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TBP, un facteur
de transcription
universel ?

Irwin Davidson, Igor Martianov, Stéphane Viville

> Le facteur de transcription TBP (TATA-binding
protein) est une sous-unité de plusieurs com-
plexes macromoléculaires nécessaires a la trans-
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cription par les trois ARN polymérases nucléaires.
Cette observation avait conduit a faire de TBP un
facteur «universel» de la transcription. La dé-
couverte de trois protéines apparentées a TBP, et

d’un complexe macromoléculaire dépourvu de TBP,

W
mais capable d’initier la transcription par I’ARN g
polymérase Il in vitro, a conduit a remettre en =
cause le caractere universel de TBP. Plusieurs z
études in vivo ont montré que TBP a plut6t un rdle
specifique dans I’activation de certains génes Institut de génétique et de
impliqués dans la prolifération cellulaire. De plus, biologie moléculaire et
. . . . n cellulaire, 1, rue Laurent Fries,
I:aldomF1|ne amlnotermlnc.}l de TBP joue unrdle dans 67404 lllkirch Cedex, France.
I’établissement de la tolérance feetomaternelle. < Des protéines irwin@titus. u-strasbg. fr
apparentées a TBP
B 1 e L La remise en cause du caractere universel de TBP est
venue de la découverte de protéines apparentées a TBP.
En effet, trois protéines TRF1 (TBP-related factor 1), TLF
Linitiation de la transcription par les ARN polymérases  (TBP-like factor)/TRF2 et TRF3 ont été identifiées et
fait intervenir une machinerie complexe, mais conservée  caractérisées [11-17]. La similarité entre ces protéines
au cours de 'évolution. La protéine TBP (TATA binding est limitée au domaine carboxyterminal conservé
protein) est un des facteurs clés dans ce processus. n  (Figure 2A-C). TRF2 présente 60% de similarité et 40%
effet, TBP parait essentiel pour la transcription par les  d’identité avec TBP, mais TRF1 et TRF3 sont encore plus
trois ARN polymérases, pol I, pol Il et pol Il [1-5]. proches de TBP. Dans tous ces facteurs, les sites d’in-
TBP reconnait I"élément TATA en amont du site d’initia-  teraction de TFIIA et de TFIIB sont conservés et TRFI et
tion d’un grand nombre de promoteurs (Figure 1). Cest  TRF3 se fixent sur les séquences TATA. €n revanche, TRF2
une protéine bipartite, avec une région aminoterminale  ne fixe pas les éléments TATA [11] et aucun site de fixa-
variable et un domaine carboxyterminal tres conservé.  tion de TRF2 n’est actuellement connu.
Le domaine aminoterminal présente une importante
variabilité de séquence et de taille en fonction des TRF1
especes (Figure 2A). Le domaine carboxyterminal est TRFL n’existe que chez la drosophile ol il est exprimé
conservé a pres de 80% entre la levure et I’lhomme. Il pendant "embryogenése puis, de fagon spécifique, dans
adopte une structure en «selle de cheval» (Figure 2D) le systéme nerveux central et les cellules germinales chez
avec une face concave hydrophobe interagissant avec  I’adulte [16, 18]. TRFI agit comme un facteur de trans-
I’ADN et une face convexe qui interagit avec TFIIA, TFIIB  cription spécifique pour I"expression d’un sous-ensemble
et autres facteurs [6-10]. de génes dont Tudor [18]. TRF1 dirige la transcription de
Sa forte conservation et sa présence dans les complexes  Tudor a partir d’'un deuxieme site d’initiation en amont
d’initiation des trois ARN polymérases ont fait de TBP le  de celui dirigé par TFIID (Figure 3A). De plus, TRF1 inter-
«facteur de transcription universel». Des découvertes agit avec BRF (TFIIB-related factor), un facteur de trans-
récentes ont changé notre perspective sur ce caractére cription pol Ill, et semble se substituer a TBP pour la
universel de TBP. transcription pol Ill dans cet organisme [19].
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TRF2/TLF

La fonction de TRF2 a été étudiée in vivo chez Caeno-
rhabditis elegans, Xenopus laevis et le poisson zebre.
Dans ces trois organismes, TRF2 est nécessaire a I'ex-
pression d’un sous-ensemble de genes lors du déma-
rage de la transcription zygotique dans I’embryon pré-
coce, la perte de TRF2 étant létale au stade
embryonnaire [20-23]. Le TRF2 maternel est donc
nécessaire pour la transcription zygotique de certains
génes essentiels chez ces trois espéces.

TRF2 est également essentiel a I’embryogenése chez la
drosophile ou il est indispensable a la progression du
cycle cellulaire. La purification du TRF2 endogene a partir
d’extraits d’embryons a démontré sa présence dans un
complexe multiprotéique [24]. Ce complexe contient des
facteurs de remodelage de la chromatine (par exemple la
sous-unité catalytique ATPase, IWSI) ainsi que DREF (DNA
replication-related element binding factor) (Figure 3C).
Chez la drosophile, de nombreux genes impliqués dans la
progression du cycle cellulaire possedent des éléments
(DRE) de fixation pour DREF. TRF2 régule ainsi I’expres-
sion de ces génes en se fixant indirectement sur leur pro-
moteurs par I'intermédiaire de DREF.

L'inactivation de TRF2 dans les cellules lymphoides
DT40 de poulet a révélé d’autres fonctions [25]. Dans
ces cellules, TRF2 est cytoplasmique et est importé
dans le noyau uniquement lors de la phase G2 du cycle
cellulaire ou aprés exposition au stress (UV). Par
conséquent, les cellules trf2~ ont une phase G2 rac-
courcie et sont moins sensibles au stress.

Chez les mammiferes, TRF2 a une fonction beaucoup plus
spécialisée. Chez la souris, TRF2 est tres fortement exprimé
dans les cellules méiotiques au stade pachytene et dans
les spermatides ronds haploides [26]. Les souris trf2”"
sont viables. Contrairement donc aux autres organismes,
TRF2 n’est pas essentiel a ’embryogenése murine. Les sou-
ris trf2”~ femelles sont fertiles mais les males sont stériles
en raison d’une absence totale de spermatozoides
matures. La spermiogenése est interrompue par I’apop-
tose tardive des spermatides ronds. Ces spermatides sont
caractérisés par une désorganisation de leur hétérochro-
matine avec une fragmentation du chromocentre [27].
Ces études démontrent que TRF2 a évolué dans sa fonc-
tion: d’un facteur jouant un rdle essentiel pour la viabi-
lité cellulaire et I’embryogenese, il est devenu un élé-
ment hautement spécialisé dans la spermatogenése.

Du nouveau sur TBP
Des expériences in vitro suggéraient un role du domaine

aminoterminal de TBP dans la fixation de TBP a I’ADN et la
transcription des promoteurs possédant un élément TATA
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Figure 1. Structure des promoteurs des génes transcrits par les ARN polymé-
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rases|, Il et Ill. TBP (TATA binding protein) est une sous-unité des complexes
nécessaires a la transcription par les trois ARN polymérases. A. La transcription
par I’ARN polymérase | (Pol I) des génes codant pour les ARN ribosomiques
(ARNr) nécessite la fixation de UBF (upstream binding factor) a I’élément régu-
lateur UE (upstream element) et la fixation du complexe SL1 (selectivity factor
1), contenant TBP et trois TAF (TBP-associated factors), au promoteur proximal
CE€ (core element). B. La transcription par I’ARN polymérase Il (pol 1) des ARNm
peut faire intervenir le complexe TFIID (transcription factor 1ID), formé de TBP
et de treize TAF (représentés ici par un seul disque). C. La transcription par pol
Il peut aussi se faire par I'intermédiaire du complexe B-TFIID formé de TBP et
BTAFL. D. TRF3 (TBP-related factor) est un nouveau facteur impliqué dans la
transcription par pol Il. Son interaction avec les TAF reste a démontrer. €. La
transcription par pol lll fait intervenir les complexes TFIIIA et TFIIIC qui se fixent
sur les éléments intragéniques, par exemple du géne codant pour les ARN ribo-
somiques 55 (ARN 5S) comme indiqué ici. Le complexe TFIIIB contenant TBP se
fixe en amont du gene. F. Dans le cas de la transcription du géne codant pour
les petits ARN nucléaires U6 (ARN U6), TBP se fixe sur I’élément TATA et interagit
avec le complexe SNAPc (small nuclear RNA-activating protein complex) fixé
sur PSE (proximal sequence element) par I'intermédiaire de son domaine ami-
noterminal. activation du géne ARN U6 se fait par le facteur Octl (octamer-
binding transcription factor 1) fixé & une séquence OCTA (octamer). Pour plus
de clarté, les cing sous-unités du complexe SNAPc sont réprésentées par un
seul disque. BRF2: TFlIB-related factor, subunit of RNA polymerase Il trans-
cription initiation factor.



[28]. Chez la levure, la délétion de la région aminotermi-
nale est létale seulement en combinaison avec d’autres
mutations dans le domaine conservé affectant la fixation

plex) qui augmente la transcription du géne U6 par pol |1l
[30]. Malgré ces résultats et des études structurales sur
la TBP de Saccharomyces cerevisize [31], la fonction de

a ’ADN [29]. D’autres études ont mis en évidence une
interaction entre le domaine aminoterminal et le com-
plexe SNAPc (small nuclear RNA activating protein com-
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Figure 2. Organisation et structure de la famille des TBP (TATA binding pro-
teins). A. Organisation de TBP de différentes espéces. Le domaine aminotermi-
nal est réprésenté en jaune et la présence des répétitions des résidus gluta-
mines (Q) en noir. Le polymorphisme allélique humain (28-42 glutamines) est
indiqué. La structure du mutant TBPAN murin (souris AN) mentionné dans I’ar-
ticle ainsi que I’épitope FLAG (étiquette génétique) (F) sont également sché-
matisés. U'alignement de TRF1 (TBP-related factor 1) et de la famille TBP sont
présentés. Le premier acide aminé du domaine conservé est indiqué pour cha-
cun des TBP. B, C. Alignement de TRF3 et TRF2/TLF (TBP-like factor) et de la
famille TBP. La répétition directe qui forme la structure en selle de cheval du
domaine conservé est indiquée par les fleches. D. Représentation de la struc-
ture en selle de cheval du domaine carboxyterminal conservé de TBP, détermi-
née par cristallographie aux rayons X. H1, HI’, H2 et H2’ représentent les
hélices ot et S1-S5 et S1’-S5’ les feuillets P.
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ce domaine in vivo restait encore énigmatique.

Inactivation du domaine aminoterminal de TBP

Une mutation astucieuse a été introduite dans le domaine
aminoterminal du TBP murin [32]. Ce nouvel alléle code
pour une protéine TBP tronquée (TBPAN), constituée prin-
cipalement de la région carboxyterminale (Figure 24). Seul
un petit nombre de souris homozygotes pour cette muta-
tion (tbp®4) sont présentes dans la progéniture, mais
elles apparaissent normales. Cette observation exclut un
role essentiel pour le domaine aminoterminal de TBP,
conclusion confirmée par I'étude de la transcription des
trois ARN polymérases dans les fibroblastes embryonnaires
thpWAV [33]. La majorité des embryons thp™ meurent
in utero, mais ne présentent pas de malformations évi-
dentes. €n revanche, les placentas sont le siége d’anoma-
lies impliquant le mélange du sang feetal et maternel et
d’une abondante hémophagocytose par les cellules
géantes du trophoblaste. Par ailleurs, les embryons
thpW W survivent lorsqu’ils se développent dans des souris
immunodéprimées, par exemple ragl™ ou des souris SCID.
De plus, la combinaison de la mutation thpV¥ et de la
mutation du géne codant pour la 32-microglobuline (32m)
permet également une viabilité accrue des embryons
tbp W/ B2m™~. Ces expériences indiquent que la morta-
lité des embryons thp® est due a une anomalie du pla-
centa impliquant un défaut de I’établissement de la tolé-
rance feeto-maternelle. L'ensemble de ces observations
suggere que le domaine aminoterminal de TBP joue un réle
dans un processus dépendant de la f2m qui normalement
inhibe le rejet immunologique maternel du feetus. Le méca-
nisme moléculaire de cet effet reste inconnu.

Inactivation totale du géne thp

Le géne codant pour TBP a été inactivé dans des cel-
lules de poulet et chez la souris. L'inactivation d’un des
alleles de TBP dans les cellules DT40 provoque un ralen-
tissement du cycle cellulaire et une augmentation de
’apoptose [34] dus & une baisse de I’expression de la
phosphatase Cdc25B entrafnant une augmentation de
la forme phosphorylée et inactive de Cdc2.

Un réle direct pour TBP dans la régulation du cycle cel-
lulaire est également suggéré par I’observation selon
laquelle le niveau de TBP est augmenté dans les cellules
transformées par I’oncogéne Ras [35]. De plus, la sur-
expression de TBP provoque la transformation oncogé-
nique. Ces observations démontrent que TBP regle pré-
férentiellement des génes impliqués dans la
progression du cycle cellulaire.
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Chez la souris, les animaux TBP hétérozygotes sont nor-
maux et fertiles, mais aprés croisement, aucune souris
tbp™~ n’est détectée. Dans les embryons thp™~, la proli-
fération cellulaire s’arréte entre le stade huit cellules et
blastocyste avec la déplétion du TBP maternel [36]. Les
blastocystes thp~~ mis en culture meurent par apoptose
apres 48 heures. Or, malgré I'impossibilité de détecter
TBP dans ces blastocystes, une abondante transcription
par pol Il, comparable aux cellules sauvages, est obser-
vée (Figure 4). €n revanche, il y a bien un arrét de la
transcription par les ARN pol | et pol IlI.
Comment expliquer la persistance de la transcription pol Il
dans les cellules thp™~ ? Il est possible que TRF3 puisse se
substituer a TBP. Le domaine carboxyterminal de TRF3 possede une forte
similarité avec TBP, et TRF3 fixe les éléments TATA [17]. Néanmoins, il
reste a démontrer I'expression de TRF3 et son activité transcriptionnelle
dans ’embryon précoce.
Une autre possibilité est que TBP soit nécessaire a I’activation de novo
de la transcription, mais pas a la ré-initiation. Une activation de novo
a lieu lors du démarrage de la transcription zygotique et apres chaque
mitose. €n effet, TBP reste associé a certains promoteurs dans la chro-
matine condensée pendant la mitose, programmant
ainsi ces promoteurs a une activation précoce au cours
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SUMMARY

TBP, a universal transcription factor?

The TATA binding protein (TBP) is a subunit of several
macromolecular complexes required for transcription by
the three nuclear RNA polymerases. This observation led
to the idea that TBP is a « universal » transcription fac-
tor. The discovery of three TBP-related factors and a
macromolecular complex which lacks TBP but can sup-
port RNA polymerase Il transcription in vitro has led to a
reappraisal of the universal character of TBP. Several in
vivo studies have rather shown that TBP plays a specific
role in the activation of a subset of cellular genes
controlling the cell cycle. In mammals, the aminotermi-
nal region of TBP plays a highly selective role in the
maternal immunotolerance of pregnancy. ¢

du cycle cellulaire [37]. Par conséquent, il est possible

que TBP initie la transcription dans les cellules thp™~ A
jusqu’a ce que sa concentration devienne insuffisante.
) o TRF1 — Tudor
TBP est alors remplacé dans le complexe de réinitiation —
TC =11 TATA  +1

par TRF3 ou un autre facteur permettant une persis-
tance de la transcription pol II.
Il est également possible que cette transcription (ini-

TFIID

tiation et/ou ré-initiation) soit assurée par le complexe

. - TFIIA
TRF1 ARN 55
A I*

[

TFTC (TBP-free TAFlI-containing complex). Le complexe TFIIC
TFTC est constitué d’un sous-ensemble de TAF, mais ne c
contient pas de TBP [38]. Ce complexe peut se substi-
tuer a TFIID et permettre une transcription basale et ISWI gg“ﬁgﬁ'ﬂfteéts
régulée in vitro. Toutefois, ni TRF3, ni TFTC ne pourraient TRE2 SR
assurer seuls la transcription de tous les genes néces- DREF —> a PCNA
saires a la prolifération cellulaire. T DRE -63 TATA  +1
TFIID

Conclusions

Les résultats présentés ici révelent des propriétés
inattendues pour TRF2 et TBP. D’un élément nécessaire
lors de "embryogenése, TRF2 est devenu un facteur
spécialisé dans la spermatogenése chez les mammi-
feres. TBP n’est plus a considérer comme un facteur
universel de la transcription mais comme un facteur
intervenant lors de I’activation de genes spécifiques
contrélant le cycle cellulaire. De plus, TBP semble pos-
séder une fonction spécialisée liée a son domaine ami-
noterminal dans I’établisssement de la tolérance
feetomaternelle. ¢
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Figure 3. Transcription par TRF1 et TRF2 (TBP-related factors 1 et 2). A. La
structure du promoteur du gene Tudor est schématisée ainsi que les complexes
qui interviennent a chaque site d’initiation. B. Schéma du géne codant pour les
ARN ribosomiques 55 (ARN 5S) (voir Figure 1€) sous le contrdle du complexe
TRF1-BRF (TFIIB-related factor). C. La structure du promoteur du gene PCNA
(proliferating cell nuclear antigen) est schématisée montrant la présence des
sites de fixation TATA, €2F (facteur de transcription €2F) et DRE (DNA replica-
tion-related element). Le complexe TFIID (transcription factor IID) initie la
transcription au promoteur proximal et le complexe TRF2 au promoteur distal,
une organisation analogue a la transcription de Tudor a partir de deux sites
d’initiation par TFIID et TRF1. TAF: TBP-associated factor; NURF: nucleosome-
remodeling factor ; ISWI: imitation SWitch; DREF: DRE-binding factor.
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Figure 4. Inmunodétection de TBP et de la transcription pol Il dans

des blastocystes. A. Inmunodétection de TBP dans les blastocystes
de souris sauvages (WT) et tbp”". Marquage immunofluorescent de
blastocystes de souris par un anticorps monoclonal anti-TBP. TBP

est visible dans le noyau de chaque cellule des blastocystes thp™*

(WT), mais pas dans les blastocystes thp™~

. Le marquage de ’ADN
nucléaire par le colorant Heechst indique la présence d’un nombre
réduit de cellules dans les blastocystes tbp™~. B. Inmunodétection
de la transcription pol Il dans les blastocystes sauvages et thp™".
Apres 24 heures de culture, les chaines d’ARN en cours de synthese
sont marquées par I'incorporation de Br-UTP. LARN ainsi marqué
est détecté par une réaction croisée avec un anticorps anti-Br-UTP.
Les images montrent une cellule individuelle visualisée a intérieur
d’un blastocyste par microscopie confocale. Un fort marquage du
nucléoplasme est visible dans les cellules sauvages et tbp™~ cor-

respondant a la transcription pol Il (voir [36]).
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