait recruté sur le complexe de base afin de former le TFIID complet.

Dans cette étude, nous montrons que les fibroblastes embryonnaires murins
contiennent une deuxiéme catégorie de complexe naturel de base contenant TAF4 ou TAF4b
associe a TAF5, TAF6, TAF9 and TAF12. Ce complexe est bien plus abondant que le TFIID
dans ces cellules qui expriment un niveau tres faible de TBP. Au contraire, les mélanomes
501Mel expriment des niveaux biens plus élevés de TBP et dans ces cellules, la majorité de
TAF4 est associée avec TFIID. Ces résultats démontrent I’existence d’un sous-complexe
naturel de TFIID et indique que son abondance varie entre les types cellulaires de maniere

inverse a I’expression de TBP.
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Abstract.

General transcription factor TFIID is a macromolecular complex composed of the
TATA-binding protein (TBP) and a set of 13 evolutionary conserved TBP associated factors
(TAFs). Nine of the 13 TAFs contain histone fold domains and form 5 distinct heterodimers
within TFIID. Biochemical, structural and genetic approaches suggest that the 3-D
architecture of TFIID is made up by two subcomplexes, a core complex containing TAF5 and
the histone like TAF heterodimers and a second submodule containing TAF1, TAF7, TAF2
and TBP that is recruited to the core complex to form full TFIID. Here we show that mouse
embryonic fibroblasts contain two species of a naturally occuring core-like complex
containing either TAF4 or TAF4b along with TAFS, TAF6, TAF9 and TAF12. This complex
is much more abundant than TFIID in these cells which also express low levels of TBP. In
contrast, 501Mel cells express much higher levels of TBP and almost all of the TAF4 is
associated with TFIID. These results demonstrate the existence of naturally occuring TFIID
subcomplexes and indicate that their abundance varies between cell-types inversely with the

expression of TBP.
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Introduction.

Regulated initiation of transcription by RNA polymerase II requires the formation of a
macromolecular preinitiation complex (PIC) that assembles over the transcription start site. In
addition to RNA polymerase II (pol II), the PIC comprises a set of general transcription
factors TFIIA, B, D, E, F, and H. In yeast, the mediator (Med) and NC2 complexes are also
found at the promoters of most active genes (Andrau et al., 2006; van Werven et al., 2008).
TFIID is itself a macromolecular complex composed of the TATA-binding protein (TBP) and
a set of 13-14 evolutionary conserved TBP associated factors (TAFs).

The molecular organisation of TFIID has been addressed in biochemical, structural
and genetic approaches. These studies have shown that 9 of the 13 TAFs contain a histone
fold domain (HFD) specifying the formation of 5 distinct TAF heterodimers within TFIID
(Gangloff et al., 2001a; Gangloff et al., 2001b). Immuno-electron microscopy (EM) further
demonstrated that these heterodimers are also found in the context of native TFIID thus
underlining that the HFD is a fundamental building block of TFIID (Leurent et al., 2002). EM
also revealed that yeast (y)TFIID and human (h)TFIID have a similar overall organisation
comprising three major lobes linked by connecting regions to form of a ‘horseshoe’ shaped
molecular clamp (Andel et al., 1999; Brand et al., 1999; Leurent et al., 2002). From these
observations a model has been proposed suggesting that the 3-D architecture of TFIID is
composed of two subcomplexes: (i) a core complex containing TAF5 and most of the HFD-
containing TAF heterodimers (TAF6/9, TAF4/12, TAF8/10, TAF11/13) that adopts a
crescent-shaped two-fold symmetric structure, (ii) a subcomplex containing TAF1, TAF7,
TAF2 and TBP that is recruited to the core complex to form full TFIID. Further evidence for
this comes from genetic studies in yeast, siIRNA TAF knockdown in Drosophila S2 cells, and

reconstitution of sub-complexes from recombinant subunits. In each approach, the existence
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of a 7-TAF subcomplex corresponding to the core or a 5-TAF sub-core complex
independently of the TAF1-submodule.

While the above results show the existence of TAF sub-complexes in cells where the
expression of one or several TAFs has been altered, the presence of such naturally occurring
subcomplexes in normal cells has not been described. In this study we have characterised a
naturally occuring 5-TAF subcomplex in mouse embryonic fibroblasts (MEFs). We identify
two sub-complexes that contain either TAF4 or its paralogue TAF4b along with their
heterodimerisation partner TAF12, and TAF5, TAF6 and TAF9. In MEFs, these sub-
complexes are much more abundant than full TFIID, are much less abundant than TFIID in
HeLa or 501Mel melanoma cells, where almost all of the TAF4 is present in TFIID. This
correlates with the observation that HeLa or 501Mel cells contain much higher levels of TBP
than MEFs. These observations indicate that in cells with low levels of TBP, a 5-TAF
intermediate subcomplex accumulates suggesting that TBP expression levels determine the

ratio between full TFIID and the core-type complex.
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Materials and Methods.

Generation of cell lines.

The C17af4" and C3Taf4”" TAF4-null MEFs are as previously described and were cultured
in Dulbecco’s minimal essential media (DMEM) supplemented with glutamax and 10% foetal
calf serum. HeLa cells were cultured in DMEM with 5% foetal calf serum, and 501Mel cells
were cultured in RPMI, supplemented with 10% foetal calf serum in 7% CO2.

The recombinant pBABE based retroviruses were constructed by classical cloning
methodology using existing plasmids as sources of the TAF4 and TAF4b cDNAs and the final
vectors were verified by DNA sequencing. Virus stocks were prepared in Phoenix helper cells
by standard procedures. The MEF lines were then infected and cell populations stably
expressing the tagged TAF4 and TAF4b were selected using blastocidine or puromycin (
3ug/mL).

Preparation of cell extracts: Immunoprecipitation and Western blot.

Nuclear extracts from the different cell lines were prepared essentially as previously described
(Brou et al., 1993) and dialysed against buffer A (50 mM Tris-HCI, pH 7.9, 20% Glycerol, 1
mM EDTA, 5 mM MgCl,, | mM DTT, 0.5 mM PMSF and protinase inhibitor cocktail
(Complete, EDTA-free, Roche Diagnostics) containing 0.1 M KCl. SDS-PAGE and Western
blots were performed by standard procedure and proteins detection chemioluminescence and
autoradiography. The antibodies used are monoclonals 32TA (TAF4, (Mengus et al., 1997)),
3G3 (TBP, (Lescure et al., 1994)), 1TA1C2 (TAFS5), 25TA (TAF6), TAF4b was detected
using the polyclonal antibody 2057 (Mengus et al., 2005), and TAF10 was detected with
monoclonal antibody MAB3648 (Millipore). 2439 polyclonal TAF1, Anti-Flag antibody was

from monoclonal antibody F1804 (Sigma).
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Immunoprecipitations were performed with anti-Flag M2 resin (Sigma) or STF12C1 (TBP)
and protein G sepharose for TBP. Cell extracts were first pre-cleared for 2 hours at 4°C with
50-100 ul of protein G-sepharose before incubation for 1 hour at 4°C with rotation with 50-
100 ul of pre-washed M2 resin. Beads were collected by centrifugation and washed 6 times
with 1 ml of buffer A containing 0.3 M KCI and finally 1 time with 1 ml of buffer A
containing 0.1 M KCI. Proteins were eluted 2 times from the M2 resin using 0,2 mg/ml (final
concentration) of a tandem Flag peptide for 30 min at 4°C and the last time at room
temperature for 30min. The eluted fractions were either analysed directly by Western blot or
reprecipitated with STF12C1 antibody. The 3G3 precipitates were washed as described above
and the proteins eluted with the peptide PB242 corresponding to the STF12C1 epitope as
previously described (Brou et al., 1993).
Mass spectrometry
Protein bands were excised from the gel, de-stained completely and digested with trypsin
(sequencing grade, Roche). Peptides were extracted using 0.5% formic acid-50% acetonitrile
and dried in a Speed Vac (Thermo) and re-dissolved in 0.5% formic acid (FA) and analysed
with on-line nanoLC-MS/MS on an LTQ FT (Thermo Fisher Scientific), a hybrid linear ion
trap and a 7 Tesla Fourier transform ion cyclotron resonance mass spectrometer, coupled with
an Ultimate 3000 Nano/Capillary LC System (Dionex). Samples were first loaded and
desalted on a PepMap C18 trap column (0.3 mm id x 5 mm, LC Packings) at 25 pL/min with
0.1% formic acid for 5 min then separated on an analytical column, BEH C18 (75 um id x 10
cm, Waters) at a flow rate of 300 nL/min over a 30, 45 or 60 min linear gradient of 4-32%
CH3CN/0.1% FA based on the gel band stain intensity.

The LTQ FT mass spectrometer was operated in the standard data dependent
acquisition mode controlled by Xcalibur 1.4. The survey scans (m/z 400-1500) were acquired

on the FT-ICR at a resolution of 100,000 at m/z 400 and one microscan per spectrum. The
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three most abundant doubly and triply charged ions (2+ and 3+) with a minimal intensity at
1000 counts were subject to MS/MS in the linear ion trap. The dynamic exclusion width was
set at £10 ppm with one repeat within 45 sec and excluding for 60 sec.

The raw files were processed with BioWorks 3.2 to generate the dta files. The dta
files from the raw files of all bands from each sample were then merged to a single mgf file
and submitted to Mascot search with an in-house non-identical, non-redundant mouse IPI
database. The search parameters were: trypsin with one mis-cleavage, 20 ppm peptide mass
tolerance, 0.5 Da fragment mass tolerance, with variable modifications of carbamidomethyl
(C), N-acetylation (protein), oxidation (M) and pyro-glu (N-term Q), deamidation (NQ),
formyl (N-terminal) and methyl (E).

Gel filtration and glycerol gradient centrifugation.

For gel filtration ImL of nuclear extract was injected into a S6 gel filtration column
(10/600mm) at a flow rate of 0,3 ml/min (Amersham Biosciences), which was previously
equilibrated in buffer A containing 0.1 M KCI. The column was eluted with 35 X1ml
fractions and alternate fractions were analysed by Western blot.

Gel filtration was also performed with a SMART column PC 3,2/30 pre-packed with
Superose'™6 designed for sensitive and highly resolving gel filtration separations of proteins
from Amersham Biosciences.

For glycerol gradient centrifugation 500 ul of nuclear extracts were loaded onto a Sml 19-37%
glycerol (w/v) gradient. The gradients were formed from 9 layers containing 20mM TrisHCI
pH7,9; 150mM NaCl, 1mM MgCl2, 0,1mM EDTA and 19 to 35% glycerol. The gradients
were centrifuged in a Beckman SW60Ti rotor at 49.000 rpm for 16h, with slow acceleration
and deceleration. Fractions of 500ul were collected via a hole punched in the bottom of the
tubes. Molecular mass standards (NativeMark, Invitrogen) were loaded in one of the tubes in

the rotor and analysed by 3-12% SDS-PAGE and silver nitrate staining.
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Results.
Characterisation of a TAF4-containing complex that lacks TBP.

We have previously described MEF cell lines with a null and a floxed allele of the
gene encoding TAF4 (C17af4"*") and TAF4-null MEFs (C3Taf4", hereafter C1 and C3) that
were derived from them after expression of the Cre recombinase (Mengus et al., 2005).
Immunoprecipitation experiments showed that upon loss of TAF4, TAF4b is found associated
with TBP and maintains TFIID integrity. However, most TAF4b was not associated with TBP
and must therefore be present in another complex.

To better characterise the TAF4 and TAF4b complexes in the MEF lines, each cell
line was infected with a retrovirus expressing either TAF4 or TAF4b with a 3XFlag-SBP
(streptavidine binding protein) Tag at their C-terminus (designated TAF4-3F and TAF4b-3F,
Fig. 1A) and cell populations stably expressing the tagged proteins were derived by
puromycin selection. Western blot analysis with antibody against the Flag-Tag or TAF4
shows that following selection, expression of exogenous TAF4-3F can be seen in both the C1
and C3 cells (designated C1-TAF4-3F and C3-TAF4-3F in Fig. 1B). The level of exogenous
TAF4-3F in the C3 cells is comparable to that of the endogenous TAF4 protein seen in the C1
cells (compare lanes 1 and 3), while it is higher in the C1-TAF4-3F cells expressing both the
endogenous and exogenous proteins (lane 4). The expression of TAF4b is also somewhat
reduced in these cells expressing higher amounts of TAF4. We also observed expression of
TAF4b-3F in the C3 cells, however, despite several attempts with different preparations of
retrovirus, we were unable to generate C1 cells expressing exogenous TAF4b-3F (Fig. 1C).

We have previously shown that TAF4 inactivation leads to a pronounced

morphological change as the cells loose their rounded and regular morphology to adopt an
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irregular shape (Mengus et al., 2005) and see Fig. 1D). This can be rescued by expression of
TAF4-3F showing that the presence of the C-terminal Tag does not affect TAF4 functionality.

To identify TAF4 associated proteins, we immunoprecipitated TAF4 from nuclear
extracts of C3-TAF4-3F cells with anti-Flag antibody. TAF4 was precipitated using the anti-
Flag antibody along with TBP and TAF6 (Fig. 1E, lanes 1 and 2). In contrast, no TAF4b was
coprecipitated with TAF4 showing that these two related proteins are not present in the same
TFIID complexes and are not common subunits of any other complexes (see below). We also
made tandem purifications, by reprecipitating the eluates of the Flag precipitations with
streptavidine agarose. However, the second step precipitation was extremely inefficient as
little TAF4-3F was found associated with the streptavidine beads (data not shown). We
therefore abandoned the tandem purification approach and optimised the Flag precipitations
by using only short incubation times with the M2 resin and multiplying the number of washes.

The Flag immunoprecipitates were also subjected to SDS-PAGE and stained with
silver nitrate. Compared to the Flag immunoprecipitation performed on control C3 cells
infected with the empty retrovirus vector, several species with molecular masses
corresponding to TAF4, TAFS and TAF6 were clearly visible (Fig. 2A). Nevertheless, no
species with the mass of TAF1, TAF2 or TBP, that are clearly visible in TFIID preparations
(see (Mengus et al., 1995) ) were visible in the Flag-TAF4 immunoprecipitations.

The identity of the visible proteins was verified by mass-spectrometry analysis. The
same fractions were analysed by SDS-PAGE and colloidal blue staining (Fig. 2B) and then
each entire lane was divided into 24 slices and analysed by mass-spectrometry. This analysis
confirmed the visible stained proteins as TAF4, TAF5 and TAF6 and identified the presence
of TAF12 as well as TAF9 and the related TAF9b, the heterodimerisation partners of TAF4
and TAF6, respectively (see Supplemental Table 1). These proteins of much smaller mass

were not readily visible by silver nitrate staining. This analysis also revealed the presence of
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TBP and all of the other TFIID TAFs with the exception of TAF2 and TAF4b, specifically in
the anti-Flag precipitation of the C3-TAF4-3F, but not the control extracts. These results
confirm those of the western blot showing that TBP, but not TAF4b was coprecipitated with
TAF4. We also reproducibly detected low levels of several RNA polymerase II subunits in
the anti-TAF4-3F immunoprecipitations. In contrast, no TFTC/STAGA components were
detected in the Flag immunoprecipitations showing that TAF4 and TAF4b are not subunits of
these complexes. Thus while precipitation of TAF4 results in the purification of TFIID, the
silver nitrate staining shows that TFIID is not the major constituent of the precipitate which
rather seems to be a complex of TAF4, TAFS5, TAF6 and their heterodimerisation partners
TAF9(b) and TAF12.

To investigate the possibility that the majority of TAF4, is not associated with TFIID,
the fraction obtained by anti-Flag immunoprecipitation was reprecipitated using anti-TBP
antibody. TBP was depleted from the supernatant fraction and was present in the
immunoprecipitate (Fig. 1E, lanes 3 and 4). In contrast only a fraction of TAF4 and TAF6
were coprecipitated along with TBP, while the majority of these proteins remained in the
supernatant fraction. Sequential Flag and TBP immunoprecipitation therefore allows the
purification of TBP-associated and TBP-independent forms of TAF4.

To further characterise the TAF4 containing complexes in the C3-TAF4-3F cells, the
extracts were loaded on a gel filtration column. Western blot analysis of the eluted fractions
showed that TAF4 eluted in two peaks, a high molecular mass fraction that elutes around
fraction 5 along with TBP and a second more abundant fraction eluting around fractions 13-
15 (Fig. 3A). TAF6 and TAFS5 also showed elution profiles similar to that of TAF4, while in
addition to the high molecular mass complex, TBP was also present in lower molecular mass

complexes eluting in fractions 17-19, that may correspond to the SL1, TFIIIC and B-TFIID

240



complexes. TAF10 elutes almost exclusively in the higher molecular mass range consistent
with the fact that it is a component of the TFIID and the STAGA/TFTC complexes.

These results are consistent with the idea that TAF4, TAF5 and TAF6 are present in a
high molecular mass TFIID complex that elutes in fractions 4-6 and a more abundant TBP-
free complex in fractions 14-16. To verify this, the fractions corresponding to each peak were
pooled separately and sequentially precipitated with the anti-Flag antibody and then the TBP
antibody. Flag-precipitation of the high molecular mass fraction precipitated TAF4 and TBP,
and TAF4 could also be clearly detected in the subsequent TBP precipitation (Fig. 3C). In
contrast, in Flag-precipitation of the lower mass complex lesser amounts of TBP could be
detected, and almost no TAF4 could be seen in the TBP immunoprecipitate (Fig. 3D).
Together these results reveal the presence of at least two distinct TAF4-containing complexes
in these cells. This idea was further supported by a second FPLC gel filtration experiment
using on a SMART system. Again, TAF4 and TAF6 elute in two distinct peaks and TBP was
detected only in the higher molecular mass complex (Fig. 3E). The majority of TAFI also
elutes in the higher molcular mass fractions with little being present in the fractions
containing the TAF4-containing subcomplex. Comparison with the elution of the molecular
mass standards show that the TAF4-containing subcomplex elutes with an apparent mass of
around 600 kDa similar to that of thyroglobulin.

As an alternative approach, we separated the complexes in the C1 MEF extracts using
a 15-35% glycerol gradient. Here we used C1 MEF cells containing only the endogenous
TAF4. Using this technique we also separated TAF4 into two distinct peaks, a higher
molecular mass complex containing TBP and a lower mass complex that contains the
majority of TAF4 and TAF6 (Fig. 4A). TAF1 also elutes in the higher molecular mass range
in a pattern distinct from that of TAF4. Comparison with molecular mass markers that were

centrifuged on the same rotor (Fig. 4C), showed that the abundant TAF4-TAF6 subcomplex
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had an apparent mass of around 500kDa, while the second complex had a mass of ImDa or
higher consistent with that described for TFIID. Together the results of these analyses show
that MEFs contain an abundant TAF4-containing TFIID subcomplex in addition to the less
abundant TFIID complex.

Characterisation of a TAF4b-containing complex that lacks TBP.

We next analysed the status of TAF4b in cell extracts and the fractions from the gel
filtration and glycerol gradients. Anti-Flag immunoprecipitation of extracts from the C3-
TAF4b-3F cells showed coprecipitation of TAF6, but only upon strong exposure could TBP
be seen (Fig 1E, lanes 5-6). This is consistent with our previous results showing that only
small amounts of endogenous TAF4b were coprecipitated with TBP from the C3 cells
(Mengus et al., 2005). Similarly, in the gel filtration of the C3-TAF4-3F extracts, the majority
of the endogenous TAF4b eluted similar to TAF4 in the lower molecular mass complex,
while TAF4b was evident in the fractions containing the TFIID complex only upon strong
exposure (Fig. 3B). In agreement with this, in the glycerol gradient the majority of TAF4b
eluted in the lower molecular mass range similar to TAF4 (Fig. 4A).

These results suggest that like TAF4, the majority of TAF4b is present in a
subcomplex along with TAF5, TAF6, TAF9 and TAF12. To verify this, the anti-Flag
precipitates from the C3-TAF4b-3F cells were analysed by SDS-PAGE, silver nitrate staining
and mass-spectrometry. The anti-Flag immunoprecipitates of TAF4b were much less pure
than those of TAF4 and contained more contaminants (compare Figs 2A and C).
Nevertheless, TAF4b, TAF5, TAF6 and the 20 kDa and 15 kDa forms of TAF12 were all
visible by silver nitrate staining and their identity was confirmed by mass-spectrometry. Mass
spectrometry further identified TAF4b and all the other TAFs, with the exception of TAF4,

specifically in the Flag precipitation from the cell lines expressing TAF4b-3F (Supplemental
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Table 1). Thus as observed with TAF4, precipitation of tagged TAF4b leads to purification of

full TFIID and an additional more abundant lower molecular mass subcomplex.

Cell type-specific ratios of TFIID and TAF subcomplexes.

The above results show that in MEFs the majority of TAF4 is not associated with
TFIID, but is present in a 5-TAF subcomplex. Previously however, it had been shown that
depletion of TBP from HeLa cell extracts resulted also in TAF4 depletion showing that in
these cells most if not all TAF4 is associated with TBP (Oelgeschlager et al., 1998).
Furthermore, in our experiments, we noticed that detection of TBP in the different C1 and C3
MEF-derived fractions in general required lengthy exposures. This suggested that C1 and C3
MEFs may have low levels of TBP and that the TAF4/TBP ratio may differ from one cell
type to another and thus influence formation of full TFIID versus TAF subcomplexes.

To verify the above idea, we performed western blots of nuclear extracts from the
MEFs and other different cell types. Comparison of the TBP levels in C1 and C3 MEFs
compared to HeLLa and 501Mel (a human melanoma cell line, (Goodall et al., 2008)) showed
that HeLa and 501Mel cells contained much more TBP than the MEF lines (Fig. 5A).
Moreover, TBP levels were higher in the C1 MEFs than in the C3 MEFs. This was more
clearly seen in titration experiments where the levels of TAF4 in the Cl1 MEFs are
comparable or even higher than in HeLa and 501Mel cell extracts (Fig. 5B). In contrast, the
levels of TBP are substantially lower in C1 MEFs. We also compared TBP and TAF4 levels
in another independently isolated MEF cell line (P1-SV40). While the levels of TBP in this
line were higher than in the C1 MEFs, they still remained much lower than in HeLa and
501Mel cell extracts. The differences in the levels of TBP may reflect the fact that the P1-

SV40 cells were immortalised by expression of the SV40 T-antigen, while the C1 and C3
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cells were derived from a population of MEFs that were isolated after spontaneous
immortalisation.

The cell line that appears to exhibit the highest level of TBP is 501Mel. We subjected
the extracts from this line to glycerol gradient centrifugation. In contrast to the MEFs, in
501Mel extracts almost all of the TAF4 and TAF6 sedimented to the higher molecular mass
TFIID complex along with TBP and TAF1 (Fig. 4B). In contrast, only little TAF4b co-
sedimented with TBP, the majority remained in a lower mass complex that sedimented
comparably to that seen in MEFs. These results show that in 501Mel cells, most if not all
TAF4 is associated with TBP, whereas TAF4b remains in a lower mass complex. Thus, the
TBP/TAF4 ratio in different cell types modulates the formation of full TFIID compared to

TAF subcomplexes.

Discussion.

In this study we characterise a naturally occuring TFIID subcomplex by
immunopurification of TAF4 from MEF cell lines. Immunopurification, gel filtration, and
glycerol gradient centrifugation revealed that the majority of TAF4 in these cells was not
associated with TBP, but was present in a lower molecular mass subcomplex comprising
TAFS, TAF6, TAF9 and TAF12. Our gel filtration experiments show that TAF10 elutes in the
high molecular weight fraction where TFIID and STAGA are found, whereas only smaller
amounts are found in the lower mass fraction with TAF4 indicating that the TAF4-containing
subcomplex probably does not in its majority comprise the TAF8/TAF10 heterodimer. We
were unable to asses the presence of TAF8, TAF11 and TAF13 in the different fractions as
the available antibodies did not recognise the murine proteins efficiently. These results
suggest that the TAF4 and TAF4b are present in 5-TAF TFIID subcomplexes. This

subcomplex appears to have a molecular mass between 500-600 kDa. A complex containing
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one copy of each TAF4, 5, 6, 9 and 12 would have a mass of around 365 kDa, while two
copies would have an apparent masss of 730 kDa. We suggest that the complex described
here contains two copies of each TAF by analogy with the 7-TAF complex which in addition
contains TAF8 and TAFI10, that has been reconstructed in vitro using recombinant
baculoviruses (Leurent et al., 2004). The 7-TAF subcomplex was shown by electron
microscopy to correspond to a symmetrical ‘core’ TFIID complex, comprising two copies of
TAFS5 and of each of the HFD heterodimers (Cler et al., 2009; Grob et al., 2006; Papai et al.,
2009). The MEF-cell subcomplex is analogous to a stable 5-TAF subcomplex that has been
described in Drosophila S2 cells where TAF1 has been depleted by siRNA knock down
(Wright et al., 2006). The important observation however is that the TFIID subcomplex
described here is found to exist naturally in MEF cells and that it is more abundant than the
full TFIID complex.

We also show that in MEFs the majority of the cellular pool of TAF4b is present in a
TFIID subcomplex analogous to that of TAF4. Moreover, immunopurification of TAF4 does
not coprecipitate TAF4b showing that MEFs contain two distinct populations of
subcomplexes containing either TAF4 or TAF4b. This finding explains our previous
observation that little TAF4b is coprecipitated with TBP even in TAF4-null cells (Mengus et
al., 2005).

Our results further show that the abundance of the TAF4-containing subcomplex
varies between cell lines. In MEFs expressing low amounts of TBP this subcomplex is more
abundant than the full TFIID, while in 501Mel cells that express high levels of TBP, little or
no TAF4-containing subcomplex is observed. In contrast, the TAF4b in 501Mel cells is not
associated with TFIID, but is present in a lower molecular mass complex with properties
analogous to that found in MEFs. There are thus several distinct scenarios : 1) in C1 MEFs the

TAF4 and TAF4b subcomplexes are more abundant than TFIID which comprises almost

245



uniquely TAF4; ii) in C3 MEFs where TAF4 has been inactivated, the TFIID contains only
TAF4b, but the majority of TAF4b remains in the form of a subcomplex; iii) in 501 Mel cells,
TFIID is much more abundant and comprises almost uniquely TAF4, while TAF4b remains in
a subcomplex.

An additional striking observation is the low TBP and hence TFIID levels found in
MEFs. A comparison between the C1 and C3 MEFs show that TBP levels are lower in the
C3 cells than in the CI cells despite the fact that the C3 cells are capable of serum-
independent autocrine growth and are oncogenically transformed forming tumours in nude
mice ((Mengus et al., 2005) and our unpublished data). The TBP levels in the C3 cells are
notably substantially lower than in 501Mel cells, that although derived from a melanoma
tumour, are very inefficient in forming tumours in nude mice (Goodall et al., 2008). Thus in
this comparison, the cell line with the higher proliferation rate in vitro and more tumorogenic
in vivo 1s that which expresses the lower amounts of TBP. These observations are somewhat
in contradiction to previous findings that increased TBP levels promote proliferation and
oncogenic transformation (Johnson et al., 2003).

The finding that the C1 and the C3 cells contain low amounts of TBP/TFIID raise the
question concerning the potential function of the TAF4 and TAF4b-containing subcomplexes.
It is possible that they are simply assembly intermediates of TFIID and when TBP (and/or
TAF1) levels are limiting, they cannot go on to assemble a full TFIID complex, but have no
function per se. Alternatively, they may have a function distinct from that of TFIID. We have
tried to assess the functional properties of the purified TAF4-containing subcomplexes in in
vitro transcription reactions, but under the conditions used, we did not observe any positive or
negative effects (our unpublished data). It will rather be necessary to perform chromatin
immunoprecipitation experiments to determine whether we can identify promoters or loci that

are occupied by TAF4, but not by TBP reflecting sites that are occupied by the TAF4-
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subcomplex. In an initial study using well characterised promoters, we have so far been
unable to see such differential occupation (our unpublished data). Further studies will be

necessary to determine if and what function these complexes may play within the cell.
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Legends to figures.

Figure 1. Expression of recombinant Flag-Tagged TAF4 and TAF4b in MEFs. A.
Schematic representation of the structure of TAF4 and TAF4b. In TAF4, the proline and
alanine-rich N-terminal domain and the glutamine-rich domains (Q1-Q4) are indicated. The
locations of the conserved regions I and II (CR-I, CR-II) that are shared between TAF4 and
TAF4b are also shown. C indicates the conserved C-terminal domain that contains the a3-
helix of the histone fold. B-C Western blot performed on extracts from the C1 and C3 MEFs
and the cell populations selected after retrovirus infection stably expressing either TAF4 or
TAF4b revealed either by the Flag, TAF4 or TAF4b antibodies as indicated in the left of the
figure. D. Phase contrast microscopy of cells grown in 10% serum showing the chages in
morphology upon loss of TAF4 and restoration by expression of exogenous Flag-Tagged
TAF4. 20X magnification. E. Sequential Flag-TBP immunoprecipitation of C3-TAF4-3F
extracts. Lane 1 shows the starting cell extract, lane 2 the Flag immunoprecipitation (IP), lane
3 the TBP IP and lane 4 the supernatant (SN) of the TBP IP. Lanes 5 and 6 show the extract
and Flag IP of the C3-TAF4b-3F cells.

Figure 2. Identification of TAF4-associated proteins. A. Detection of proteins in the
Flag IPs from the C3-TAF4-3F and control cells following SDS-PAGE and silver nitrate
staining. The identities of the visible proteins were determined by mass-spectrometry. B. The
Flag-1Ps were subjected to SDS-PAGE and collodial blue staining prior to excision of the gel
slices and mass-spectrometry analysis. C. Detection of proteins in the Flag IPs from the C3-
TAF4b-3F and control cells following SDS-PAGE and silver nitrate staining.

Figure 3. Gel filtration analysis of the C3-TAF4-3F cell extracts separates the TAF4-
containing subcomplex from TFIID. A. Fractions from the gel filtration were analysed using

antibodies against the proteins indicated to the left of the figure. For TAFS5 a short and long
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exposure are shown. B. The presence of TAF4b in the indicated fractions was analysed. C-D.
The indicated fractions from the gel filtration were pooled and then subjected to sequential
Flag and TBP immunoprecipitation. For TAF4, long and short exposures are shown, while for
TBP only the long exposure is shown. E. HPLC gel filtration of the C3-TAF4-3F cell
extracts using the SMART system. The fraction of elution of the mass marker is shown.

Figure 4. Glycerol gradient centrifugation of C1 MEF and 501Mel extracts reveals the
differential association of TAF4 with TFIID. A-B. The fractions from the glycerol gradient
centrifugation of the C1 MEF or 501Mel extracts were analysed for the presence of the
proteins indicated to the left of the figure. C. The sedimentation of the molecular mass
markers in the glycerol gradient was detected by silver nitrate staining following native gel
electrophoresis.

Figure 5. TBP/TAF4 ratios in different cell types. A. Western blot with the indicated
antibodies using 20 ug of each cell extract. B. Western blot on increasing amounts (2, 5, 10

and 20 ug) of extracts from the indicated cell type.

Supplemental Table 1. Excel table showing the results of the mass-spectrometry
analysis of the TAF4 (page 1) and TAF4b (page 2) Flag IPs. The gene symbol description and
number of identified peptides for each protein are indicated. In addition to the TFIID
subunits, low amounts of several RNA polymerase II subunits were found in the TAF4
sample. To identify the proteins specifically present in the Flag TAF4(b)-IP. The protein
identifications from the TAF4(b) and the respective control purifications were clustered based
on 90% homology and proteins only detected in TAF4(b) but not control with FDR usually
less than 1% are reported in the tables. Number of peptides over score threshold >1% FDR

and used for protein identification.
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MGI Gene symbol
Taf9
Taf6
Taf5
Taf7
Taf11
Taf9b
Taf13
Taf10
Taf4a
Taf1
Taf8
Taf12
Taf3
Thp

Polr2c
Polr2e
Polr2a
Polr2c
Polr2b

Description

Transcription initiation factor TFIID subunit 9 - Mus musculus (Mouse)
Transcription initiation factor TFIID subunit 6 - Mus musculus (Mouse)
Transcription initiation factor TFIID subunit 5 - Mus musculus (Mouse)
Transcription initiation factor TFIID subunit 7 - Mus musculus (Mouse)
Transcription initiation factor TFIID subunit 11 - Mus musculus (Mouse)
Transcription initiation factor TFIID subunit 9b - Mus musculus (Mouse)
Transcription initiation factor TFIID subunit 13 - Mus musculus (Mouse)
Transcription initiation factor TFIID subunit 10 - Mus musculus (Mouse)
Transcription initiation factor TFIID subunit 4a - Mus musculus (Mouse)
Transcription initiation factor TFIID subunit 1 - Mus musculus (Mouse)
Transcription initiation factor TFIID subunit 8 - Mus musculus (Mouse)
Transcription initiation factor TFIID subunit 12 - Mus musculus (Mouse)
Transcription initiation factor TFIID subunit 3 - Mus musculus (Mouse)
Transcription initiation factor TFIID subunit TATA binding protein - Mus musculus (Mouse)

polymerase (RNA) Il (DNA directed) polypeptide C
polymerase (RNA) Il (DNA directed) polypeptide E
polymerase (RNA) Il (DNA directed) polypeptide A
polymerase (RNA) Il (DNA directed) polypeptide C
polymerase (RNA) Il (DNA directed) polypeptide B

Number of peptides

24
53
51
26
14
15

WNSNDNDN
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MGI Gene Symbol Description

Taf6
Taf5
Taf9
Taf1
Taf9b
Taf2
Taf7
Taf4db
Taf3
Taf11
Taf8
Taf10
Taf12
Tbp
Taf13

Transcription initiation factor TFIID subunit 6 - Mus musculus (Mouse)
Transcription initiation factor TFIID subunit 5 - Mus musculus (Mouse)
Transcription initiation factor TFIID subunit 9 - Mus musculus (Mouse)
Transcription initiation factor TFIID subunit 1 - Mus musculus (Mouse)
Transcription initiation factor TFIID subunit 9B - Mus musculus (Mouse)
Transcription initiation factor TFIID subunit 2 - Mus musculus (Mouse)
Transcription initiation factor TFIID subunit 7 - Mus musculus (Mouse)
Transcription initiation factor TFIID subunit 4B - Mus musculus (Mouse)
Transcription initiation factor TFIID subunit 3 - Mus musculus (Mouse)
Transcription initiation factor TFIID subunit 11 - Mus musculus (Mouse)
Transcription initiation factor TFIID subunit 8 - Mus musculus (Mouse)
Transcription initiation factor TFIID subunit 10 - Mus musculus (Mouse)
Transcription initiation factor TFIID subunit 12 - Mus musculus (Mouse)

Transcription initiation factor TFIID subunit TATA-box-binding protein - Mus m

Transcription initiation factor TFIID subunit 13 - Mus musculus (Mouse)

Number of peptides

244
141
123
92
32
50
44
116
74
19
10
12
18
11
4
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Résultats — Manuscrit 2

Manuscrit n°2

Emilie Cler, Isabelle Duluc, Marc Koch, Yves Lutz, Doulaye Dembéle, Jean-Noel

Freund, and Irwin Davidson.

L’inactivation de la sous-unité TAF4 du facteur général de transcription TFIID dans
les fibroblastes embryonnaires murins (MEFs) conduit a 1’activation de la voie de

signalisation de TGFp et a la croissance autocrine sérum-indépendante.

Dans cette étude, nous montrons que les MEFs Taf4” sont transformées de maniére
oncogénique et qu’elles forment des sarcomes sous-cutanés indifférenciés in vivo dans des
souris immuno-déficientes. Le traitement de ces MEFs avec de ’acide rétinoique tout-trans
(AR), préalablement avant I’injection supprime la formation des tumeurs, mais n’affecte pas
leur prolifération ou leur cycle cellulaire. Nos résultats suggérent plutot que I’AR induit un

changement dans la morphologie, la motilité, 1’alignement et I’adhérence des MEFs in vitro.

Une étude transcriptomique de I’expression des genes affectés montre que plusieurs
génes sont impliqués dans le remodelage de la matrice extracellulaire (MEC) parmi les génes
dérégulés par I’AR. Nous suggérons donc que la suppression tumorale liée a I’ajout d’AR ne
résulte pas d’un effet direct sur la prolifération et la différenciation mais plutét d’un nouveau
mécanisme engendrant des modifications du microenvironnement tumoral via la régulation de

géenes impliqués dans le remodelage de la MEC.
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Retinoic acid suppresses tumour formation of TAF4-null fibroblasts in nude mice.
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Abstract.

Inactivation of the TAF4 subunit of general transcription factor TFIID in mouse
embryonic fibroblasts (MEFs) leads to activation of the TGFf-signalling pathway and serum-
independent autocrine growth. In this study, we show that the Taf4”~ MEFs are oncogenically
transformed and form undifferentiated sarcoma-like subcutaneous tumours in vivo in nude
mice. Treatment of these MEFs with all-trans retinoic acid (RA) prior to injection suppresses
tumour formation, but does not affect their proliferation or cell cycle. Our results rather show
that, RA induces changes in morphology, motility, alignment and adhesion of the MEFs in
vitro. A detailed transcriptome assay shows that amongst the genes most deregulated by RA,
are several involved in remodelling of the extracellular matrix (ECM). We suggest that
tumour suppression by RA does not result from a direct effect on MEF proliferation and
differentiation, but rather through a novel mechanism involving modification of the tumour

microenvironment via regulation of genes involved in ECM remodelling.

2 264



Introduction.

General transcription factor TFIID is composed of the TATA-binding protein (TBP)
and 13-14 evolutionary conserved TBP-associated factors (TAFs) (Tora, 2002). These factors
assemble to form a large multi-protein complex comprising three large lobes around a central
cavity (Grob et al., 2006 ; Leurent et al., 2004 ; Matangkasombut et al., 2004). TAF4 is a
ubiquitously expressed TFIID subunit that is essential in yeast and plays a general role in
transcription in C.elegans embryos (Sanders and Weil, 2000 ; Walker et al., 2001). TAF4 is a
component of the TFIID core complex and is essential for TFIID integrity (Cler et al., 2009;
Grob et al., 2006; Leurent et al., 2004; Papai et al., 2009; Wright et al., 2006). The TAF4
family also comprises TAF4b, that is required for testis and ovary function (Falender et al.,
2005; Freiman et al., 2001).

Inactivation of TAF4 in the epidermis of the adult mice leads to enhanced EGF
signalling and increased keratinocyte proliferation. TAF4 also has cell-autonomous and non-
cell-autonomous tumour suppressor activity in the epidermis (Fadloun et al., 2007b). In
addition, we have characterised Taf4”~ embryonic fibroblasts where TAF4 inactivation
promotes altered cell morphology and serum-independent autocrine growth accompanied by
a deregulation (both positive and negative) of more than 1000 genes (Mengus et al., 2005).
Amongst the affected genes, are critical components of transforming growth factor (TGF)
signalling pathway such as the TGF@1, and TGF@3 ligands (for review see (Shi and
Massague, 2003) and connective tissue growth factor (CTGF) that has intrinsic growth factor
properties and interacts directly with TGFPB1 to facilitate binding to its surface receptor
enhancing the proliferative response of fibroblasts to TGFf (Abreu et al., 2002). In addition,
loss of TAF4 induces matrix metalloproteases and thrombospondin that activate latent

TGFB (Annes et al., 2003 ; Yu and Stamenkovic, 2000). As a consequence, Taf4'/' cells
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secrete high levels of active TGFB inducing a positive autoregulatory feedback loop of
TGFp signalling.

We have also shown that TAF4 is a coactivator for the all-trans retinoic acid receptor
(RAR) transcription factor (Gangloff et al., 2000; Mengus et al., 1997 ) as the activity of
transfected RAR is strongly diminished in 7« af4‘/ “cells (Mengus et al., 2005). Treatment of the
Taf4"*" and Taf4”" cells with RA shows that TAF4 is required for regulation of most, but not
all cellular genes (Fadloun et al., 2007a). Our results also revealed that, like Tt af4'/ “cells, RA
treated  Taf4'™" cells exhibit TGFP-dependent autocrine growth. Chromatin
immunoprecipitation experiments indicated that RARs bind directly to elements in the TGF(33
and CTGF promoters and regulate their expression (Delacroix, 2009). We also showed that
overexpression of CTGF is sufficient for induce autocrine growth (Fadloun et al., 2007a).
The direct regulation of these two critical ligands by the RARs provides a mechanism of
cross-talk between the RA and TGFf pathways that leads to deregulated cell growth.

In this study, we show that the T af4'/ " MEFs not only show autocrine growth in vitro,
but are oncogenically transformed and form tumours in vivo in nude mice. Although RA
treatment of the 7t af4lOX/ "MEFs mimics the loss of TAF4 by inducing their autocrine growth in
vitro, they do not form tumours in nude mice. Moreover, RA suppresses the ability of the
Taf4‘/’ MEFs to form tumours. RA does not however affect proliferation, cell cycle, and
apoptosis of these cells in vitro. Our results rather shown that, RA induces changes in
morphology, motility, alignment and adhesion of the cells in vitro. A detailed transcriptome
assay identifies around 186 genes that are up or down-regulated after 3 days of exposure to
RA, but only a subset of these genes show a strong regulation by RA. Amongst these, we
identify several genes that may contribute to the tumour suppressor effect by affecting the

interactions of the Taf4”~ MEFs with the extracellular matrix.
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Material and Methods.

Cell lines.

The C17af4""" and C3Taf4" MEFs are as previously described (Mengus et al., 2005)
and were cultured in Dulbecco’s minimal essential media (DMEM) supplemented with
glutamax and 10% foetal calf serum. 1205Lu cells were cultured in MCDB153/Leibovitz
L15 3/1 with 4%FCS. Cells were treated with 10°® M RA dissolved in ethanol (DMSO) as
indicated.

Nude mouse injection.

C1Taf4"" and C3Taf4” MEFs were treated with RA or with solvent for 3 days prior
to injection. The cells were harvested with trypsin, resuspended, and counted before injection.
Nude mice (Charles River France) were subcutaneously injected with between 2.10° cells per
injection point. Animals were sacrificed in accordance with the French national animal ethics
regulations and the tumours were excised, measured and fixed in paraformaldehyde solution,
embedded in paraffin and Sum-thick sections were used for Hematoxylin-Eosin staining.
Proliferation assays.

For cell counting, 5x10* cells were seeded in 10cm plates. At the indicated times the
cells were trypsinised and counted. BrdU incorporation was performed using a BrdU Cell
Proliferation Assay kit (QIAS58) from Merck/CalBiochem as per the manufacturers
instructions. Briefly, the cells were grown for the indicated times with or without RA and
then BrdU incorporation for 24 hours was measured by an immuno-colometric assay.
Time-Lapse Microscopy (wound healing)

Mouse embryonic fibroblasts cells were grown to confluence on 24-well polystyrene
plates Flat Bottom with low evaporation lid (Becton Dickinson) 24 hours before imaging. A

wound was created by scraping the monolayer with 200-ul disposable plastic pipette tips. The

5 267



plates were placed in a chamber fixed to a motorized platform of an inverted microscope
(Leica DMIRE2) and maintained at 37°C with 5% CO; (Pecon GmbH). Images (10x
objective, N Plan NA: 0.25; phase contrast, Leica Microsystems) were collected every 15 min
for 30 h with a CoolSnap FX camera (Roper Scientific) using Metamorph software
(Molecular Devices). Image analysis, editing and velocities measurements (kymograph
function) were performed by the use of Metamorph software (Molecular Devices).
Time-Lapse Microscopy (tracking)

Mouse embryonic fibroblasts cells were seeded on 24-well polystyrene plates Flat
Bottom with low evaporation lid (Becton Dickinson) and incubated 5 hours with 0.02 pg/ml
of Hoechst 33342 before imaging. The plates were placed in a chamber fixed to a motorized
platform of an inverted microscope (Leica DMIRE2) and maintained at 37°C with 5% CO;
(Pecon GmbH). In order to minimize phototoxicity and photodamage, fluorescence excitation
was performed with the use of a metal halide lamp set at 25% of maximum intensity
(EL6000, Leica Microsystems), with an exposure time of 30 msec and a fluorescence filterset
adapted to Hoechst observation (Emission filter : LP 425 nm). Images (20x objective, N Plan
NA: 0.40; phase contrast, Leica Microsystems) were collected every 15 min for 30 h with a
CoolSnap HQ? camera (Roper Scientific) using Metamorph software (Molecular Devices).
Images were processed with an average filter (radius 100) that was subtracted from the
original images and then with a median filter using Timt software (IGBMC). Nuclei were
tracked with the track objects application from Metamorph software (Molecular Devices).
Adhesion and invasion assays.

Adhesion on the indicated substrates was performed using CYTOSELECT™ 48 well
cell adhesion kits from Cell Biolabs (CBA-050, 052, 056 and 060) as per manufacturers
instructions. Cells grown for 3 days in presence and absence of RA were trypsinised, counted

and 1.5.10* cells were seeded on each substrate. After 90 minutes incubation at 37°C, the cells
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were fixed, stained with crystal violet and washed. The remaining stained cells were extracted
and the amount of stain determined by OD at 560 nm. Invasion assays were performed as
described (Javelaud et al., 2005). Briefly, cells were grown for 3 days in presence or absence
of RA, trypsinised and seeded on the upper well of Tissue culture transwell inserts (8-um pore
size, Falcon, Franklin Lakes, NJ, USA) coated with 25-100ug/ml growth factor-reduced
MatrigelTM (Biocoat, BD Biosciences, San Jose, CA, USA). After 12 hours of incubation at
37°C, the cells on the matrigel surface were stained with Diff-QuikTM (Medion Diagnostics)
and observed under the microscope. After 48 hours at 37°C, the upper surface of the
membrane was removed using a cotton swab and the cells that had crossed the membrane to
adhere to the lower surface were stained and visualised by microscopy.

Transcriptome assay.

Triplicate independent preparations of total RNA from the C3taf4”" cells exponentially
growing in 10% serum in the presence or absence of RA were analysed on the Affymetrix
mouse Gene 1.0 ST array Chip comprising 770317 probe sets representing 28,853 mouse
genes. RMA normalisation and statistical analysis were performed as previously described
(Mengus et al., 2005). RT-qPCR was performed as previously described and the expression
of the target genes normalised to that of the ribosomal gene Rplp0 (Fadloun et al., 2007a).

Primer sequences are available on request.
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Results.
TAF4 is an anti-oncogene.

We have previously reported that TAF4 inactivation in Taf4'*" MEFs leads to
pronounced morphological changes and TGFf-dependent autocrine growth (Mengus et al.,
2005). Compared to the taf4ZOX/' MEFs (hereafter C1) that adopt a regular shape in cell
culture, the taf4” MEFs (hereafter C3) are irregularly shaped (Fig. 1A and B). Moreover, we
noted that the C3 cells seemed to have lost contact inhibition as they readily form three
dimensional foci, but this was never observed with the C1 cells. These observations prompted
us to test the ability of the C1 and C3 cells to grow in soft agar. While the C1 cells did not
proliferate in soft agar, the C3 cells formed clearly visible colonies (Fig. 1C). TAF4
inactivation therefore induces profound changes in the growth properties of MEFs in vitro.

Autocrine growth, loss of contact inhibition, and growth in soft agar are characteristics
of oncogenically transformed cells. To ask whether the C3 cells are oncogenically
transformed, nude mice were injected at up to four distinct positions with either the C1 or C3
cells. The C3 cells consistently formed large subcutaneous tumours in nude mice, while no
tumours were observed with the C1 cells (Fig. 2A and B). Oncogenic transformation is
therefore directly associated with loss of TAF4 expression. As we had previously shown that
TAF4b replaces TAF4 in the TFIID complex in the C3 cells, this suggests that it is TAF4b
that has a pro-oncogenic function. Over-expression of TAF4b in the C3 cells did not affect
their ability to form tumours, and even slightly retarded tumour growth (data not shown,
summarised in Table 1).

Within 40 days most tumours had grown so large as to impose the euthanasia of the
injected animals (Figs. 2C, D). Hematoxylin-Eosin stained sections from the tumours

indicated that the cells formed large undifferentiated sarcoma-type tumours irrigated with
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numerous blood vessels that were locally invasive in the underlying dermal muscle and
adipocyte layers (Fig. 2E and F). However, we never observed spreading to adjacent lymph
nodes nor distant metastases in the sacrificed animals. Also while tumours formed readily
when the cells were injected subcutaneously, we did not observe tumours when the cells were
injected in the liver or pancreas (data not shown).

These observations indicate that TAF4 has an anti-oncogene function as its

inactivation in MEFs leads to their ability to form tumours in vivo.

RA suppresses tumour formation by taf4” MEFs.

We have previously characterised the changes in gene expression that result from loss
of TAF4 where the expression of several proto-oncogenes and growth factors are induced,
amongst which are several critical components of the TGFf signalling pathway (Mengus et
al., 2005). We have further shown that RA treatment of the C1 MEFs mimics TAF4
inactivation by activating the TGFf-signaling pathway leading to autocrine growth (Fadloun
et al., 2007a). This observation suggests that RA-treatment may also confer on the C1 MEFs
the ability to form tumours in nude mice. To test this possibility, the C1 and C3 cells were
treated in vitro for 3 days with RA before injection. Similar to untreated C1 cells, RA treated
CIl cells never formed tumours (Fig. 2A and B and Table 1). Strikingly, however RA
treatment of the C3 cells completely suppressed their ability to form tumours. These results
show that activation of TGFf signalling and autocrine growth in vitro can be dissociated from
the ability to form tumours in vivo (see Table 1).

To understand how RA suppresses the ability of the C3 cells to form tumours, we
investigated the effect of RA treatement on their in vitro properties. RA treatment leads to a

change in morphology of the C3 cells which adopt a more regular elongated shape, similar to

9 271



the C1 cells, and to a restoration of contact inhibition as the treated cells do not form three
dimensional foci (Fig. 1A and B).

We investigated the effect of RA treatment on cell proliferation. Growth kinetics
performed by cell counting did not show any significant difference between the untreated and
RA treated C3 cells (Fig. 3A). Similarly, RA treatment did not lead to significant changes in
BrdU incorporation over a 5 day period (Fig. 3B). Finally RA treatment did not modify the
cell cycle as measured by FACS analysis (Fig. 3C). In particular, no significant G1/S arrest
similar to what is seen with F9 cells is observed with the MEFs. These results show that RA

does not suppress tumour formation by inducing cell cycle arrest or apoptosis of the C3 cells.

RA induces changes in C3 cell motility and adhesion.

We next verified whether RA treatment could affect other properties of the C3 cells
known to affect tumourogenicity such as their motility, adhesion on different substrates, or
invasive capacity. To do this we first performed wound healing assays. C3 cells were grown
for 3 days as monolayers in the presence or absence of RA before the introduction of a wound
in the monolayer using a pipette tip. The migration of cells into the cleared area was then
followed by time lapse photography. With untreated cells, the two cell fronts required
between 14-16 hours to merge (Fig. 4A and supplemental movies 1-3). In contrast, with the
RA-treated cells, merging required only 10-12 hours (Fig. 4B and supplemental movies 4-6).
In the above assays, we also noted that RA alters the alignment of the cells at the leading
edge. The untreated cells tended to align themselves parallel to the cleared area, while the RA
treated cells rather aligned perpendicular to the cleared area (see bars in Fig. 4A and B and
supplemental movies). Thus, RA treatment of the C3 MEFs leads to an increase in motility

and to changes in polarity of alignment with respect to the cell front.
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Comparison of the untreated C1 and C3 cells showed that the C1 cells exhibited a
faster migration than the C3 cells (compare Figs. 4A and 5A and supplemental movies 1-3
and 7-9). In contrast however to the above, we observed that RA had the opposite effect on
the motility of the C1 MEFs. With untreated C1 cells, the two cell fronts merged between 10-
12 hours, while more than 17 hours were required to achieve the same state with the RA
treated cells (Fig. 5SA and B and supplemental movies 7-9 compared to 10-12). RA treatment
also affected alignment with respect to the cell front. As observed with the C3 cells, the
untreated C1 cells, tended to align parallel to the leading edge, while the RA treated cells
aligned perpendicular to the cell front. These results show that RA treatement has opposite
effects on the motility of the C1 and C3 cells, but has a similar effect on cell alignment.

We further developed an assay to track the movement of individual cell nuclei by
fluorescent time lapse microscopy (see Material and methods). In this assay the cells are
plated at low density rather than as monolayers and individual cells are followed (see
supplemental movies 13-14). This assay indicated that the C3 cells show a higher motility
than the CI1 cells (Table 2). However, no significant effect of RA on the C3 cells was
observed, while RA appeared to increase the motility of the C1 cells, in contrast to what was
observed in the wound healing assay.

We next investigated whether RA affected cell adhesion properties. The C3 cells were
treated for 0-72 hours with RA and then plated on laminin, fibronectin, collagen I or collagen
IV coated wells. After 2 hours the cells were fixed, stained and the number of adhered cells
measured by absorbance at 550 nm. The untreated C3 cells showed similar adherence to all
of the different substrates (Fig. 6A-D). RA treatment did not lead to significant changes in
adherence on laminin and only a mild increase on fibronectin (Fig. 6A-B). In contrast, RA

substantially increased adhesion on both the collagen substrates (Fig. 6C-D). The most
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significant effects were seen after 48-72 hours of RA treatment, the time that is normally
required to observe the differences in morphology.

The effect of RA on invasive capacity was also assessed using matrigel membranes.
The C3 cells were treated for 0 or 5 days with RA and plated in transwell chambers with a
Matrigel coated membrane. 12 hours after plating the cells adhered on the surface of the
Matrigel were visualised and after 48 hours the upper surface of the membrane was removed
and the number of cells that had crossed to the lower surface of the membrane was assessed.
As a control we used 1205Lu cells, a melanoma derived cell line with known invasive and
tumourogenic properties (Javelaud et al., 2007). After 12 hours we observed that RA
significantly augmented the number of C3 cells that adhered on the Matrigel membrane (Fig.
6E). In contrast, neither the untreated nor RA treated C3 cells were capable of invading and
crossing the Matrigel layer showing that they had no significant invasive capacity in this
assay, whereas the 1205Lu cells could be clearly observed. We repeated this assay with
different concentrations of matrigel (25-100 ug/ml), but no invasion of the Matrigel layers by
the C3 cells was observed, while the 1205Lu cells consistently exhibited invasive capacity
(data not shown).

The above results show that RA increases the adhesive capacity of the C3 cells on
collagen and matrigel substrates, but the C3 cells do not show invasive capacity either in

absence or presence of RA.

RA-induced changes in gene expression.

The above results document the effects of RA on the motility and adherence properties
of the C3 cells. To understand the molecular basis of these effects, we used Affymetrix gene
arrays to investigate the changes in gene expression that are induced by RA. We have

previously described the RA transcriptome of these cells after 24 hours of treatment.
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However, the results described here indicate that the changes in morphology and other
properties are evident only after at least 3 days in presence of RA. We therefore, re-examined
the transcriptome after 12 hours of RA treatment to identify mostly the direct target genes,
and then at 72 hours to characterise later events that take place when the effects of RA on the
properties of the cells become evident.

After 12 hours of RA treatment, a greater than 2-fold increase in the expression of 75
genes was observed (Supplemental Table 1). Amongst these are several known direct target
and responsive genes such as cytochrome P450, family 26, subfamily b, polypeptide 1
(Cyp26b1), the RAR beta receptor (Rarb), transglutaminase 2, C polypeptide (7gm2) and
basic helix-loop-helix family, member e40 (Bhlhe40, also known as Bhlhb2 or Stral3/14).
(Fig. 7A). After 72 hours, we observed deregulation of 186 genes (not counting the positive
and negative array controls) of which 170 were up-regulated and 16 down-regulated
(supplemental Table 1 and Fig. 7A). The changes in expression of several genes was verified
by RT-gPCR. As observed on the array, 7gm?2 and dehydrogenase/reductase (SDR family)
member 3 (Dhrs3) were up-regulated, while membrane metallo-endopeptidase (Mme),
preproenkephalin (Penk), and collagen, type VI, alpha 3 (Col6a3) were down-regulated (Fig.
7B).

A closer inspection of the results shows that only a limited number of genes show
strong changes in expression. Only 21 genes are up-regulated 4 fold or more and while only 2
are down-regulated 4 fold or more. These observations are in accordance with our previous
results showing a reduced RA response of the C3 cells that do not express TAF4. However,
comparison of this new data set with the previous one revealed a number of significant
differences. Many genes identified as up-regulated or down-regulated on the previous set of
arrays were not considered affected on the present arrays, and vice-versa. These discrepancies

may be explained by the fact that the Affymetrix array design has been significantly changed
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between the time of the two experiments and that the new arrays contain probes for transcripts
that were not present on the older arrays. This does not however explain the fact that genes
identified as regulated on the older arrays do not appear regulated on the new arrays. We
therefore cannot exclude the possibility that we underestimate the number of regulated genes

(see discussion).

Discussion.
TAF4 is an anti-oncogene.

We have previously shown that TAF4 inactivation in MEFs leads to profound changes
in the growth properties of MEFs in vitro, however we were unable to show at that time that
the C3 cells were capable of forming tumours in vivo (Mengus et al., 2005). In this study, we
show that the C3 cells are capable of forming tumours in vivo. These cells reproducibly form
large subcutaneous tumours that invade the local environment, but do not form distant
metastases. The tumourogenic properties of these cells do not seem to be directly due only to
the activation of the TGFf-signalling pathway or to correlate with the autocrine growth
phenotype seen in vitro, as RA-treated C1 cells do not form tumours in vivo, yet exhibit both
of these phenotypes in vitro. TAF4 inactivation therefore affects an additional pathway(s) not
affected by RA treatment that leads to oncogenic transformation.

A re-examination of our previous transcriptome results, focussing on the genes that are
deregulated by TAF4 inactivation, but not affected by RA, identifies the gene encoding
ubiquitin specific peptidase 18 as strongly induced (Fadloun et al., 2007a). USP18
overexpression has recently been shown to upregulate the synthesis of the epidermal growth
factor receptor (EGFR) (Duex and Sorkin, 2009). It is also interesting to note that TAF4
inactivation upregulates heparin binding epidermal growth factor (HBEGF) expression. It is

therefore possible that the ability of the C3 cells to form tumours results from increased EGF
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signalling due to the coordinate upregulation of USP18 and HBEGF. This is reminiscent of
the phenotype observed upon TAF4 inactivation in the epidermis where the EGF signalling
pathway is activated (Fadloun et al., 2007b). Although our results show that activation of the
TGF-signalling pathway is not sufficient to induce tumour formation, perhaps the TGFf and
EGF pathways act together to promote tumour formation by the C3 cells. These possibilities
could be tested by using shRNAs to downregulate components of each pathway in C3 cells

followed by assessment of the ability of the knockdown cells to form tumours in nude mice.

A novel mechanism of tumour suppression by RA.

A major observation of this study is that RA can suppress the formation of tumours by
C3 cells. Treatment of these cells with RA for 3 days prior to injection in nude mice leads to
a complete loss of tumour formation. We have yet to determine whether shorter RA
treatments can have the same effect or whether a prolonged exposure is required. Strikingly
however, RA treatment does not significantly alter the growth properties of the C3 cells in
vitro under standard growth conditions. We did not observe growth arrest and FACS analysis
did not reveal changes in cell cycle or the appearance of a large apoptotic cell population. RA
treatement of the C3 cells also did not abrogate their serum-free autocrine growth (Fadloun et
al., 2007a). The anti-tumour effect of RA on the C3 MEFs is therefore fundamentally
different from that seen in F9 embryonal carcinoma cells or in HL60 myeloid cells where RA
treatement induces cell cycle arrest, differentiation and under some conditions apoptosis
(Licht, 2006; Licht, 2009).

The above observations prompted us to ask whether RA affected other properties of
the C3 cells to inhibit tumourogenesis. Our results show that RA increases the motility of the
C3 cells. This is clearly seen in the wound healing assay where the RA treated cells rapidly

migrate across the cleared area, but is not so clearly observed in the tracking assay.
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Paradoxically, this is the opposite of what one would expect in terms of tumour suppression
as oncogenically transformed cells often show increased motility. It is also interesting to note
that RA has the opposite effect on the C1 cells where it slows their migration in the wound
healing assay, but appears to increase motility in the tracking assay. Thus while RA
significantly affects the migratory properties of the both the C1 and C3 cells this does not lead
to any obvious insights into the tumour suppressor mechanism.

Comparison of the untreated C1 and C3 cells indicates that the C1 cells exhibit a more
rapid migration than the C3 cells in the wound healing assay. However, in the tracking assay
the opposite is observed as the C3 cells appear to have a higher motility than the C1 cells. The
discrepancy with the wound healing assay may be explained by the fact the C3 cells tend to
move in all directions, while the C1 cells move preferentially in the direction of the cleared
area such that it is more rapidly closed. A higher motility of the C3 cells would be expected
considering that they are tumourogenic, however the conflicting results observed in the two
assays do not allow a clear interpretation of the results with respect to their differential
abilities to form tumours.

Our results show that RA increases C3 cell adhesion to collagen matrices, but has little
effect on adhesion to laminin and fibronectin substrates. The significance of the increased
adherence of the C3 cells to collagen substrates for tumour formation remains to be
determined, but it suggests that RA may act to inhibit tumourogenesis of the C3 cells by
altering their interactions with the extracellular matrix (ECM) and their motile properties (see
below). Thus while RA does not affect C3 cell proliferation under normal culture conditions
in vitro, the altered adhesive properties may lead to significant effects on proliferation in the
in vivo tumour environment. Indeed, it is well established that interactions between cells and
the ECM, especially in a 3-dimensional matrix, has a major influence on cell growth and

survival (Alavi and Stupack, 2007; Marastoni et al., 2008). In a preliminary experiment, we
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observed that while the RA treated C3 cells showed increased adhesion to collagen substrates,
they showed diminished long term survival. Further experiments will be required to determine

whether this is indeed the case.

RA-regulated genes involved in tumour suppression.

We performed a transcriptome analysis to identify genes whose deregulation may
account for the effects of RA on motility and adhesion and tumour inhibition. This analysis
identified a limited number of regulated genes of which only a subset show a strong changes
in expression. Strikingly, we did not observe changes in expression of integrins that may
account for the altered adhesive properties. RA does however induce the expression of
collagen 8A1 that modifies adhesion and cell survival (Zhao et al., 2009) and Netrin 1 a
secreted protein related to laminin that is known to influence adhesion and migration (Bernet
and Fitamant, 2008; Mehlen and Furne, 2005).

Analysis of the gene expression changes also provide possible mechansims for
tumour suppression. RA strongly induces the expression of TGM2, a multi-functional protein
that can remodel the ECM. Several studies have shown that TGM2 expression is down-
regulated in transformed cells and can be reactivated by histone deacetylase inhibitors or the
DNA demethylation agent 5-aza-2’deoxycytidine leading to anti-tumour activity (Ai et al.,
2008; Liu et al., 2007). This may be partly due to its ability to crosslink ECM proteins
forming a barrier to tumour progression and inhibition of angiogenesis (Haroon et al., 1999;
Jones et al., 2006; Mangala et al., 2005), but there is also evidence that TGM2 may also have
intracellular functions notably acting to modulate apoptosis (Milakovic et al., 2004). It is
therefore possible that RA induction of TGM2 may influence the adhesive and tumourogenic

properties of the C3 cells.
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A second gene that may play an important role in tumour suppression is collagen 6A3.
This gene is strongly down-regulated after 72 hours of RA treatment. It has been shown that
ovarian cancer cells resistant to cisplatin show a potent induction of the Col6A3 gene
(Sherman-Baust et al., 2003). Moreover, overexpression of Col6A3 augments cisplatin
resistance and high grade tumours in vivo express higher levels of Col6A3 than low grade
tumours. These observations indicate that Col6A3 expression positively correlates with
tumourogenicity. The potent repression of this gene may therefore contribute to the tumour
supressor effect of RA in C3 cells.

The two genes discussed above are amongst the most strongly regulated by RA and
both influence ECM remodelling and tumour microenvironment. In addition, we also note
that the most induced gene Prss35 encodes a poorly characterised secreted serine protease
normally expressed in the ovary and likely implicated in ECM remodelling. We therefore
suggest that tumour suppression by RA in C3 cells does not result from a direct effect on cell
proliferation and differentiation, but rather through a novel mechanism involving
modification of the tumour microenvironment via regulation of genes involved in ECM
remodelling.

This hypothesis could be tested by using shRNA to knockdown Col6A3 expression to
determine whether this mimics the effect of RA with respect to tumour formation, or shRNA
knockdown of TGM2 to ask if inhibition of its expression could abrogate the tumour
suppressor effect of RA.

We noted in the transcriptome assay that prolonged exposure to RA resulted in
upregulation of several members of the PRAME family of genes. PRAME is a protein
expressed in melanoma cells that acts as a negative regulator of RARs (Epping et al., 2005).
The upregulation of these genes perhaps acts to counteract the long term effects of RA in the

C3 cells. We also noted that the results of the present transcriptome shows some significant
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differences from that we previously reported. Some of these may result from differences in
culture conditions, while others may reflect the different sensitivities of the Affymetrix array
designs. We are at present re-evaluating the effects on gene expression by using high-
throughput RNA sequencing rather than Affymetrix arrays. This is done by sequencing 3’-
tags of the polyA-containing RNA in a SAGE type assay (digital gene expression).
Comparison of these results with those of the Affymetrix arrays will allow us to compare the
efficiencies of the two techniques and to achieve a more comprehensive description of the
RA-induced changes in gene expression in C3 cells.
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Legends to Figures.

Figure 1. Effect of RA on cell growth and morphology. A-B. Phase contrast microscopy
(20X magnification) of C1 and C3 cells grown for 3 days in presence or absence of RA as

indicated. C. Growth of C1 and C3 cells after 10 days in soft agar.

Figure 2. C3 cells form tumours in nude mice. A. Photography of mice following injection of
the indicated cell types to illustrate the presence or absence of tumours. B. Table summary of
the number of mice, the number of individual injection points (several per animal), and the
number of tumours for each cell line. C. Example of an excised tumour along with a scale
rule. D. Graphic representation of the growth of 4 representative C3 cell tumours. E-F

Hematoxylin-Eosin stained sections showing the histopathology of subcutaneous C3 tumours.

Figure 3. Effect of RA on C3 cell proliferation. A. Kinetics of cell growth in presence or
absence of RA as evaluated by cell counting. B. Assessment of cell division by incorporation
of BrdU on cells grown for the indicated periods in presence or absence of RA. C. Results of

a representative FACS assay showing the % cells in each stage of cell cycle.

Figure 4. Effect of RA on C3 cell motility. A-B. Still images from timelapse films of wound
healing assays on C3 cells in presence or absence of RA. The time of the still with respect to

the wounding is indicated.

Figure 5. Effect of RA on C1 cell motility. A-B. Still images from timelapse films of wound
healing assays on C1 cells in presence or absence of RA. The time of the still with respect to

the wounding is indicated.

Figure 6. Effect of RA on C3 cell adhesion properties. A-D. C3 cells were treated for the
indicated times before seeding on the different substrates. After 2 hours incubation fixing and

staining the number of adhered cells is measured by OD at 550 nm. E. Phase contrast
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microscopy (20 X magnification) of the surface of the Matrigel membrane after 12 hours of
incubation (upper panel) or the lower surface of the Matrigel membrane after 48 hours
incubation (lower panel). In the case of the C1 — and +RA (lower left and center panels), the
dark black dots are the pores that allow contact with the medium in the lower chamber. These

are seen as clear spots relative to the darkly stained 1205Lu cells in the bottom right panel.

Figure 7. RA induced changes in gene expression in C3 cells. A. Table resuming the changes
of several strongly induced or repressed genes. Direct targets where binding of RARs to the
corresponding promoters has been verified by chromatin immunoprecipitation are indicated. ?
indicates that no RAR binding has yet been described. B. Results of RT-qPCR on the
indicated genes in presence or absence of RA. Expression ofs the indicated genes was

normalised against that of the ribosomal Rplp0 gene that is not regulated by RA.

Table 1. Summary of the in vitro growth properties and tumourogenic capacity of the C1 and
C3 cells as well as derived populations re-expressing wild-type TAF4 (C3taf4'/ VHAEN or

expression exogenous TAF4b (C3taf4'/ Ty

Table 2. Motility of C1 and C3 cells. Summary of the timelapse imaging of isolated C1 and
C3 cell nuclei. The number of imaged nuclei for each condition is indicted along with the

migration rate expressed as pixels/min.

Supplemental Table 1. Excel table of the Affymetrix array results. Page 1 shows genes de-
regulated 2 fold or more after 12 hours of RA treatment, page 2 genes de-regulated after 72
hours and page 3, genes de-regulated between 12 and 72 hours. In each page, the Affymetrix
probe set, MGI gene symbol, and mRNA accession number are show as identifiers along with
the fold change and the associated pvalue. In addition, gene ontology (GO) descriptions are

provided for each gene. The final page shows the complete data set for all Affymetrix probes.
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Supplemental Movies. 1-3. Time lapse imaging of untreated C3 cells following wounding of
the monolayer. 4-6. Time lapse imaging of RA-treated C3 cells. 7-9. Time lapse imaging of
untreated C1 cells. 10-12. Time lapse imaging of RA-treated C1 cells. 13-14. Fluorescent

time lapse tracking of C3 cell nuclei.
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A Gene Fold change | Fold change | Direct RAR
12 hours 72 hours target.
1. Prss35 12,5 29.9 ?
2. Cyp26b1 19.5 249 Yes
3. Dhrs3 8,3 16,0 Yes
4. Tgm2 7,6 12,6 Yes
5. Rarb 7,8 1,1 Yes
6. Grpr 4,6 10,5 ?
9. Gdpd5 6,7 8,6 Yes
14. l1rn 2,0 4,6 Yes
16. LoxI2 3,6 4,6 Yes
17. F11r 1,9 4.4 Yes
22. Inmt 5,7 4.1 Yes
48. Bhihb2 2,0 3,0 Yes
12. Prame 8 0 4.8 ?
13. Prame 9 0 4,7 ?
205 Anxa8 -0,2 -3,7 ?
206 Cxcl7 -0,5 -6,1 ?
209 Col6a3 0 -6,3 T
210. Penk -1,6 11,7 ?
B
8 + Tgm2 5 1+ Dhrs3 1 1+ Mme
4 -+
0 12 48 96 12 48 96
3 |+ Penk 3 |+ Col6a3
1,5+ 1,5+
0 12 48 96 0 12 48 96
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Autocrine Tumour
Cell line RA Growth formation
C1taf4'ox- - No No
C1taf4'ox/- + Yes No
C3taf4” - Yes Yes
C3taf4” + Yes No
C3taf4/-/TAF4 - No ND
C3taf4/-/TAF4 + Yes ND
C3taf4-/-/TAF4b - Yes Yes
C3taf4-/-/TAF4b + Yes ND

Cler et al., Table 1
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Rate Migration
Cell line RA # Nuclei pix/min
C1tafglox- | . 144 0,35
Citafglox- [+ 122 0,52
C3taf4”- . 170 0,53
C3taf4” + 126 0,64
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Christian Gross, Gilles Buchwalter, Hélene Dubois-Pot, Emilie Cler, Hong Zheng, and
Bohdan Wasylyk

L’hypoxie régule des processus tels que ’angiogenese ou la migration cellulaire en
induisant des genes impliqués dans ces processus biologiques comme PAI-1, c-fos, erg-1,
NOS-2, HO-1 et VEGF. Le facteur Net du complexe ternaire (TCF) fait de méme, ce qui

suggere que Net pourrait étre régulé par la voie de signalisation de I’hypoxie.

Dans cette étude, nous montrons que I’hypoxie régule Net différemment des autres
TCFs et que Net joue un réle dans la réponse hypoxique in vitro des cellules endothéliales et
in vivo chez la souris. L’hypoxie induit la suppression du facteur Net du promoteur de certains

génes, I’export nucléaire, 1’ubiquitylation et la dégradation protéosomale.

Les prolyl-4-hydroxylases (PHDs), des facteurs clés de la réponse hypoxique, régulent
le facteur Net. La diminution des PHDs dans des conditions d’oxygene atmosphériques, induit
la dégradation de Net, alors qu’en hypoxie, la surexpression des PHDs retarde la dégradation
de Net. L’inhibition de Net par la méthode de I’ARN interférent ou via des mutations conduit

en hypoxie a une dérégulation des genes cibles de Net et notamment de PAI-1, c-fos et egr-1.

Nous suggérons que 1I’hypoxie stimule la transcription de promoteurs cibles par le
déplacement de leur répresseur Net. De maniére intéressante, la réponse de I’hématocrite chez
la souris au chlorure de cobalt, un agent chimique induisant des réponses similaires a
I’hypoxie, est fortement altérée dans les souris mutante pour Net. Nos résultats montrent donc

que Net fait partie intégrante de la réponse biologique a I’hypoxie chez la souris.
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Hypoxia and the Net ternary complex factor (TCF) regulate similar processes (angiogenesis, wound healing, and
cellular migration) and genes (PAI-1, c-fos, erg-1, NOS-2, HO-1, and vascular endothelial growth factor genes),
suggesting that they are involved in related pathways. We show here that hypoxia regulates Net differently from the
other TCFs and that Net plays a role in the hypoxic response in vivo in mice and in cells. Hypoxia induces Net
depletion from target promoters, nuclear export, ubiquitylation, and proteasomal degradation. Key mediators of the
hypoxic response, the prolyl-4-hydroxylases containing domain proteins (PHDs), regulate Net. PHD downregulation
in normoxia leads to Net degradation, and PHD overexpression delays Net downregulation by hypoxia. Net
inhibition by RNA interference or mutation leads to altered regulation by hypoxia of the Net targets PAI-1, c-fos, and
egr-1. We propose that hypoxia stimulates transcription of target promoters through removal of the repressor
function of Net. Interestingly, the hematocrit response to a chemical inducer of hypoxia-like responses (cobalt
chloride) is strongly altered in Net mutant mice. Our results show that the Net TCF is part of the biological response
to hypoxia, adding a new component to an important pathological and physiological process.

Hypoxia is a pleiotrophic condition encountered during em-
bryonic development and organogenesis and in many patho-
logical situations, like wound healing, inflammation, and tu-
morigenesis. In cancer, proliferating tumor cells outstrip the
vascular supply, resulting in hypoxia, which induces adaptive
changes (7, 22), including activation of the transcription factor
hypoxia-inducible factor lae (HIF-1a) (20, 31) and angiogene-
sis (35). Inhibition of angiogenesis is a novel aspect of cancer
therapy, but more precise manipulation of tumor vasculation
may improve treatment strategies (27). Elucidation of the mo-
lecular mechanisms by which cells respond and adapt to hyp-
oxia is of great interest.

We have identified a new component of the hypoxic re-
sponse, the Net (Elk-3) transcription factor. Net, together with
Elk-1 and Sap-1, forms the subfamily of ternary complex tran-
scription factors (TCFs) that are notably known for their par-
ticipation in the early response of quiescent cells to growth
factor stimulation. Activation of the growth factor—-Ras-mito-
gen-activated protein kinase (MAPK) pathway leads to phos-
phorylation and activation of Net and the other TCFs. Under
basal conditions, Net is a strong transcriptional repressor (8,
15, 19, 30). Net negatively regulates a number of proteins,
including c-fos (44) and egr-1 (2, 44), which are involved in the
immediate early response; PAI-1, a serpin that regulates ma-
trix remodeling (9); CTP:phosphocholine cytidylyltransferase
a (41), an enzyme involved in the phosphatidylcholine biosyn-
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thesis; and nitric oxide synthase 2 (10) and heme-oxygenase 1
(13), which are both implicated in the inflammatory response.
Net is involved in various physiological processes. Net regu-
lates cell migration through repression of PAI-1 (9). Mice that
express mutant Net lacking its DNA binding domain exhibit
respiratory distress, chylothorax (the accumulation of chyle in
the thoracic cage) at autopsy (2), and delayed wound healing
due to impaired angiogenesis (51).

The pathways that regulate the repressor function of Net
remain to be identified. Several observations suggested that
hypoxia could be one of these regulators. The physiological
responses mediated by hypoxia and Net, including cell migra-
tion, inflammation, wound healing, and angiogenesis, are sim-
ilar. Moreover, all the identified target genes of Net are known
to be regulated by hypoxia (3, 11, 12, 21, 28, 34, 38, 39, 48). In
this study, we show that the transcription repressor function of
Net is specifically downregulated in hypoxia. Downregulation
is mediated by the oxygen sensors, the prolyl-4-hydroxylases
containing domain proteins (PHDs) (5), and involves Net deg-
radation at the protein level. Net is required for the induction
of gene expression by hypoxia and for the physiological re-
sponse to a hypoxia mimic in mice. This study adds an addi-
tional component to the understanding of the hypoxic response
and a potential new dimension to the control of tumor vascu-
lature, providing hope for better treatments.

MATERIALS AND METHODS

Cell culture, transfections, and hypoxia treatment. The culture conditions
were as follows: modified Eagle’s medium (MEM), 10% fetal calf serum (FCS),
and 40 pg/ml gentamicin for mouse skin endothelial (SEND) cells (a generous
gift from Kari Alitalo); Dulbecco’s MEM (DMEM)-Ham’s F-12K medium (1:1),
10% FCS, and 40 pg/ml gentamicin for PC-3 cells; MEM (Eagle), 10% FCS, 1
mM sodium pyruvate, 0.1 mM nonessential amino acids, and 40 pg/ml gentami-
cin for DU 145 cells; and DMEM, 10% FCS, and 40 p.g/ml gentamicin for mouse
embryonic fibroblasts, C11 cells, 444 cells, and COS-7 cells. COS-7 cells were
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transfected with Jet-Pei (Polyplus Transfection) according to the manufacturer’s
instructions. 444 and SEND cells were transfected with Lipofectamine (Invitro-
gen) as previously described (9, 44). The hypoxia conditions were 1% O, in a
ThermoForma model 3110 incubator.

Immunoblotting and antibodies. For immunoblotting, see reference 9. The
antibody uses and dilutions were as follows: rabbit anti-mouse Net no. 1996 for
immunoprecipitation (IP; 7 wl per IP) and Western blotting (WB; 1/2,000),
mouse anti-mouse phospho(Ser364)-Net no. 2F3 for WB (1/2,000), rabbit anti-
mouse Elk-1 no. 512 for WB (1/2,000), rabbit anti-mouse Sap-1a no 644 for WB
(1/2,000), mouse anti-mouse TATA binding protein (TBP; a gift from L. Tora)
for WB (1/5,000), mouse anti-a-tubulin clone DM 1A for WB (1/10,000)
(Sigma), mouse anti-mouse HIF-la for WB (1/1,000) (Novus Biologicals),
mouse anti-mouse hemagglutinin (HA; IGBMC core facilities) for WB (1/1,000),
mouse anti-mouse ubiquitin (Ub) for WB (1/1,000) (Santa Cruz Biotechnolo-
gies), rabbit anti-mouse phospho-Erk1/Erk2 for WB (1/1,000) (P-ERK; Cell
Signaling Technology), rabbit anti-p44/42 for WB (1/1,000) (Cell Signaling Tech-
nology), and rabbit anti-green fluorescent protein (anti-GFP) for WB (1/3,000)
(Torrey Pines Biolabs, Inc.).

Chemicals. The chemicals were as follows: proteasome inhibitor MG132
(Calbiochem), cobalt chloride (CoCl,; Alfa Aesar), MEK inhibitor U0126
(Promega), dimethyloxalylglycine (DMOG; Frontier Scientific), desferriox-
amine (DFX) methanesulfonate (Sigma); ethyl 3,4-dihydroxybenzoate
(Sigma), and cycloheximide (CHX; Calbiochem).

Plasmids. The plasmids were as follows: pTL2-Net, HA-tagged Ub (Ub-HA),
pGFP-Net, PAI-1-luciferase reporters (9), pCMV-LacZ (IGBMC core facili-
ties), and pCDNA3-FLAG-PHDI1 (a generous gift from Frank S. Lee, University
of Pennsylvania School of Medicine, Philadelphia, PA) (24).

Immunofluorescence. SEND cells were grown on coverslips, subjected to hyp-
oxia for 8 h, fixed with 3.7% formaldehyde for 10 min at room temperature,
permeabilized with 0.1% Triton X-100 for 5 min, and blocked with 3% bovine
serum albumin for 40 min. The cells were incubated with a rabbit anti-mouse Net
no. 1996 (1/500) antibody for 2 h at 37°C and incubated for 1 h at 37°C with Texas
Red-conjugated anti-rabbit antibody (Beckman Coulter). Finally, the cells were
stained for 1 min at room temperature with Hoechst (Sigma), covered with
coverslips using mounting solution (5% propylgallate in glycerol), and observed
with a fluorescence microscope (Leica; magnification, X40).

RNA interference (RNAi). The small interfering RNAs (siRNAs) were as
follows: mouse Net siRNA (Dharmacon, Inc.) (9); Human PHD1, PHD2, or
PHD3 siRNA (siGENOME SMARTpool reagent; Dharmacon, Inc.); and GL2
luciferase control siRNA (9). SEND cells were transfected with siRNA duplexes
(final concentration, 20 nM) by using Lipofectamine (Invitrogen, Carlsbad, CA)
or Jet Pei (Polyplus Transfection) according to the manufacturer’s guidelines.

RT-PCR. Total RNA was prepared using TRIzol reagent (Invitrogen). Re-
verse transcription (RT) was performed using a SuperScript II kit according to
instructions from Invitrogen. The PCR steps were as follows: 5 min at 95°C and
30 cycles of 45 s at 95°C, 45 s at 60°C, 1 min at 72°C, and 5 min at 72°C. The PCR
products were analyzed on a 2% agarose gel. The oligonucleotides were as
follows: PHD1, 5'-CTGGGCAGCTATGTCATCAA and 5'-AAATGAGCAAC
CGGTCAAAG; PHD?2, 5'-GAAAGCCATGGTTGCTTGTT and 5'-TTGGGT
TCAATGTCAGCAAA; PHD3, 5'-AGATCGTAGGAACCCACACG and 5'-C
AGATTTCAGAGCACGGTCA; 288, see below.

Q-RT-PCR. Total RNA was prepared using TRIzol reagent (Invitrogen).
Quantitative RT-PCR (Q-RT-PCR) was performed with the LightCycler system
(Roche Diagnostics) and the SYBR green I (Roche Diagnostics) protocol. The
reaction mixtures, containing 100 ng of RNA and 1X master mixture (0.5 pM
primers, 4 mM MgCl,, 200 pM deoxynucleoside triphosphates, 1X PCR buffer
[Sigma], 1 U/pl Superscript reverse transcriptase [Invitrogen], Tag polymerase
[Promegal], anti-Taq antibody diluted 1/200 (Tagstart antibody; Clontech), 4.3%
glycerol, 0.15 mg/ml bovine serum albumin, and 0.25X SYBR green I), were
reverse transcribed for 10 min at 55°C, denatured for 30 s at 95°C, and cycled 40
times, each time for 2 s at 95°C, 10 s at 61°C, and 10 s at 72°C. Amplification
specificity was verified by melting-curve analysis, and the data were quantified
with LightCycler software. The absence of genomic DNA contamination was
verified by repeating the procedure with the same samples without reverse
transcriptase. The oligonucleotides were as follows: Net, first couple, 5'-GGCC
GAACACACTTTTCCAG and 5'-GATTTCTGAGAGCTGGGGGA; Net, sec-
ond couple, 5'-ACTAGCCCTGCTCTCTTCAT and 5'-GTTTGTTTCCCCAC
CACGCC; PAI-1, 5'-CTCCGAGAATCCCACACAG and 5'-ACTTTGAATC
CCATAGCATC; c-fos, 5'-AAGGGAACGGAATAAGATGGC and 5'-CAAC
GCAGACTTCTCATCTTCAA; 288, 5'-GGCGGCCAAGCGTTCATAGC and
5'-GCCAAGCACATACACCAAAT; egr-1, 5'-GCCGAGCGAACAACCCTA
and 5'-TCCACCATCGCCTTCTCATT; VEGF, 5'-GGGGGTACCTGGACCT

MoL. CELL. BIOL.

GGTGTTCTGCGT and 5'-CCACCATTTTGACAAACAGCACAATCACAC
CTTGCACGAAGAAG.

ChIP. Chromatin IP (ChIP) assays were performed as previously described (9)
using a kit from Upstate Biotechnology. IPs were done with 10 pl of rabbit
anti-mouse Net no. 1996 antibody or 10 wl of rabbit anti-clathrin heavy-chain
H-300 (Santa Cruz Biotechnology). The coimmunoprecipitated DNA was quan-
tified by semiquantitative PCR and quantitative PCR (denatured for 5 min at
95°C and cycled 35 times, each time for 5 s at 95°C, 30 s at 61°C, and 30 s at 72°C).
Amplification specificity was verified by melting-curve analysis, and the data were
quantified with LightCycler software.

Luciferase assays. SEND cells were transfected in triplicate with Jet Pei
(Polyplus Transfection) according to the manufacturer’s instructions in six-well
clusters with 4 pg of DNA per well containing 1 ug of the PAI-1 reporters, 1 pg
pCMV-LacZ, and 2 g of pBSK. Forty-eight hours after transfection, the cells
were subjected to hypoxia. Luciferase activities were measured with the Promega
luciferase assay system (according to the manufacturer’s protocol) and an
EG&G Berthold luminometer and corrected for transfection efficiency by using
B-galactosidase activity as an internal control.

Co-IP. SEND cells treated with MG132 and subjected to hypoxia or trans-
fected COS-7 cells were washed with phosphate-buffered saline and lysed in
radioimmunoprecipitation assay buffer containing 50 mM Tris-HCI (pH 7.5),
0.15 M NaCl, 1% Nonidet P-40, 0.1% deoxycholate, 0.1% sodium dodecyl sul-
fate, and a protease inhibitor cocktail (Roche Diagnostics). Immune complexes
were formed by incubating the lysates overnight at 4°C with rabbit anti-mouse
Net no. 1996, mixed for 1 h at 4°C with protein A/G Sepharose, washed three
times with radioimmunoprecipitation buffer, resuspended in Laemmli buffer,
boiled, separated by sodium dodecyl sulfate-10% polyacrylamide gel electro-
phoresis, and transferred electrophoretically to nitrocellulose membranes. The
blots were blocked with 5% nonfat dry milk, incubated with horseradish perox-
idase-conjugated secondary antibodies at room temperature for 1 h, visualized
with the Pierce enhanced chemiluminescence detection system, and exposed to
film.

Animal studies. Age- and sex-matched, 17- to 30-week-old, 129Sv strain wild-
type and Net mutant mice were used. Fourteen mice (7 per genotype) were
injected intraperitoneally three times per week with 30 mg/kg CoCl,, and blood
samples were collected once a week during 4 weeks. Significance was evaluated
by the Student ¢ test.

Hematology and plasma PAI-1. Blood samples were obtained by retro-orbital
sinus puncture. The hematological parameters were as follows. Thirty-microliter
blood samples were collected in EDTA tripotassium salt microcuvettes
(Sarstedt) and analyzed in a blood cell counter (AcT Diff Vet; Beckmann
Coulter). For PAI-1, 9 volumes of blood was collected in 1 volume of 0.1 M
trisodium citrate and immediately centrifuged at 3, 000 X g for 15 min. The
plasma was transferred to a clean plastic tube, and total PAI-1 concentrations
were determined by an enzyme-linked immunosorbent assay (MPAIKT-TOT;
Innovative Research Inc.).

RESULTS

Hypoxia specifically downregulates Net at the protein level.
We studied Net regulation by hypoxia in endothelial cells, one
of the cell types involved in the hypoxic response. Net protein
levels decreased in SEND cells subjected to atmospheric hyp-
oxia (1% O, in a hypoxic cell culture incubator), leading to
complete loss of Net after 18 h (Fig. 1A). As expected, HIF-1a
protein levels increased under the same conditions, peaking
after 6 h of hypoxia. The levels of the two other TCFs, Elk-1
and Sap-1a, as well as the internal control TBP remained stable
under the same conditions, showing that downregulation is
specific for Net. Net degradation in response to hypoxia was
not restricted to endothelial cells, since it was also observed in
prostate cancer cells (PC3 and DU145), murine embryonic
fibroblasts, and immortalized fibroblasts (C11) (Fig. 1B).

In order to determine whether hypoxia affects Net expres-
sion at the RNA level, Net mRNA from hypoxia-treated
SEND cells was quantitated by real-time Q-RT-PCR. There
were relatively small variations in Net mRNA levels (Fig. 2A)
(similar results were obtained with a second primer pair [data
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FIG. 1. Specific downregulation of Net protein levels under hypoxic
conditions. SEND (A), PC3, murine embryonic fibroblast (MEF),
DU145, and C11 (B) cells were placed under hypoxic (Hypx) atmospheric
conditions (1% O,), and the levels of HIF-1a, Net, Elk-1, Sap-1a, and
TBP were determined by WB analysis, as indicated.

not shown]), which could not account for the dramatic de-
crease at the protein level. Under the same conditions, the
RNA levels for several other genes (c-fos, PAI-1, vascular
endothelial growth factor [VEGF], and egr-1 genes) increased
(see below). To confirm that Net is regulated at the protein
level, we studied the effect of hypoxia on the expression of Net
from a heterologous promoter (simian virus 40 early region in
pSGS) in the presence of an inhibitor of protein synthesis
(CHX). The expression of the fusion protein GFP-Net in hyp-
oxia was reduced compared to that in normoxia and compared
to the expression of GFP alone (Fig. 2B and C). These results
show that hypoxia downregulates Net at the protein level.
PHDs are involved in Net degradation. PHDs are cellular
sensors of oxygen that require oxygen, iron, ascorbate, and
2-oxoglutarate to hydroxylate HIF-1a in normoxia (5). PHDs
are inhibited by iron chelators, such as DFX; iron-displacing
transition metals, such as cobalt; or synthetic 2-oxoglutarate
antagonists, such as DMOG. In cobalt chloride (CoCl,)-
treated cells, Net protein levels decreased in both a dose (Fig.
3A, panel a, 8 h of treatment)- and time (Fig. 3A, panel b, 250
uM of CoCl,)-dependent manner, whereas HIF-1a levels in-
creased (Fig. 3A, panel b). Other PHD inhibitors (DMOG,
DFX, and ethyldihydroxybenzoate) also decreased Net and
increased HIF-1a protein levels (see Fig. S1 in the supplemen-
tal material). However, these chemicals are not completely
specific. To confirm that the PHDs have a role in Net regula-
tion, we used siRNAs against the three isoforms of the human
PHDs. In 444 cells (described previously [44]), PHDs 1, 2, and
3 were efficiently and specifically downregulated, as shown by
RT-PCR (Fig. 3B, panel a). Downregulation of PHD2 in-
creased HIF-la levels, whereas downregulation of the two
other isoforms had only slight effects (Fig. 3B, panel b), in
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FIG. 2. Net protein stability is decreased in hypoxia (Hypx).
(A) mRNA from cells incubated in 1% O, for 0 to 18 h was measured
by Q-RT-PCR and normalized to 28S rRNA levels. (B, C) SEND cells
were transfected with GFP or GFP-Net expression vectors, treated
with CHX (50 pM) for 0 to 10 h as indicated, analyzed by WB for GFP
and GFP-Net levels with a GFP antibody (B), and quantified with
ChemiGenius XE (Syngene) (C).

agreement with another study (4). In contrast, downregulation
of PHD2 as well as PHD3 had little effect on Net, whereas
inhibition of PHD1 decreased Net expression (Fig. 3B, panel
b). Overexpression of PHD1, which can counterbalance dimi-
nution of activity due to the lack of oxygen in hypoxia (32),
delayed Net hypoxic downregulation (Fig. 3C, compare lanes
2, 3, and 4 with lanes 8, 9, and 10). These results implicate
PHDs, and in particular PHDI1, in Net regulation in hypoxia.

Hypoxia induces Net nuclear export. Many nuclear proteins
that are degraded by the proteasome, such as p53, are con-
comitantly exported from the nucleus (50). Since Net has a
nuclear export sequence (16), we studied the effects of hypoxia
on its cellular localization. In SEND cells transfected with a
GFP-Net expression vector, GFP-Net was nuclear in normoxia
and nucleocytoplasmic after 8 h of hypoxia (Fig. 4A). Similarly,
endogenous Net, detected by immunocytochemistry with a Net
antibody in nontransfected cells, was nuclear in normoxia and
nucleocytoplasmic after 8 h of hypoxia (Fig. 4B). We also
studied whether nuclear export and the JNK pathway are in-
volved in hypoxia-induced Net degradation. Inhibition of nu-
clear export with leptomycin B (LMB) delayed hypoxia-in-
duced Net degradation (Fig. 4C, compare lane 5 with lane 4
and lane 7 with lane 6), suggesting that nuclear export is in-
volved, at least in part, in Net degradation. In contrast, inhi-
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FIG. 3. PHDs are involved in Net regulation. (A) SEND cells were
treated with cobalt chloride (0 to 250 pM) for 8 h (a) and 250 pM
cobalt chloride (b) for 0 to 12 h, and extracts were analyzed by WB.
(B) 444 cells were transfected with anti-PHD1, -PHD2, or -PHD3
siRNAs; PHD RNA levels were estimated by RT-PCR (a); and HIF-
la, Net, and «-tubulin protein levels were analyzed by WB (b).
(C) SEND cells were transfected with an expression vector for PHD1
and subjected to hypoxia (Hypx) (1% O,) for different times. The
protein levels of Net and a-tubulin (Tub) were analyzed by WB.

bition of the JNK pathway with SP600125 did not affect Net
levels (Fig. 4D), indicating that JNK signaling is not involved in
hypoxia-induced Net degradation.

Hypoxia induces ubiquitylation and proteasomal degrada-
tion of Net. We used different protease inhibitors to elucidate
the pathway of Net degradation. Whereas lysosomal and cal-
pain inhibitors had no effect (data not shown), the proteasome
inhibitor MG132 prevented Net protein degradation in hyp-
oxia (Fig. 5A). The increase in Net levels (Fig. SA, compare
lanes 1 and 3) suggests that MG132 also inhibits Net turnover
under normal conditions. Since proteasomes degrade ubiqui-
tylated proteins (23), we studied whether Net can be ubiqui-
tylated. COS-7 cells were transfected with Net and Ub-HA
expression vectors and treated with MG132 as indicated, and
extracts were analyzed by WB (Fig. 5B, panel a). Coexpression
of Net with Ub-HA led to the appearance of a series of bands
of increased molecular weights (Fig. 5B, panel a, lane 3) that
was enhanced by the proteasome inhibitor (Fig. 5B, panel a,
lane 4), consistent with them being ubiquitylated forms of Net.
In order to confirm this hypothesis, Net immunoprecipitates
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FIG. 4. Nuclear export contributes to hypoxia downregulation of
Net in SEND cells. (A) Cells were transfected with a GFP-Net expres-
sion vector, incubated 24 h later in normoxia or hypoxia (1% O,) for
8 h, stained with Hoechst, and visualized by fluorescence microscopy
(magnification, X40). (B) Cells were incubated in normoxia (Normx)
or hypoxia (Hypx) (1% O,) for 8 h, analyzed by immunocytochemistry
with the Net antibody, stained with Hoechst, and visualized by fluo-
rescence microscopy (magnification, xX40). (C, D) Cells were incu-
bated in hypoxia (1% O,) for 0 to 18 h and treated with inhibitors of
nuclear export (2 ng/ul LMB) or JNK1-3 (10 uM SP600125), as indi-
cated, and analyzed by WB with Net and TBP antibodies.

were analyzed with HA antibodies by WB. The higher-molec-
ular-weight forms were detected only with COS-7 cells express-
ing both Net and Ub-HA (Fig. 5B, panel b, compare lane 3
with lanes 1 and 2), suggesting that Net can be ubiquitylated in
vivo. To determine whether endogenous Net ubiquitylation is
enhanced in hypoxia, we submitted SEND cells to 12 h of
either hypoxia or normoxia and analyzed Net immunoprecipi-
tates by WB with an Ub antibody (Fig. 5C). Ubiquitylated
higher-molecular-weight forms of Net were detected in Net
immunoprecipitates after 12 h of treatment with MG132 (Fig.
5C, panel b, lanes 2 and 3), and the levels of ubiquitylated Net
were higher in hypoxia than in normoxia (Fig. 5C, panel b,
lanes 2 and 3). This confirms that hypoxia stimulates the ubiqg-
uitylation of Net, which presumably accelerates proteasomal
degradation. Since many proteins are phosphorylated prior to
ubiquitylation (18), we tested whether Net phosphorylation by
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FIG. 5. Hypoxia-induced Net ubiquitylation enhances Net proteaso-
mal degradation. (A) SEND cells were incubated under hypoxic (Hypx)
conditions (1% O,) with or without 35 pM MG132 for 0 to 12 h.
(B) COS-7 cells were transfected with Net and Ub-HA expression vectors
and treated with 35 wM MG132 for 6 h, as indicated. The extracts were
analyzed directly (a) or after IP with Net antibodies (b) by WB. (C) SEND
cells were incubated for 12 h in hypoxia (1% O,) and treated with 35 uM
MG132, and extracts were analyzed directly (a) or after IP with a Net
antibody (b) by WB. (D) SEND cells were treated with hypoxia (1% O,)
and U0126 for 0 to 12 h and analyzed by WB.

the extracellular signal-regulated kinase (ERK) pathway is re-
quired for degradation. SEND cells were incubated with the
potent MEK inhibitor U0126 in hypoxia (Fig. 5D). U0126
decreased ERK phosphorylation but did not prevent Net deg-
radation, showing that ERK phosphorylation, under these con-
ditions, is not necessary for the decrease of Net levels in re-
sponse to hypoxia.
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FIG. 6. Effect of hypoxia on binding of Net to the c-fos and PAI-1
promoters and regulation of PAI-1 promoter activity. (A) SEND cells
incubated in hypoxia (1% O,) for the indicated times were analyzed by
ChIP with Net and clathrin (control) antibodies. Input and coprecipi-
tated (IP) DNA samples were analyzed by quantitative PCR, using
primers for regions of the c-fos (=338 and —153) (a) and PAI-1 (=715
and —367) (b) promoters that contain Ets binding sites. The values
were normalized to those for the inputs. (B) SEND cells were trans-
fected with PAI-1 promoter luciferase reporters containing wild-type
or mutated Net binding sites, and 48 h after transfection, the cells were
incubated in hypoxia (1% O,) for 0 to 24 h. Luciferase activity was
corrected for B-galactosidase activity expressed from the pCMV-LacZ
internal control.

Hypoxia induces loss of Net from target gene promoters. In
order to determine whether hypoxia decreases the amounts of
Net on the c-fos (44) and PAI-1 (9) promoters, which are
known to bind Net in normoxia, we performed ChIP assays
with SEND cells by using antibodies against Net as well as
against clathrin, which does not bind to DNA (as a negative
control). The products were analyzed by both semiquantitative
(data not shown) and quantitative PCR. As expected, in nor-
moxia, Net was detected on the serum response element-con-
taining region (—338 to —153) of the c-fos promoter (Fig. 6A,
panel a) and the proximal region (—715 to —367) of the PAI-1
promoter (Fig. 6A, panel b). The negative control did not give
specific products (data not shown). After exposure to hypoxia,
binding of Net was lost from both promoters (Fig. 6A, panels
a and b). The loss of Net as a transcriptional repressor could
account for the hypoxic induction of these genes.

Net is required for hypoxia induction of PAI-1 promoter
activity. To study Net regulation of PAI-1 promoter activity in
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FIG. 7. Net is required for hypoxic induction of target genes.
SEND cells were transfected with siRNAs against Net and luciferase
(negative control), and 48 h later, the cells were incubated in hypoxia
(1% O,) for 0 to 24 h. Protein extracts were analyzed by WB (A) and
mRNA levels by Q-RT-PCR, and the levels were normalized to 28S
rRNA levels (B). (a) The mRNA levels at 0 h in normoxia for cells
transfected with siRNA Net were normalized to the control siLuc
values. (b to e) The mRNA levels at various times in hypoxia were
normalized to the levels observed at 0 h before induction. NT, not
transfected.

response to hypoxia, we used a luciferase reporter with muta-
tions that inhibit Net binding (9) (Fig. 6B, panel a). SEND cells
were transfected with either wild-type or mutated reporters,
and after 48 h, the cells were incubated in hypoxia for up to
24 h. In normoxia, the activity of the mutated PAI-1 promoter
was three times higher than that of the wild type, as expected
for loss of transcriptional repression by Net (Fig. 6B, panel b,
0 h). However, after 18 h of hypoxia, both promoters exhibited
similar activities, as expected for hypoxia-induced relief of re-
pression by Net, but only for the wild-type promoter. It appears
that hypoxic induction of the wild-type promoter is due to
relief of repression by Net, among other factors, whereas the
mutated promoter is induced only by the other factors, explain-
ing the similar activities of the two promoters after 18 h of

MoL. CELL. BIOL.

hypoxia. When luciferase activities were expressed relative to
normoxic levels (0 h, induction), wild-type promoter activity
increased about 11-fold after 18 h of hypoxia, whereas mutant
promoter activity increased only about 4-fold (Fig. 6B, panel
¢). These results show that the Net binding sites are required in
part for the induction of PAI-1 promoter activity by hypoxia
and suggest that the loss of Net repression participates in this
response.

Net is required for the hypoxic induction of target genes. To
examine whether Net is required for the induction of PAI-1,
c-fos, egr-1, and VEGF expression, we decreased Net levels
with siRNA before incubation in hypoxia. Anti-Net siRNA
abrogated Net protein expression (Fig. 7A, lane 3) in compar-
ison with control siRNA (Fig. 7A, lane 2) or nontransfected
(Fig. 7A, lane 1) cells. Hypoxia induced Net downregulation to
similar extents in the nontransfected and control-transfected
cells (Fig. 7A, lanes 4, 5, 7, and 8). mRNA levels were mea-
sured by Q-RT-PCR (Fig. 7B). In normoxia, at 0 h, Net is a
transcriptional repressor of PAI-1, c-fos, and egr-1 and an
activator of VEGF (Fig. 7B, panel a), as already shown by
previous studies (2, 9, 44, 51). Hypoxia induced a gradual
increase in PAI-1 expression that was reduced by prior down-
regulation of Net, from about six- to twofold, after 24 h (Fig.
7B, panel b). Hypoxia induced a more rapid increase in c-fos
expression, which was about sixfold at the peak (6 h) and then
gradually decreased. The increase was less pronounced and
only about threefold in cells lacking Net (Fig. 7B, panel c). The
apparently more complex effect of hypoxia on Egr-1 expression
was strongly inhibited by downregulation of Net (Fig. 7B, panel
d). Finally, the induction of VEGF was not significantly af-
fected by prior downregulation of Net (Fig. 7B, panel e). These
results show that Net contributes to hypoxia induction of
PAI-1, c-fos, and egr-1 expression and is not required for
induction of VEGF.

Net plays a role in the response to a hypoxia mimic in mice.
We studied the effect of Net mutation in mice on PAI-1 ex-
pression induced by cobalt chloride, which is often used as a
hypoxia mimic in small rodents (37, 47). CoCl, (30 mg/kg)
enhanced PAI-1 levels in plasma during 4 weeks (Fig. 8A,
panel a). Overall, averaging all the data revealed a slight but
significant decrease in PAI-1 induction in Net mutant mice
(Fig. 8A, panel b). We also analyzed several hematological
parameters that are known to be induced by hypoxia. As ex-
pected, hemoglobin and hematocrit were induced by CoCl,
(Fig. 8B, panels a and b). Interestingly, there were marked
differences (P < 0.05) between wild-type and Net mutant mice
in levels of both hemoglobin and hematocrit (Fig. 8B, panels a
and b). Treatment with CoCl, induced both hemoglobin and
hematocrit levels about 5 to 10% in wild-type mice and 20 to
25% in mutant mice (Fig. 8B, panel c). There were no signif-
icant differences in the numbers of platelets (Fig. 8B, panel d).
These results show that Net is involved in regulation of hema-
tological parameters in vivo.

DISCUSSION

In this study, we have shown that hypoxia downregulates the
TCF Net in several cell types without affecting the two other
members of the subfamily (Elk-1 and Sap-1a). Hypoxia en-
hances Net ubiquitylation, nuclear export, and subsequent pro-

308

6002 ‘0 Jaqwiadaq uo Aq Bio wse qow wolj papeojumoq


http://mcb.asm.org

VoL. 27, 2007

Aa) b)
' \Vild-type
" =1 Net mutant 10 {=Net mutant
8
=y =
6 £6
=4 =4
2 2
0 0
0 1 2 3 4 (weeks) Saline (o,
Ba) )60 Wild-
[ mm Wild-type
g E mdmtx aem |3 Netmutant

w
a

2
=3
=1
1
1
1
1
1

Hemaglobin (g/d)

(TS NV, Fo NN o - AVe)
Hematocrit (%
B8

"/___I—,___I—,
Saline (ol T Saline CoCl,

m \Vild-type
1000 3 Net mutant
= 900
= 800
=
700
Hb Ht Saline COC|z

FIG. 8. Impaired response to a hypoxia inducer in Net mutant
mice. (A) PAI-1 plasma levels. (a) Wild-type and Net mutant mice
were injected intraperitoneally for 4 weeks with CoCl, (30 mg/kg),
plasma was collected every week, and PAI-1 levels were determined by
an enzyme-linked immunosorbent assay. (b) Average PAI-1 levels for
all the treated mice shown in panel a. *, P < 0.05 (Student ¢ test).
(B) Hematological parameters. Wild-type and Net mutant mice were
injected intraperitoneally for 1 week with saline or CoCl, (45 mg/kg).
Blood samples were collected before and after treatment. Hematolog-
ical parameters, including those for hemoglobin (a), hematocrit (b),
and platelets (d), were analyzed. (c) Inductions (%) of hemoglobin
(Hb) and hematocrit (Ht) were calculated. *, P < 0.05 (Student ¢ test).

teasomal degradation. Net degradation in hypoxia is inhibited
by overexpression of PHD1, and degradation in normoxia is
induced by PHD1 downregulation, mimicking the loss of ac-
tivity that occurs in hypoxia. These results indicate that the
cellular oxygen sensor PHDI is involved in Net regulation.
Hypoxia induces loss of Net from the PAI-1 and c-fos gene
promoters, and the Net binding sites of the PAI-1 promoter
are necessary for hypoxic induction of promoter activity. Prior
inhibition of Net by RNAi decreases hypoxic induction of
PAI-1, c-fos, and egr-1. These results suggest that stimulation
of transcription of these genes by hypoxia results in part from
relief of transcription repression by Net. Our results also im-
plicate Net in physiological responses to hypoxia in vivo, since
Net mutant mice display altered responses to the hypoxia in-
ducer cobalt chloride in terms of both plasma PAI-1 and he-
matocrit levels. In summary, this study implicates the TCF Net
in the transcriptional and biological responses to hypoxia.
The transcriptional repressor Net can be switched to an
activator upon phosphorylation. Previous studies have shown
that posttranslational modifications, especially phosphoryla-
tion, play a key role in the cellular response to hypoxia (29).
The transcription factor TAL1/SCL is ubiquitylated in hypoxia
after phosphorylation by MAPK (42). The transcriptional co-
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activator CREB is ubiquitylated after hypoxic repression of
protein phosphatase 1 (43). HIF-1a phosphorylation by p44/
p42 MAPKs enhances its transcriptional activity (6, 36). Net is
known to be phosphorylated through the ERK pathway (19).
Interestingly, a specific inhibitor of the ERK pathway did not
prevent Net degradation, suggesting that the ERK phosphory-
lation of Net is not required for hypoxia-induced degradation.
Moreover, under our conditions, we did not detect hypoxia-
induced changes in phosphorylation of Net on one of the
important MAPK phosphorylation sites (serine 364). However,
we cannot exclude that phosphorylation of Net could partici-
pate in the response to hypoxia, for example, at time points or
sites that we have not tested.

The PHDs regulate HIF-1a protein levels by hydroxylation
of specific proline residues (25, 26). We show here that the
PHDs also regulate Net protein levels. Inhibition of PHDs by
different chemicals as well as by RNAi leads to downregulation
of Net in normoxia. Furthermore, overexpression of PHD1 in
hypoxia delays Net downregulation. These results suggest that
decreased PHD activity in hypoxia, resulting from decreased
cellular oxygen concentrations, is involved in Net downregula-
tion. Under our experimental conditions, only PHD1 seems to
regulate Net. Cellular localization of the PHDs may contribute
to this apparent specificity. Net is lost from target promoters in
the nucleus, suggesting that PHD regulation may occur in the
nucleus. PHD1 is exclusively nuclear (32), PHD3 is distributed
homogenously in the cytoplasm, and PHD2 is mainly in the
cytoplasm but can shuttle between the cytoplasm and the nu-
cleus. HIF-1a appears to be mainly regulated by PHD2 (4),
although some studies suggest that all three isoforms can hy-
droxylate HIF-1« with different efficiencies. Similarly, all three
PHDs could regulate Net, but with different relative activities,
depending on the cell type and the relative abundances of the
PHDs (1). We are currently testing the possibility that Net is
hydroxylated directly by the PHDs, using various approaches,
including mass spectrometry.

Several observations raise the possibility that relief of Net
repression by hypoxia may also involve its corepressor CtBP1,
which interacts with the CID domain of Net (15). CtBP is
upregulated in lung cancer cells in hypoxia (49), and high
concentrations of NADH in hypoxia inhibit the interaction of
hCtBP2 with Hdm?2, resulting in relief of transcriptional inhi-
bition of p53 (33). We did not detect changes in CtBP1 levels
in hypoxia (data not shown). Furthermore, ChIP experiments
indicate that Net is depleted from target promoters in response
to hypoxia, which could be sufficient for relief of repression.
However, we cannot exclude the possibility that the effects of
hypoxia on CtBP1 could also modulate Net repression under
certain conditions. Several studies have shown that hypoxia
induces sumoylation and changes the balance between the
sumoylation and ubiquitylation of several factors (14, 40). Net
can be ubiquitylated (this study) and sumoylated, and sumoy-
lation increases repression by Net (45). We did not detect any
obvious changes in Net mobility in response to hypoxia that
might correspond to sumoylation (data not shown). However,
the possibility that hypoxia induces alterations in both the
extents and the balance of Ub and SUMO modifications of Net
needs to be investigated further. Interestingly, sumoylation can
induce LMB-sensitive nuclear export of the Ets family tran-
scription factor Tel (46). Nuclear export appears to be involved
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in Net degradation, since an inhibitor of nuclear export de-
creases but does not prevent degradation. Nuclear export
could enhance Net degradation by involving both nuclear and
cytoplasmic proteasomes. Moreover, nuclear export could con-
tribute, along with degradation, to the loss of Net promoter
binding.

We report here that Net is implicated in the hypoxic induc-
tion of c-fos (44), PAI-1 (9), and egr-1 (2). Our findings agree
with a previous study that demonstrates that hypoxic induction
of the c-fos promoter requires the TCF binding site and the
serum response element (34). PAI-1 is known to be induced in
hypoxia through HIF-1a (17, 28). We show here that PAI-1
hypoxic induction is strongly impaired by mutation of the Net
binding sites in the PAI-1 promoter and Net inhibition by
RNAI. Net may similarly mediate induction of egr-1 through
the hypoxia-responsive Ets binding sites (48). Interestingly,
another Net target gene, the nitric oxide synthase 2 gene (10),
also responds to hypoxia (38), suggesting that Net also has a
role in this process. HIF-1a is classically considered to be the
key transcription mediator of the hypoxic response, raising the
question of how Net fits into this already well-characterized
pathway. It will be interesting to compare the global contribu-
tions of HIF-1a and Net to the transcriptional response to
hypoxia, in order to help define their common and distinct
physiological roles.

We provide evidence that Net plays a role in the hypoxic
response in mice, suggesting that Net has perhaps many target
genes involved in the physiological response to hypoxia. Net
appears to be involved in hypoxic induction of PAI-1 in vivo,
since Net mutant mice display lower plasma PAI-1 levels after
CoCl, treatment. PAI-1 levels are similar in mutant and wild-
type mice in normoxia, suggesting that PAI-1 is regulated by
other mechanisms under these conditions. Hypoxic induction
of PAI-1 in Net mutant mice is not dramatically impaired,
suggesting that there are other compensatory mechanisms in
mice in addition to the cellular models that we have studied.
Interestingly, we found that Net contributes to the induction of
several hematological parameters in mice, such as the hemat-
ocrit, raising the possibility that Net has a more global role in
the hypoxic response. This observation opens new avenues for
exploring the physiological and pathological mechanisms of
the hypoxic response in vivo.

We have previously shown that the inhibition of Net in a
tumor model decreases tumor mass and angiogenesis and in-
creases hypoxia levels in tumors (51). These observations con-
cord with our current study, which shows that inhibition of Net
impairs hypoxic induction of genes involved in adaptive re-
sponses to hypoxia. During tumorigenesis, the hypoxic regula-
tion of the TCF Net could be part of the pathways that are
involved in tumor progression, such as the angiogenic response
to hypoxia.
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Discussion et perspectives

Au cours de mon travail de these, je me suis penchée sur le facteur multiprotéique
TFIID et plus précisement sur sa sous-unité TAF4. Au départ, curieuse de découvrir la
fonction précise de TAF4 au sein du facteur de transcription TFIID, j’ai élargi par la suite mes

investigations en cancérologie, apres avoir découvert le réle de TAF4 comme anti-oncogene.

I. TAF4 et TAF4b, deux facteurs essentiels ?

Les TAFs jouent un role essentiel chez la levure Saccharomyceés cerevisiae car les
souches porteuses de mutation thermosensibles (TS) pour ces TAFs, subissent un arrét du
cycle cellulaire et meurent par apoptose. Pourtant la fonction des TAFs chez la levure a fait
I’objet de nombreuses controverses, apres que Mogtaderi ait montré en 1996 que les TAFs ne
participent pas a I’activation de la transcription. Des études plus récentes et plus exhaustives
des mutations TS ont contredit celle-ci, prouvant le caractére essentiel des TAFs dans la
régulation du cycle cellulaire (Durso et al., 2001; Kirschner et al., 2002). Chez la drosophile,
ces TAFs sont d’autant plus essentiels qu’ils sont également requis pour ’initiation et pour
I’activation de la transcription (Wright et al., 2006).Chez les Mammiféres, 1’inactivation des
TAFs entraine un arrét du cycle cellulaire et I’apoptose. Les TAFs sont nécessaires pour le

cycle cellulaire et pour la régulation de la transcription chez les Mammifeéres.

Chez la souris, I’inactivation de TAF4 in vivo conduit & la mort de ’embryon au stade
E8.5 par suite d’un défaut de différenciation pas encore bien caractérisé. On peut préseumer
qu’a partir de ce stade, une des fonctions exercées par TAF4 au cours du développement
devient cruciale pour la suite du développement et ne peut plus étre remplie par son
paralogue TAF4b. Au contraire, I’inactivation de la protéine TAF4 dans les fibroblastes

embryonnaires murins (MEFs) est viable.

La perte de TAF4 dans les MEFs induit une surexpression des ligands TGF-beta, des
récepteurs TGF-beta RI et RIII ainsi que du mitogene CTGF (connective tissue growth
factor). Les cellules taf4-/- deviennent alors capables de croissance autocrine, via une
activation constitutive de la voie TGF-beta. Cette perte de TAF4 dans les MEFs n’entraine
pas d’arrét du cycle cellulaire, ni méme 1’apoptose des cellules, contrairement a la perte

d’autres TAFs comme TAF9 dans les cellules DT40 de poulet (Chen and Manley, 2000) et
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TAF8 et TAF10 chez la souris (Voss et al., 2000). TAF4 a donc une action qui differe des
autres TAFs car elle ne semble pas étre directement liée au cycle cellulaire. A moins que son
paralogue TAF4b ne puisse prendre le relais. Ainsi, dans certains types cellulaires (les cellules
germinales males et les cellules de la granulosa chez la femelle) et sous certaines conditions
expérimentales a 1’origine de la diminution de 1’expression de la protéine TAF4, TAF4b
semble compenser la perte de TAF4. Les MEFs Taf4”en sont d’ailleurs ’exemple le plus
probant.

Une étude réalisée avec des ARN interférents contre TAF4b (Fig.96) montre
clairement que I’inactivation de TAF4b dans les MEFs sauvages n’affecte pas leur viabilité,
alors qu’elle induit la 1étalité pour les MEFs Taf4”". Ainsi les protéines TAF4 et TAF4b
montrent peut-étre une redondance, en tous cas elles semblent étre toutes deux capables de
maintenir la viabilité cellulaire et d’assurer la complémentation dans TFIID. Cependant,
I’inactivation de TAF4 conduit a des changements de propriétés et de morphologie in vitro
gue ne semble pas entrainer la diminution de TAF4b (par interférence a I’ARN). De plus, ces
deux protéines ont des fonctions différentes dans la transcription et régulent leur propre
ensemble de génes (Mengus et al., 2005). Mais I’absence de ces 2 protéines au méme moment

conduit inévitablement a la mort cellulaire.
TAF4 et TAF4b ont donc des roles redondants pour certaines fonctions, permettant

peut-étre la complémentation d’un complexe TFIID dépourvu de TAF4 avec TAF4b, comme

le suggere les études réalisées au sein de 1’équipe.
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Pas de modification apparente de morphologie dans les clones 1 (Taf4lox”)
contenant TAF4

Cl1 TAF4b si3 Cl1 TAF4b silam Cl1 TAF4b siluc

siRNA anti-TAF4b (1,2 et3) sur MEFs Cl13 (Taf4+) et Cl11 (Taf4lox”)
Mortalité des C13 (Taf4”-) lorsque TAF4b n’est pas exprimée.

CI3 TAF4b si3  CI3TAF4b silam CI3 TAF4b siluc

Figure 96 : Expérience d’ARN interférence contre TAF4b dans les cellules C3 et C1.
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1I. Un complexe isolé a partir de TAF4 et dépourvu de TBP

A.  Un sous-complexe de TFIID ?

L’étude des TAFs dans les MEFs a mis en évidence la présence d’un sous-complexe
de TFIID.

Si on fusionne TAF4 a une étiquette constituée de deux domaines d’affinité : SBP
(Streptavidine Binding Protein) et 3 FLAG qu’on introduit dans des lignées de MEFs taf4-/-,
par immunoprecipitation ou par filtration sur gel, on obtient deux complexes distincts. Le
premier correspond vraisemblablement au complexe TFIID de 1,2MDa. Le second, de masse

moléculaire plus faible (640kDa), est dépourvu de TBP.

1. Combien y-a-t-il de TAFs ?

D’aprés les analyses réalisées, au minimum 5 TAFs sont présents dans ce sous-
complexe : TAF4/TAF12, TAF6/TAF9 et TAF5 (voir manuscrit n°1).

Nous n’avons pas réussi a détecter TAF8 dans les MEFs aprés immunoprécipitations
(IP) de TAF4. Mais nous ne disposions que d’un anticorps dirigé contre la protéine TAF8
humaine et il est probable que celui-ci ne reconnaisse pas correctement la protéine TAF8
murine. Son partenaire d’hétérodimérisation TAF10 est sorti plus tard lors de la filtration sur

gel. Il semble donc peu probable que le dimere TAF8/TAF10 soit présent dans ce complexe.

Le dimere TAF11/TAF13 n’a pas été suivi au cours de cette étude, mais ces protéines
ne sont pas apparues de maniére évidente lors des tests de coloration a 1’argent apreés les séries
d’IP sur TAF4. On ne peut donc pas savoir pour 1’instant si TAF11 et TAF13 font partie de ce

sous-complexe.

2. Que représente ce complexe a 5 TAFs ?

La préparation de la fraction TFTC obtenue a partir des IP TAF10 est plutot

hétérogene (Timmers and Tora, 2005).

Des études plus récentes tendent a faire penser que TFTC est plutbt bipartite et
pourrait étre séparée en 2 fractions distinctes (Nagy and Tora, 2007) : I’une correspondant a
une version homologue du complexe SLIK de 2MDa contenant GCN5, les protéines ATXN?7,
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SGF29 et SAP130, et I’autre correspondant au surnageant de la deuxiéme IP (IP TRAPP)
(Fig.97) et contenant essentiellement les TAFs et les protéines SPT et ADA, assimilées aux
TAFs.

Extrait nucléaire

IPTAF10
Elution avec le peptide

IPTBP IPTRAPP
Elution avec le peptide Elution avec le peptide

i v J L J
TAFs TAF1 TAF4/12 GCNS5,

TBP TAFS/6 ATHN?
TAF2 TAF5 SGF29...
TAF7 SPT

e ADA SAGA ou SLIK

TFTC

Figure 97 : Double IP d’un extrait nucléaire de cellules de Métazoaires. TFTC, un mélange de sous-

complexes ?

Apreés IP TRAPP de la fraction correspondant a TFTC, TAF5 et TAF6 ne figurent pas
dans I’éluat. Apres IP de la protéine ATXN7, TAF5 et TAF6 ne sont pas non plus décelées
dans 1’¢éluat, elles ne sont donc pas liées a I’Ataxine 7 (Devys D., unpublished results). La

deuxiéme fraction séparable a partir de TFTC pourrait donc correspondre au sous-

complexe que nous avons isolé dans les MEFs par IPs de la sous-unité TAF4 (manuscrit n°1).

Il peut s’agir d’un complexe a 7 TAFs mais TAF10 ne semble pas faire partie de ce
complexe ou d’un complexe a 5 TAFs comme celui décrit par Wright en 2006 mais dans son
étude comme dans la notre, toutes les sous-unités n’ont pas été examinées. Il est donc difficile
pour I’instant d’exclure, de notre sous-complexe, les autres TAFs sans s’étre au préalable

assuré qu’elles ne sont pas présentes, méme en quantités trés restreintes.
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3. Une étude stoechiométrigue des composants de ce complexe

La somme des masses moléculaires de ces différents TAFs ne suffit pas a former la
masse du complexe découvert. Il est donc peu probable que les TAFs de ce sous-complexe
soient présents en une seule copie chacun. Si les 5 TAFs trouvés étaient tous présents en 2
copies, la masse de I’ensemble dépasserait celle du sous-complexe. A priori, si ce complexe
est un sous-complexe de TFIID, pour former une ossature pseudosymetrique, 2 copies de
TAF5 lui sont nécessaires. Que dire ensuite des autres TAFs ? La deuxieme solution serait
que tous les TAFs isolés possédant un HFD soient présents en doubles exemplaires, alors que
TAF5 serait présent en un unique exemplaire. Cette configuration steechiométrique est
probable étant donné le motif structural WD40 spécifique a TAFS qui lui permet d’interagir

avec de nombreuses protéines a la fois.

Le développement de la spectrométrie de masse quantitative pourrait étre d’une
grande aide en matiére de quantification du niveau d’expression des protéines de ce
complexe. La détermination des interactions spécifiques entre protéines permet en effet de
mieux comprendre 1’assemblage de complexes protéiques. L’approche de ce complexe par la
technique du SILAC (Mousson et al., 2008) pourrait alors convenir ainsi que par toute autre
technique quantitative. Dans la méthode SILAC, deux populations différant par la présence
d’une protéine étiquetée, sont cultivées dans des conditions identiques de milieu basal. Seul
un critere differe : le premier milieu contient un isotope naturellement abondant d’un amino-
acide sélectionné alors que le second contient une version stable et plus lourde de ce méme
isotope. Ces isotopes seront incorporés pendant la synthese protéique des cellules. Les deux
populations sont mélangées directement apres récolte des cellules. L’abondance relative des
protéines (ratio SILAC) est ensuite dérivée par comparaison de la masse intégrée par
spectrométrie de 1’aire des pics des formes marquées et non marquée d’un peptide. Nous
possédons déja des MEFs contenant TAF4 ou TAF4b étiquetées. 1l est donc tout a fait

possible d’envisager cette technique.
Une caractérisation structurale de ce complexe en microscopie électronique pourrait

nous aider a mieux percevoir si ce complexe représente bien une sous-partie de TFIID. Cette

étude a déja débuté avec la collaboration de 1’équipe du Dr Schultz (IGBMC).
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B. Des questions en Suspemns. ..

L’identification de la structure du sous-complexe nous permettra d’envisager les
interactions protéiques possibles de complexe a 5 TAFs. Quelles sont les protéines qui se lient
a ce sous-complexe ? Ce complexe est-il réellement destiné a former de 1’holo-TFIID ou bien

est-il indépendant et fonctionnel ?

La caractérisation de sa structure et de sa composition nous permettra aussi d’émettre
des hypotheses quant a son réle dans la cellule. Est-ce un complexe de stockage des différents
TAFs en D’attente de formation du TFIID puis du PIC ? Est-ce un complexe fixé sur le
promoteur des genes dépourvus de boite TATA, afin de faciliter la réinitiation de la
transcription ? Ce complexe a-t-il besoin du soutien de la protéine TBP pour étre actif?

I11. Le complexe a 5 TAFs, un co-activateur transcriptionnel ?

A.  L[’initiation de la transcription

Pour se rendre compte si ce complexe a STAFs est capable d’initier la transcription,
des études de transcription in vitro, sur une matrice d’ADN nue, au niveau du promoteur
tardif de I’adénovirus majeur (AdML) ont éteé réalisées. Pour cela, nous avons isolé un extrait
nucléaire (EN) de cellules Hela. Le TFIID homogene de cet EN a inactivé en chauffant
I’extrait a 42°C. Pour s’assurer de I’efficacité du systéme de transcription in vitro, nous avons
tenté de restaurer la transcription basale des EN chauffés en ajoutant la protéine TBP. Puis
nous enrichi ’EN chauffé du complexe de TAFs purifié, afin de voir s’il restaure ou non la

transcription basale.

Les premiers essais se sont révélés négatifs (Fig.98). Si les résultats sont décevants de
prime abord, il faut tout de méme relativiser les résultats obtenus en terme de vérité absolue.

Plusieurs hypotheses peuvent expliquer ce résultat :

- ce complexe tout seul ne peut pas initier la transcription basale ; il lui faut donc
recruter d’autres facteurs de transcription pour étre actif. TBP est-il indispensable a I’activité
transcriptionnelle de complexe dénué d’HAT ? Les expériences réalisées avec TFTC montrent
que ce dernier est transcriptionnellement actif. Si ce sous-complexe ne 1’est pas, qu’en est-il
alors de I’autre fraction restante de TFTC (¢éluat de I’IP TRAPP) ?
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- Le gene choisi pour cette expérience posséde une boite TATA. Ce complexe de

TAFs n’est peut-€tre actif que sur des génes dépourvus de boite TATA.

-11 s’agit d’une expérience de transcription basale in vitro ; le complexe purifié répond

peut-étre a certains activateurs in vivo qui ne sont pas présents dans cette expérience.
-Peut-&tre est-ce un complexe répresseur plutdt qu’activateur ?

-Peut-étre devrait-on reconstituer un systéme de transcription plus pur ou 1’on pourrait
moduler la quantité des différents facteurs pour pouvoir initier la transcription de I’ AdML ? Il
faudrait donc recommencer les tests en ajoutant tous les facteurs purifiés du PIC a I’exception
de TFIID. Une confirmation de ces tests semble nécessaire avec tous les éléments du PIC qui
pourraient en outre contribuer a stabiliser ce complexe sur le promoteur. Si tel est le cas,
I’implication du complexe a 5 TAFs dans 1’activation de la transcription in vitro comme in

vivo, sera a poursuivre. Ci-joint, une des expériences réalisées en transcription in vitro :
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Figure 98 : Exemple de test de transcription in vitro réalisé avec le sous-complexe de TFIID purifié (VSTC

very small TAFs complex) et des EN de cellules Hela.
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B.  Quels sont les promoteurs cibles pour ce complexe ?

1. Variation d expression de génes entre les cellules C3 taf4/-et C1

L’influence de TAF4 sur I’expression d’une grande quantité de génes a été analysée a
I’aide de puces a ADN. Sur 1000 transcrits, la perte de TAF4 résulte de la variation
d’expression de 10% des génes. La classification fonctionnelle de ces génes via le logiciel
Ingenuity indique que TAF4 influence divers processus cellulaires, tels que la progression du
cycle, I’adhérence entre cellules, la biosynthése des protéines, le cytosquelette, la transmission
de signaux intracellulaires, ou encore le métabolisme. Ces données élargissent le champ

d’action de TAF4 comme facteur de transcription.

2. Comment déterminer des génes-cibles directs ?

La réalisation d’expériences d’immunoprécipitations de la chromatine (ChlP)
devrait permettre de mieux comprendre quels genes sont régulés par le facteur TAF4. A ce
jour, des expériences ont été tentées avec les anticorps TAF4 (32TA) et (20TA) disponibles a
I’institut ainsi qu’avec un anticorps commercial (Abcam) mais ces anticorps ne semblent pas
fonctionner en ChIP. Des essais avec ’anticorps FLAG couplé a des billes sépharoses
(SIGMA) ont également été réalisés sur des cellules TAF4™ exprimant un TAF4 exogéne
muni d’une étiquette 3XFLAG (C3-TAF4-F). Si les conditions semblent réunies pour que le
ChIP fonctionne (I’anticorps ayant déja été testé avec succes pour le ChIP d’autres facteurs de
transcription), les résultats n’ont toutefois pas été concluants jusqu’a présent. Les cellules C3-
TAF4-F se révelent également peu efficaces car au mieux, un enrichissement de 3 fois est
observé sur le promoteur ribosomal étudié. Or, ce promoteur contient une boite TATA et le

géne est fortement exprimé de maniere constitutive normalement...

L’équipe envisage donc de construire une nouvelle lignée de fibroblastes
embryonnaires murins dans laquelle la protéine TAF4 sera fusionnée en C-terminal avec les
étiquettes HA et V5. L’objectif est de déterminer 1’ensemble des promoteurs sur lesquels se
fixe TAF4 et de les comparer avec ceux sur lesquels se fixe TBP, afin d’en déduire des

régions precises sur lesquelles TAF4 se fixe mais pas TBP.
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Etant donné que TAF4 est partagé entre plusieurs complexes multiprotéiques
(notamment TFIID et le sous-complexe de TAFs), il faudra désormais discriminer la
participation exacte de chacun de ces complexes a la régulation génique. Le complexe a 5

TAFs se fixe-t-il spécifiquement au niveau des promoteurs dépourvus de boite TATA ?

TAF4 et son paralogue TAF4b affichent des spécificités de génes cibles et la
compétition entre ces deux protéines régulerait 1’expression des génes controlant la

prolifération cellulaire (Mengus et al., 2005).

Lors de mes expériences d’IP et de gel filtration, j’ai pu mettre a jour un nouveau
complexe autour de TAF4b. Des expériences de ChIP supplémentaires seront nécessaires
pour déterminer les génes cibles régulés par TAF4b et pouvoir les comparer a ceux de
TAF4. De cette maniére apparaitront les genes cibles communs aux deux facteurs paralogues
dont les génes régulateurs du cycle cellulaire font certainement partie, et les genes cibles

spécifiques.

Enfin, la réalisation d’expériences de double-immunoprécipitations de la chromatine
serait une démarche élégante pour identifier les protéines liées a TAF4 durant le processus
d’activation de la transcription, et apporterait une vision plus globale et dynamique des

complexes présents au niveau de ces promoteurs.

C.  TAF4 et les modifications post-traductionnelles des histones

TAF4, en tant que co-activateur, participe a 1’activation de la transcription de génes
cibles. En générant des complexes holo-TFIID altérés dans la Drosophile, 1’équipe de Tjian a
identifié le domaine ETO de TAF4 en tant que domaine de co-activation ciblé par Pygopus,
une protéine requise pour la transcription du gene Wingless de la cuticule nue (Wright and
Tjian, 2009). Ce résultat établit une fonction coactivatrice a TAF4 et fournit une stratégie

permettant de disséquer les mécanismes de la fonction de TFIID et du petit complexe in vivo.

L’activation de la transcription de la plupart de ces génes est couplée a 1’acétylation
des histones. Parmi la liste des partenaires potentiels d’interaction via le motif hTAF4-
TAFH se trouvent des enzymes impliquées dans les modifications post-traductionnelles ou

dans le remodelage de substrats chromatiniens comme par exemple la sous-unité CRSP 130
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du Meédiateur, plusieurs histones deacetylases, déemethylases et un nombre important de
kinases impliquées dans le contrdle du cycle cellulaire (Wang et al., 2007). Il se pourrait donc
que TAF4 ait un role dans les modifications covalentes de la chromatine.

IV Taf4, un nouveau géne suppresseur de tumeurs

A.  L’inactivation de TAF4 et la transformation phénotypigue

Mes travaux de recherche ont permis de montrer que TAF4 est un géne suppresseur de
tumeur dans les fibroblastes embryonnaires murins (MEFs). En effet, son inactivation conduit
a la formation de sarcomes indifférenciés dans des souris nues. Nous avons également mis
en évidence I’effet anti-tumoral de 1’acide rétinoique (AR) sur des fibroblastes embryonnaires
murins taf4-/-. L’ajout d’AR dans les MEFs a des effets contraires in vitro et in vivo. Alors
qu’in vitro, I’AR transforme le phénotype des MEFs sauvages en un phénotype similaire a
celui des MEFs taf4-/-, de maniere surprenante, in vivo, il supprime la formation de tumeur

dans les souris nues.

B. Induction de sarcomes

Dans les lignées fibroblastiques, I’inactivation de TAF4 entraine la transformation des
cellules et I’apparition de tumeurs dans les souris nues. Nous pourrions essayer d’extrapoler
ce résultat avec des échantillons tumoraux issus de cancers humains de type sarcomes, afin
de voir par Real-Time RT PCR d’une part, et par immunohistochimie d’autre part si le géne

Taf4 est impliqué dans ces cancers, et si oui, s’il est dérégulé, réprimé voir muté.

Si tel est le cas, nous pourrions ensuite examiner les génes dérégulés dans ces tumeurs
humaines par la réalisation de puces Affymétrix puis comparer I’expression de ces génes a
celle que nous avons obtenue dans les sarcomes issus de nos lignées en culture. Nous
pourrions alors mieux visualiser les génes dont I’expression est dérégulée dans les deux types
de sarcomes et essayer d’isoler la/les voie(s) de signalisation responsable(s) de 1’apparition de

ces tumeurs.

C.  Un nouveau mode d action de [acide rétinoique ?

Les rétinoides sont couramment employés dans le traitement des cancers, pour leur

action anti-proliférative, ou leur capacité a induire une différenciation. Cependant dans
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notre modele, I’AR n’affecte pas la prolifération, 1’apoptose ou le cycle cellulaire, mais
semble agir au niveau de la migration, de 1’adhésion et de 1’invasion des cellules en jouant sur

la constitution de la matrice extracellulaire.

Or, dans la littérature, I’AR est connu pour agir selon 3 modes distincts : en induisant
I’apoptose, en arrétant la croissance des cellules malignes ou en induisant une rétro-
différenciation en cellules normales. Nous avons donc identifié les prémices d’un nouveau
mécanisme anti-tumoral de I’AR, différent de ceux décrits par exemple dans les cellules de
leucémie aigiie promyélocytaire ou de carcinome embryonnaire. Celui-ci semble basé plus
spécifiqguement sur le remodelage de la matrice extracellulaire et sur la modification des

propriétés adhésives au sein du microenvironnement tumoral aprés ajout d’AR.

D. Une voie de signalisation spécifique entrainant la tumorigenése

Des études supplémentaires via 1’analyse des puces Affymetrix ont été réalisées afin
de détecter la voie de signalisation responsable de cette réversion tumorigénique. Plusieurs
génes candidats nous paraissent intéressants, car ils pourraient intervenir dans les

modifications cellulaires observées in vitro et dans la réversion de la tumorigeneése.

Parmi ces génes, nous trouvons Col6a3, un membre de la famille des collagénes. Il a
déja été démontré que I’expression de Col6a3 est fortement induite dans des lignées tumorales
résistantes au cisplatine (Sherman-Baust et al., 2003). L’induction de son expression corréle
avec une augmentation de 1’agressivité des cellules. Dans notre modéle, son expression est
fortement diminuée, ce qui pourrait modifier les propriétés d’adhésion et de motilité dans
I’environnement sous-cutané. De plus, Col6a3 est un gene cible direct de la voie TGF via
SMAD3 (Verrecchia et al., 2001). Donc cette protéine pourrait jouer un réle clef en étant

située a ’intersection des voies de TGFf et de I’AR.

Un autre géne nous parait également intéressant : la transglutaminase 2 (TGM2).
C’est I’'un des genes les plus fortement induits dans nos cellules et c’est un géne cible direct
des RARs (Ma et al., 2003). TGM2 catalyse la transamidation et le pontage des kératines. Il a
été démontré que son expression est fortement réprimée par I’oncogéne myc, mais induite
par les inhibiteurs HDAC lors de leur activité anti-tumorale (Liu et al., 2007). TGM2 a

également une activité pro-apoptotique et il inhibe la croissance des tumeurs du colon et
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I’angiogenese ‘Lentini, 2008) ; Jones, 2006. La surexpression de TGM2 pourrait donc limiter

I’invasion des cellules et inhiber leur capacité a s’établir dans 1’environnement sous-cutané.

D’autres geénes sont fortement induits ou réprimés. Par exemple, la
préproenképhaline (PENK) est fortement inhibée. Le role de PENK est bien étudié dans le
systéme nerveux mais son expression dans d’autres types cellulaires a été décrite. Son
expression est induite par la voie TGF-beta lors de la prolifération des chondrocytes, mais

réprimée par I’AR (Villiger and Lotz, 1992). Sa fonction reste inconnue.

Enfin, nous observons une forte induction de PRSS35, une protéase sécretée. Les
fonctions exactes de cette protéine ne sont pas encore connues, on sait simplement qu’elle est

exprimée lors de la maturation des oocytes (Wahlberg, 2008).

E.  Une piste en cours ?

L’analyse des cellules taf4” in vitro a été réalisée afin d’évaluer I’effet de AR dans
des tests d’adhérence sur différents substrats, tels que le collagéne, la fibronectine et la
laminine. L’AR n’affecte pas I’adhésion en conditions classiques, mais influence 1’adhérence
sur des substrats qui miment mieux 1’environnement sous-cutané. Si I’on compare 1’adhérence
sur des matrices de collagéne (I et IV) des fibroblastes taf4”, traités & ’AR (TAR) et non
traités (NT), on s’apercoit que les cellules NT résistent bien mieux que les TAR a ce substrat

et proliférent davantage. L’ effet contraire est observé sur le substrat fibronectine.

Afin de poursuivre cette approche, les génes potentiellement impliqués dans 1’effet de
I’AR seront inactivés par siRNA et les effets sur la morphologie, I’adhérence et la motilité
seront évalués. De plus, ces génes seront surexprimés a partir d’un vecteur dont le promoteur
est insensible a I’AR (afin que I’expression ne soit pas réprimée par I’AR) et 1’effet sur les
propriétés in vitro sera évalué. Nous générerons également des lignées stables par infection
rétrovirale surexprimant ces protéines. Nous regarderons leur viabilité a plus long terme,
comparerons leurs différences par rapport aux C3 taf4”" pour former des colonies, proliférer,
et survivre. Puis nous tenterons, si besoin est, des expériences d’injection de ces cellules en

sous-cutané dans les souris nues comme celles réalisées pour les C3 taf4™",
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L’effet de la surexpression de ces genes sur la formation des tumeurs in vivo sera
ensuite évalué. On pourrait aussi examiner les effets de I’AR sur la synthese et la localisation
subcellulaire de ces génes dérégulés lors de la tumorigenese. L’ensemble de ces expériences
devrait permettre de mieux comprendre les mécanismes induisant 1’effet anti-tumoral de
I’AR.

V. Elargissement de [étude sur la tumorigenése induite par les fibroblastes

TAF4

Des régions hypoxiques sont présentes dans de nombreuses tumeurs solides et jouent
un rble majeur dans la croissance tumorale et la progression métastatique. Au sein des
sarcomes observés, le centre des tumeurs est nécrosé, témoin d’une privation d’oxygene. La
présence de régions hypoxiques au sein d’une tumeur est un désavantage en termes de
pronostic. En effet, les tumeurs hypoxiques sont moins sensibles a la chimiothérapie et la
radiothérapie et ont un potentiel métastatique élevé. Il serait donc intéressant de regarder si
la perte de TAF4 participe a I’induction de I’un de ses genes cibles clefs dans la réponse des
cellules a ’hypoxie. Si le microenvironnement tumoral joue un réle fondamental dans la
réversion du tumorigénicité, une étude plus approfondie de I’hypoxie et notamment de la
variation I’expression de HIFle dans les C3 et les C3+RA, ainsi que dans les régions

d’implantation des tumeurs serait a envisager.

De plus, la formation de tumeurs est a 1’origine du développement de nouveaux
vaisseaux sanguins approvisionnant ces tumeurs, également appelé néo-angiogenese. Sur la
photo ci-dessous (Fig.99) prise aprés injection de fibroblastes TAF4" en sous-cutané dans
une souris nue, on peut observer nettement I’important flux sanguin qui circule dans les
vaisseaux approvisionnant la tumeur. D’ailleurs, les images d’histopathologie des tumeurs
montrent clairement la présence de nombreux vaisseaux sanguins irriguant les tumeurs

(Fig.2 du manuscrit 2).
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Figure 99 : Vaisseaux sanguins approvisionnant la tumeur d’une souris nue ayant été injectée avec 2x10°

cellules de type C3.

Cette néo-angiogenese est un événement précoce et important dans la progression
tumorale. Elle permet I’apport de I’oxygene et des nutriments nécessaires a la croissance de la
tumeur. Les vaisseaux qui irriguent les tumeurs présentent des caractéristiques structurales et
fonctionnelles différentes de celles de vaisseaux normaux. La vascularisation au sein des
tumeurs solides présente des ramifications tortueuses. Le réseau sanguin qui irrigue les
tumeurs assure une perfusion inadéquate en raison de ’absence de structure hiérarchisee, de
la présence de shunts artério-veineux et d’extrémités aveugles. Il serait donc particuliérement
intéressant de regarder si parmi les genes responsables de la néo-angiogenese, certains sont

régulés par la protéine TAF4.

1I. Vers la recherche clinique ?

La compréhension des mécanismes moléculaires permettant la transformation
cellulaire est un enjeu capital dans la lutte contre le cancer. Nous avons montré I’implication
de TAF4 dans la transformation des MEFs, dans leur migration cellulaire et dans leur
adhésion. Ceci fait de TAF4 un candidat potentiellement trés intéressant dans le processus de
transformation cellulaire. La compréhension plus fine du role de TAF4 dans tous ces

mécanismes pourrait a terme aboutir a la mise en place de drogues permettant d’induire
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I’action de TAF4. L’AR est un bon candidat, il est d’ailleurs deja utilisé dans plusieurs types

de sarcomes :

Le sarcome de Kaposi (SK) est un exemple de sarcome traité d’ores et déja avec une
isoforme de I’AR. (L’action du RA sur ce sarcome n’est peut-étre pas semblable a celle que
nous retrouvons qui se produit lors des injections de MEFs C3+RA dans les souris
immunodéficientes). Le SK est une maladie dont la présence amene un diagnostic de sida.
Cette maladie cancéreuse peut se manifester sur la peau ou se développer a ’intérieur de
I’organisme. Il peut également se déclarer au niveau des tissus muqueux, comme la muqueuse
buccale, ainsi qu’au niveau des ganglions lymphatiques ou des organes internes comme les
intestins, les poumons ou le foie. Le SK apparait sous la forme de Iésions ou de taches qui
peuvent ressembler a des ecchymoses. Le type de traitement offert dépend de 1’endroit, de la
taille et de I’ampleur des 1ésions. Le Panretin (acide 9-cis-rétinoique), une forme gélifiée
d’acide rétinoique, a récemment été approuvé aux Etats-Unis pour le traitement du SK. C’est

un inhibiteur de I’angiogen¢se.

Les thérapeutiques inhibitrices de la production des cytokines ont également fait
I'objet de plusieurs publications récentes. Un dérive de I'acide rétinoique, inhibiteur de la
production de cytokines, notamment de l'interleukine 6, a permis en administration locale
d'obtenir 27 % de réponses objectives sur les Iésions traitées dans une étude sur 115 patients.
Le RA-9-cis administré par voie orale a permis d'observer également plus de 37 % de
réponses positives chez 38 patients le plus souvent prétraités. Des réponses encourageantes
ont également été observées avec un rétinoide sous forme liposomale administré par voie
intraveineuse. Ces différentes approches, basées sur une meilleure compréhension de la
physiopathologie du sarcome de Kaposi, semblent donc prometteuses d'autant qu'elles sont
associees a une toxicité limitée par rapport aux chimiothérapies conventionnelles administrées

dans ces affections.

Avec cette découverte d’une nouvelle voie de régulation de I’AR, on peut envisager
que I'utilisation de 1’acide rétinoique puisse étre ¢largie dans le futur aux traitements d’autres
maladies. Mais pour cela, il reste encore a déterminer tous les intervenants de cette nouvelle
voie afin de comprendre plus précisément le role de 1’acide rétinoique sur la matrice

extracellulaire.
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