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 Dans la cellule, le processus de transcription est un des principaux mécanismes régulé 

en réponse aux différents stimuli. La transcription consiste en la copie de l’information 

génétique contenue sur le brin matrice d’une portion de la molécule d’ADN appelée gène. 

Cette copie génère une molécule d’ARN qui pourra soit être traduite en protéine dans le cas 

des ARN messager (ARNm), soit être fonctionnelle en tant que telle pour les molécules 

appelées, dans ce cas, ARN non codant (ARNnc). Ce dernier type de molécules est impliqué 

dans des mécanismes cellulaires variés et regroupe, entre autres, les ARN de transfert (ARNt) 

et les ARN ribosomiques (ARNr) intervenant dans la synthèse protéique ou les petits ARN 

nucléaires (ARNsn) et nucléolaires (ARNsno) ainsi que les petits ARN des corps de Cajal 

(ARNsca) participant à la maturation d’ARN cellulaires.  

 

Le mécanisme de transcription est réalisé par des enzymes appelées ARN polymérases ADN 

dépendantes. Chez les eucaryotes, il existe trois ARN polymérases chacune spécifique d’une 

certaine classe de gènes (Tableau 1). L’ARN polymérase I (Pol I) transcrit les gènes codant 

les ARNr tandis que l’ARN polymérase II (Pol II) est responsable de la synthèse des ARNm 

et de certains petits ARNs nucléaires. Les gènes des ARNt, de l’ARNr 5S ainsi que certains 

ARNnc tels que l’ARNsn U6 ou l’ARN 7SK sont, quant à eux, transcrits par l’ARN 

polymérase III (Pol III).  

 

 

ARN polymérase I  ARNr 28S, 18S, 5.8S (précurseur) 

  ARNm 

  ARNsn U1, U2, U4, U5, U11, U11 et U4atac  

ARN polymérase II ARNsno U3, U8 et U13 

  ARN de la télomérase 

  ARNmi (précurseurs) 

  ARNt 

  ARNr 5S 

  ARN 7SL 

ARN polymérase III ARNsn U6 

  ARN de la MRP 

  ARN H1 de la RNase P 

  ARN 7SK 

  
ARN Y4 
ARNmi (précurseurs) 

 

Tableau 1: ARN synthétisés par les ARN polymérases ADN dépendantes eucaryotiques 
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La transcription se réalise en trois étapes : l’initiation, l’élongation et la terminaison. 

L’initiation de la transcription consiste en la reconnaissance du promoteur par la machinerie 

de transcription, l’ouverture de la double hélice d’ADN et la synthèse d’un hybride 

ARN/ADN. Si cet hybride est stable, le transcrit naissant sera allongé durant la phase 

d’élongation. L’étape de terminaison permettra le relargage du transcrit au niveau de signaux 

de terminaison de la transcription. La maturation du transcrit, comme l’ajout d’une coiffe à 

l’extrémité 5’, est réalisée parallèlement à l’élongation de la transcription. 

 

L’initiation est l’étape la plus régulée du mécanisme de transcription. Cette étape fait 

intervenir, outre la structure de la chromatine, différents facteurs de transcription qui 

participent à la reconnaissance du promoteur par la machinerie de transcription et régulent 

ainsi l’expression des gènes. Au cours de ma thèse, j’ai caractérisé de nouveaux gènes cibles 

du facteur de transcription Staf. Mes travaux ont consisté en une analyse fine du promoteur de 

trois gènes particuliers ainsi qu’à une identification des sites de liaison à l’ADN de Staf le 

long du génome humain. Ces travaux ont porté sur des gènes transcrits par la Pol II. De ce 

fait, je m’intéresserai dans l’introduction en premier lieu à la diversité des promoteurs 

reconnus par cette polymérase puis à la régulation de la transcription des gènes transcrits par 

cette enzyme. Dans une troisième partie, je présenterai plus précisement les caractéristiques et 

les fonctions du facteur de transcription Staf.  
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1. Diversité des promoteurs des gènes transcrits par l’ARN 

polymérase II chez les mammifères. 

 

Dans une cellule, l’expression de chaque gène est sous la dépendance d’une portion d’ADN 

appelée promoteur. L’étude de ces promoteurs permet de mieux comprendre le mode de 

régulation de la transcription des gènes. Pendant de nombreuses années, l’identification et la 

caractérisation des promoteurs ont été effectuées au cas par cas. Ces études individuelles sont 

actuellement toujours nécessaires pour la caractérisation fine d’un promoteur. Cependant, ces 

dernières années, l’obtention de séquences presque complètes du génome de nombreux 

organismes, associées à de nombreuses avancées technologiques ont permis d’étudier les 

promoteurs à l’échelle d’un génome entier. Ces analyses ont donné des résultats surprenants 

qui nous poussent à repenser la vision classique de l’initiation de la transcription. Dans celle-

ci, l’initiation est dirigée au niveau d’un nucléotide particulier, par un promoteur de base 

spécifique localisé en amont d’un gène. Cependant, il apparaît maintenant que de nombreux 

gènes possèdent de multiples sites d’initiation de la transcription ainsi que des promoteurs 

variés tels que les promoteurs alternatifs ou bidirectionnels. Ceci participe à la production 

d’un grand nombre d’ARNs à partir d’un nombre limité de gènes et augmente la complexité 

du transcriptome des mammifères. 

 

1.1. Vision classique des promoteurs  

 

Le promoteur est constitué de deux entités : le promoteur de base et le promoteur étendu. Le 

promoteur de base est défini comme la séquence d’ADN minimale permettant l’initiation de 

la transcription in vitro (pour une revue voir Roeder, 1996). Cette séquence, d’environ 70 

nucléotides (nts), est retrouvée de part et d’autre du site d’initiation de la transcription (TSS) 

annoté +1 au niveau de la molécule d’ADN. Cette région contient plusieurs motifs qui, seuls 

ou associés, permettent le recrutement de la Pol II via les facteurs généraux de la transcription 

(pour des revues voir Smale et Kadonaga, 2003; Juven-Gershon et al., 2006; Muller et al., 

2007). Le promoteur étendu, quant à lui, permet de moduler l’expression des gènes, en 

réponse à des signaux temporels ou spatiaux, en contrôlant l’activité du promoteur de base. Le 

promoteur étendu contient des séquences régulatrices spécifiques, plus ou moins éloignées du 

promoteur de base qui agissent en cis en recrutant des régulateurs transcriptionnels. On parle 
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de promoteur proximal lorsque ces éléments sont localisés à proximité du promoteur de base 

(+/- 250 nts) et de promoteur distal lorsqu’ils se situent à plusieurs milliers de paires de bases 

(pb). Pour ces derniers, les éléments activateurs sont appelés « enhancers » tandis que les 

« silencers » correspondent aux éléments répresseurs (pour une revue voir Blackwood et 

Kadonaga, 1998). Afin de limiter leur action longue distance, il existe, dans le génome, des 

éléments appelés « insulators » (pour une revue voir Gaszner et Felsenfeld, 2006). Seule la 

composition des promoteurs de base sera détaillée ci-dessous.  

 

1.1.1. Les éléments caractéristiques du promoteur de base des gènes de protéines 

 

Sept éléments du promoteur de base des gènes codant des protéines ont été identifiés à ce 

jour : la boîte TATA, l’initiateur Inr, l’élément promoteur aval ou DPE (Dowstream Promoter 

Element), les deux éléments reconnus par TFIIB ou BREs (TFIIB Recognition Elements), le 

motif 10 ou MTE (Motif Ten Element) et les ilôts CpG. 

 

- La boîte TATA 

 

Ce motif est le premier élément identifié dans le promoteur de base des gènes codant des 

protéines chez les eucaryotes (Goldberg, 1979; Breathnach et Chambon, 1981). Chez les 

métazoaires, il est localisé 25 à 30 pb en amont du TSS (Figure 1). Chez Saccharomyces 

cerevisiae, cette séquence est située plus en amont, à une distance comprise entre 40 et 120 

pb. La séquence consensus pour la boîte TATA est TATAWAAR d’après le code IUPAC 

présenté dans le Tableau 2 (Smale et Kadonaga, 2003). Cependant, plusieurs études ont 

montré qu’une grande variété de séquences riches en nucléotides A et T pouvait fonctionner 

in vivo (Singer et al., 1990; Patikoglou et al., 1999). Des mutations dans cet élément 

entraînent une réduction ou l’abolition de la transcription (Grosschedl et Birnstiel, 1980; 

Wasylyk et al., 1980; Breathnach et Chambon, 1981; Grosveld et al., 1981; Hu et Manley, 

1981). Il a été montré que le déplacement de la boîte TATA affecte la position du TSS et que 

sa localisation optimale est -31/-30 (Ponjavic et al., 2006). Il a été longtemps admis que cet 

élément était caractéristique des promoteurs de gènes de protéines. Cependant, ces dernières 

années de nombreuses études ont montré que moins de 10 % des gènes humains transcrits par 

la Pol II contiennent une boîte TATA dans leur promoteur (FitzGerald et al., 2004; Bajic et 

al., 2006). L’orientation de cet élément n’est pas essentielle à la direction de la transcription. 



  Introduction 

 

 -15- 

On observe uniquement une réduction de la force du promoteur si cette boîte est en 

orientation inverse (Xu et al., 1991). De nombreuses études ont mis en évidence qu’un 

complexe protéique appelé TFIID (Transcription Factor II D) se lie à cet élément via le 

facteur TBP (TATA Binding Protein) (pour une revue voir Burley et Roeder, 1996). Cette 

séquence peut, à elle seule, diriger l’initiation de la transcription mais est souvent retrouvée 

associée à un autre élément du promoteur de base : l’Initiateur (Inr). 

 

 

 

Figure 1 : Représentation schématique des éléments du promoteur de base des gènes de protéines 

transcrits par l'ARN polymérase II 

 

 

 

 

Tableau 2 : Résumé du code à une lettre dédié à l'ADN d’après l’IUPAC (International Union of Pure and 

Applied Chemistry) 

 

BREu BREdTATA Inr

+1

MTE DPE

-31/-26 +28/+32-2/+4-37/-32 +18/+27-23/-17

Symboles Bases concernées Origine de la désignation

A A Adénine

C C Cytosine

G G Guanine

T T Thymine

R A ou G puRine

Y C ou T pYrimidine

M A ou C aMine

K G ou T cétone (Keto)

S G ou C interactions fortes (Strong) (trois liaisons hydrogènes)

W A ou T interactions faibles (Weak) (deux liaisons hydrogènes)

H A ou T ou C tous sauf G, H précède G dans l'alphabet

B G ou T ou C tous sauf A, B suit A dans l'alphabet

V G ou C ou A tous sauf T, V précède U (Uracile) qui précède T dans l'alphabet

D G ou T ou A tous sauf C, D suit C dans l'alphabet

N A ou C ou G ou T n'importe quelle base (aNy)
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- L’élément Initiateur  

 

Cet élément chevauche le TSS et peut diriger per se l’initiation de la transcription. Cependant, 

il peut être associé à une boîte TATA et fonctionner en synergie avec celle-ci lorsque la 

distance entre ces deux éléments est comprise entre 25 et 30 pb chez les métazoaires (Figure 

1) (O'Shea-Greenfield et Smale, 1992). La séquence consensus de l’Inr chez les mammifères 

est YYA+1NWYY (Javahery et al., 1994; Lo et Smale, 1996). Le nucléotide A+1 de cette 

séquence correspond au TSS le plus communément utilisé. Cependant, il a été montré que la 

transcription pouvait être initiée au niveau d’un autre nucléotide. Comme dans le cas de la 

boîte TATA, l’Inr n’est pas essentiel à la direction de la transcription et seule la force du 

promoteur est affectée lorsque l’orientation de l’Inr est inversée (O'Shea-Greenfield et Smale, 

1992). Cet élément est reconnu par le complexe TFIID par l’intermédiaire de TAF1 et TAF2 

(TBP Associated Factor 1 et 2) (Chalkley et Verrijzer, 1999).  

 

- L’élément promoteur aval ou DPE (Downstream Promoter Element) 

 

Cet élément a été identifié chez la drosophile comme liant TFIID dans les promoteurs 

dépourvus de boîte TATA (Burke et Kadonaga, 1996). Contrairement à la boîte TATA et à 

l’Inr, reconnus eux aussi par TFIID, l’élément DPE ne fonctionne pas indépendamment 

(Burke et Kadonaga, 1996; Burke et Kadonaga, 1997; Kutach et Kadonaga, 2000). Il est 

associé à un initiateur et ces deux éléments lient coopérativement le facteur général de 

transcription TFIID (Burke et Kadonaga, 1996). Des expériences de pontage ont révélé que 

les protéines TAF6 et TAF9 sont localisées à proximité de l’élément DPE et pourraient donc 

participer à la fixation de TFIID (Burke et Kadonaga, 1997). La DPE est localisée en aval du 

TSS aux positions +28/+32 par rapport à l’A+1 et sa séquence consensus est RGWYV (Figure 

1) (Kutach et Kadonaga, 2000). Les promoteurs pourvus d’un élément DPE présentent une 

distance Inr-DPE identique. L’addition ou la suppression d’un seul nucléotide perturbe la 

liaison de TFIID et fait chuter le taux de transcription de base (Burke et Kadonaga, 1997; 

Kutach et Kadonaga, 2000).  

 

- Les éléments reconnus par TFIIB ou BREs (TFIIB Recognition Elements) 

 

Les structures cristallographiques du complexe ternaire TFIIB-TBP-TATA montrent que 

TFIIB établit des contacts avec l’ADN en amont et en aval de la boîte TATA (Nikolov et al., 
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1995; Littlefield et al., 1999; Tsai et Sigler, 2000). Lagrange et al ont identifié l’élément 

amont appelé BRE
u
 (upstream BRE), localisé aux positions -37/-32, dont la séquence 

consensus est SSRCGCC (Lagrange et al., 1998). Le deuxième élément BRE
d
 (downstream 

BRE), localisé en aval de la boîte TATA, a été caractérisé plus tardivement et sa séquence 

consensus est RTDKKKK (Figure 1) (Deng et Roberts, 2005). Ces éléments sont, à ce jour, 

les seuls éléments du promoteur de base qui ne lient pas le facteur TFIID. Il a été montré que 

ces éléments possèdent un effet négatif ou positif sur la transcription de base selon le 

promoteur étudié (Lagrange et al., 1998; Evans et al., 2001).  

 

- Le motif 10 ou MTE (Motif Ten Element) 

 

Un autre élément du promoteur de base a été identifié récemment à partir d’une analyse 

comparative des promoteurs de base chez la drosophile (Ohler et al., 2002). Il a été montré 

que le motif 10, identifié dans cette analyse, renferme un élément intervenant dans le niveau 

basal de la transcription (Lim et al., 2004). Cet élément, appelé MTE, est localisé juste en 

amont de l’élément DPE aux positions +18/+27 par rapport à l’A+1 de l’Inr et sa séquence 

consensus est CSARCSSAAC (Figure 1) (Lim et al., 2004). Des similitudes avec l’élément 

DPE ont été observées. En effet, l’activité de cet élément nécessite la présence d’un Initiateur 

et la distance séparant ces deux éléments est essentielle (Lim et al., 2004). La plupart des 

promoteurs contenant un MTE ne possède pas de boîte TATA (Lim et al., 2004). L’élément 

MTE agit en synergie avec l’élément DPE et avec la boîte TATA lorsque celle-ci est présente 

(Lim et al., 2004). 

 

- Les îlots CpG 

 

Il existe dans le génome des régions enrichies en dinucléotides CG. Ces régions sont appelées 

îlots CpG lorsqu’elles contiennent au minimum 10 % de ces dinucléotides sur une longueur 

de 0,5 à 2 kpb (pour une revue voir Antequera, 2003). Pour comparaison, les régions du 

génome en dehors des îlots CpG contiennent en moyenne dix fois moins de dinucléotides CG. 

Une récente étude a montré que 72% des promoteurs des gènes de protéines sont associés à ce 

type de régions chez l’homme (Saxonov et al., 2006). Les îlots CpG sont majoritairement 

associés aux gènes constitutifs exprimés de façon ubiquitaire. Ces régions ne présentent pas 

de boîte TATA, de DPE et d’Inr et chevauchent l’extrémité 5’ des gènes (Smale, 1994). Elles 

contiennent des sites de liaison pour des facteurs de transcription tels que le facteur Sp1 et 
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présentent une structure chromatinienne relâchée (Antequera et al., 1989; Blake et al., 1990; 

Somma et al., 1991; Brandeis et al., 1994; Macleod et al., 1994; Tommasi et Pfeifer, 1995; 

Litt et al., 1996; Gilbert et Sharp, 1999; Tommasi et Pfeifer, 1999). Le mécanisme d’initiation 

de la transcription au niveau de ces régions est peu connu à ce jour. Le recrutement de la 

machinerie de transcription est sûrement dépendant des facteurs de transcription se liant 

spécifiquement au promoteur distal (Smale et Kadonaga, 2003).  

 

Le promoteur de base des gènes de protéines est composé d’une combinaison variable de tous 

ces éléments promoteurs (pour des revues voir Gross et Oelgeschlager, 2006; Juven-Gershon 

et al., 2006). Il est intéressant de noter que d’autres gènes sont dépendants de ces types de 

promoteurs. En effet, chez les vertébrés, la majorité des gènes d’ARNsno et d’ARNsca sont 

localisés dans des introns de gènes de protéines et le produit de ces gènes résulte de la 

maturation des introns des pré-ARNm (Bachellerie et al., 2002).  

 

1.1.2. Le promoteur de base des gènes d’ARNsn et d’ARNsno 

 

La Pol II est également responsable de la synthèse de nombreux ARNnc à partir d’unités de 

transcription indépendantes. En effet, à l’exception de l’ARNsn U6, tous les gènes des petits 

ARNsn et les ARNsno U3, U8 et U13 sont transcrits par cette enzyme. Le promoteur de base 

de ces gènes renferme un élément en amont du TSS appelé PSE (Proximal Sequence Element) 

chez les vertébrés (Skuzeski et al., 1984). Cet élément a été initialement identifié dans le 

promoteur du gène de l’ARNsn U1 humain et constitue le promoteur de base des gènes 

d’ARNsn et de type ARNsn (Ares et al., 1985; Ciliberto et al., 1985; Mattaj et al., 1985; 

Murphy et al., 1987; Dahlberg et Schenborn, 1988; Hernandez et Lucito, 1988; McNamara et 

Stumph, 1990; Lobo et Hernandez, 1994). La PSE est centrée sur les positions -59/-56 et est 

requise pour la détermination de la position du TSS (Skuzeski et al., 1984; Lescure et al., 

1992). La séquence de la PSE est très variable d’une espèce à l’autre ainsi que parmi les gènes 

d’une même espèce (Lund et Dahlberg, 1988). De plus, la longueur de cet élément peut varier 

de 10 à 18 pb dans le cas des gènes d’ARNsn chez le xénope ou l’homme respectivement 

(Hernandez, 1992). Cependant, la séquence TNNCCNT est relativement bien conservée d’un 

organisme à l’autre et est essentielle à la fonction de la PSE (Parry et al., 1989; McNamara et 

Stumph, 1990). La PSE est reconnue par un unique complexe multiprotéique appelé SNAPc 

via les sous-unités SNAP190 et SNAP50 (pour une revue voir Hernandez, 2001). On peut 
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noter que cet élément est associé à une boîte TATA dans le promoteur de base des gènes 

d’ARNsn transcrits par la Pol III (Carbon et al., 1987; Krol et al., 1987; Mattaj et al., 1988; 

Lobo et Hernandez, 1989).  

1.1.3. Les promoteurs de base des gènes d’ARNmi 

 

Les micro ARNs (ARNmi) sont de très courts ARNnc qui interviennent au niveau de la 

régulation post-transcriptionnelle de l’expression des gènes. De nombreux ARNmi ont été 

identifiés ces dernières années mais le mode de transcription de leurs gènes est encore peu 

connu à l’heure actuelle. Certains sont le produit de la transcription de leur propre gène par la 

Pol II (Lee et al., 2004b). Un long précurseur, appelé pri-ARNmi, coiffé et polyadénylé, est 

synthétisé puis il sera maturé par les RNAses de type III, Drosha et Dicer, afin de libérer des 

duplexes d’ARNmi (Cullen, 2004; Lee et al., 2004b). Un seul brin de ce duplexe sera utilisé 

lors de la régulation. Récemment, il a été montré que certains gènes d’ARNmi sont transcrits 

par la Pol III (Borchert et al., 2006). Cependant, les promoteurs de ces gènes, transcrits par la 

Pol II ou la Pol III, n’ont pas encore été caractérisés. 

 

Nous avons vu que les gènes transcrits par la Pol II sont sous le contrôle de promoteurs variés. 

Cependant, cette connaissance est la résultante de travaux réalisés sur des gènes au cas par 

cas. Ces dernières années, avec l’obtention de la séquence de génomes presque complets, une 

partie de la communauté scientifique s’est focalisée sur l’analyse de la régulation de 

l’expression des gènes à l’échelle des génomes. Pour mener à bien un tel projet, il est 

nécessaire de disposer d’approches globales qui permettent de cartographier les régions 

promotrices qui gouvernent l’expression des gènes.  

 

1.2. Cartographie des sites d’initiation de la transcription 

 

La cartographie des régions promotrices se réalise en caractérisant les sites d’initiation de la 

transcription le long du génome. Cette identification utilise des techniques basées soit sur 

l’hybridation, soit sur le séquençage, de produits dérivés de l’ARN issu de la transcription des 

gènes. On parlera d’analyse à haut débit lorsque les approches utilisées permettent d’obtenir 

un grand nombre de résultats à partir d’un grand échantillon dans un temps relativement court 

et suite à un nombre limité de manipulations.  
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1.2.1. Méthodes reposant sur l’hybridation de produits dérivés de l’ARN 

 

Il y a quelques années, on utilisait encore la technique de protection à la nucléase S1 pour 

déterminer le TSS d’un gène. De nos jours, cette technique a été supplantée par des 

techniques d’extension d’amorces. Dans un premier temps, une réaction de transcription 

inverse est réalisée avec un oligonucléotide complémentaire à l’ARN d’intérêt. Le TSS est 

déterminé par comparaison de la migration sur gel d’électrophorèse du produit obtenu avec 

une échelle de séquençage d’ADN réalisée avec le même oligonucléotide.  

 

Des techniques d’analyse à l’échelle d’un génome entier ont été développées ces dernières 

années. Celles-ci utilisent des puces contenant des milliers de fragments d’ADN. Ces 

fragments peuvent correspondre à des régions spécifiques du génome comme des îlots CpG 

ou recouvrir la séquence de chromosomes entiers ou d’un génome à l’exception des séquences 

répétées. Ces puces sont de deux types selon la nature des fragments les composant. Le 

premier type de puce est constitué de fragments de PCR ou d’ADNc de 200 à 2000 pb fixés à 

hauteur de 10 000 à 40 000 fragments par puce. Ces puces, appelées puces à ADN, peuvent 

être synthétisées en laboratoire. Le deuxième type de puce est composé d’oligonucléotides de 

25 mers synthétisés directement sur le support à hauteur de 6 millions de fragments différents 

par puce. Ces puces, appelées puces à oligonucléotides, sont commercialisées par des sociétés 

comme Affymetrix, NimbleGen et Agilent. Dans le cas de ces puces, la résolution, définie 

comme la distance entre le centre de deux oligonucléotides adjacents, est généralement de 

35 pb. Pour l’utilisation de ces deux types de puces, les ADNc ou des ARNc marqués à la 

biotine sont obtenus par une réaction de transcription inverse sur une population globale 

d’ARN (Figure 2). Ces ADNc et ARNc sont fragmentés puis hybridés sur les puces et après 

de nombreux lavages, les fragments hybridés sont révélés par un fluorochrome. La 

quantification des signaux obtenus, leur normalisation et l’identification des fragments 

reconnus se fait à l’aide de logiciels informatiques spécifiques. On pourra ainsi visualiser les 

loci génomiques responsables de la synthèse des transcrits analysés et déduire la région 

promotrice localisé en 5’ (Figure 2). La validation des résultats obtenus ainsi que la 

détermination précise de l’extrémité 5’ des ARNs seront réalisées en utilisant des techniques à 

haut débit basées sur le séquençage (SAGE, PET) présentées dans la partie suivante de mon 

manuscrit. 
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Figure 2 : Principales étapes de l'analyse à haut débit du génome sur des puces à ADN (d’après les 

ressources pédagogiques du site internet de la société Affymetrix (http://www.affymetrix.com)).  

Les ARNs sont purifiés et marqués à la biotine par une réaction de transcription inverse suivie d’une 

transcription in vitro réalisée en présence de NTPs biotinylés. Les ARNc obtenus sont clivés puis hybridés sur 

les puces. Après des lavages successifs, les hybrides sont révélés à l’aide de streptavidine ou d’anticorps 

anti-biotine couplés à un fluorochrome. La puce est ensuite analysée au microscopre confocal. La quantification 

des ARNs et leur localisation sur le génome sont obtenues après analyse des données brutes à l’aide de logiciels 

informatiques.  

 

Les sites d’initiation de la transcription peuvent être également déterminés en localisant les 

complexes d’initiation de la transcription sur le génome. Ceci est réalisé par des expériences 

d’immunoprécipitation de chromatine couplées à l’analyse systématique des fragments 

immunoprécipités sur des puces (ChIP on chip). L’immunoprécipitation est réalisée avec des 

anticorps spécifiques de la Pol II hypo-phosphorylée ou dirigés contre des facteurs spécifiques 

de l’initiation de la transcription comme la protéine TAF1, un des composants du facteur 

général de la transcription TFIID. Les fragments d’ADN sélectionnés seront hybridés sur des 

puces à oligonucléotides afin de déterminer à l’échelle d’un génome entier les régions 

promotrices correspondantes. De manière alternative, les fragments immunoprécipités 

pourront être clonés et séquencés à haut débit selon la technique de ChIP-PET qui sera 

développée dans la partie 2.2.2 de mon introduction.  
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1.2.2. Méthodes reposant sur le séquençage de produits dérivés de l’ARN 

 

Cette approche est basée sur l’isolement des ARNm cellulaires, la synthèse des ADNc 

complets, le séquençage et la localisation de ces ADNc sur le génome. La position de 

l’extrémité 5’ de l’ARN sur le génome identifie le site d’initiation de la transcription. Cette 

détermination peut être également réalisée en utilisant seulement un petit fragment de 

l’ADNc, appelé étiquette, provenant de la partie 5’ de l’ARN. Cette approche permet 

d’annoter très précisément le TSS et d’évaluer le niveau d’expression des gènes. 

 

La synthèse d’ADNc par le mécanisme de transcription inverse a permis de constituer des 

banques de données d’ADNc telles que celles trouvées dans la NCBI Reference Sequence 

(RefSeq). Cependant, ces ADNc peuvent ne pas correspondre à une transcription inverse 

complète de l’ARN en particulier dans sa partie 5’. Ceci peut être dû à l’arrêt prématuré de la 

transcriptase inverse ou à la présence de molécules d’ARN tronquées. Afin de résoudre ce 

problème, différentes techniques ont été élaborées pour obtenir des ADNc complets portant la 

totalité de l’information de l’ARNm. Ces techniques reposent sur la présence de la coiffe qui 

se trouve uniquement à l’extrémité 5’ des ARNm intègres. Deux approches sont 

principalement employées : le « cap-trapper » (Carninci et al., 1996; Carninci et al., 1997) et 

l’ « oligo-capping » (Maruyama et Sugano, 1994; Suzuki et al., 1997). Dans la méthode de 

cap-trapper, la coiffe des ARNm est biotinylée afin de purifier, après la synthèse du premier 

brin d’ADNc, les hybrides ADNc/ARNm renfermant les copies complètes de l’ARNm sur des 

billes couplées à la streptavidine. Dans la deuxième approche, la coiffe est remplacée par un 

oligonucléotide de synthèse avant la synthèse du premier brin d’ADNc (Figure 3).  
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Figure 3 : Construction d'une banque de données d'ADN complémentaires complets.  

La coiffe est remplacée par un oligonucléotide par trois réactions enzymatiques. Dans un premier temps, la 

phosphatase alcaline bactérienne (BAP) élimine le groupement phosphate présent à l’extrémité 5’ des ARNs 

dépourvus de coiffe. Dans un deuxième temps, la pyrophosphatase acide du tabac (TAP) élimine la coiffe et 

libère un groupement phosphate en 5’. Un oligonucléotide sera lié à ces extrémités 5’ par la T4 ARN ligase qui 

catalyse la formation d’une liaison phosphodiester entre une molécule portant un groupement phosphate en 5’ et 

une molécule portant un groupement hydroxyl en 3’. Le premier brin d’ADNc est ensuite synthétisé en utilisant 

un oligonucléotides polydT qui s’hybride à la queue polyA des ARNm. Après dégradation de l’ARN et addition 

d’un autre oligonucléotide en 3’ du brin d’ADNc, l’ADNc sera amplifié par PCR puis cloné. 

 

Cette dernière méthode a été utilisée par Suzuki et al pour constuire, après séquençage d’un 

grand nombre d’ADNc complets humains, la banque de données DBTSS (DataBase of 

Transcritptional Start Sites, http://dbtss.hgc.jp/) (Suzuki et al., 2002). Cette banque permet 

d’accéder avec précision aux sites d’initiation de la transcription de plusieurs milliers de 

gènes sur le génome puisque seuls les ADNc issus d’ARNm coiffés ont été utilisés pour sa 

construction. Ayant été amenée à utiliser cette banque de données durant mes travaux de 

thèse, je souhaite donner ici quelques informations supplémentaires sur celle-ci. La version 

actuelle 5.2.0 de la banque DBTSS repose respectivement sur les versions hg17 et mm5 des 

séquences du génome humain et murin (University of California, Santa Cruz, UCSC, 
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http://genome.ucsc.edu/index.html). De nombreuses améliorations ont été apportées depuis la 

création de DBTSS en 2002 (Yamashita et al., 2006). La quantité des données a 

particulièrement augmenté puisque l’on trouve désormais 1 359 000 ADNc humains dans 

cette banque en 2006 alors qu’elle n’en contenait qu’environ 200 000 en 2002. De plus, elle a 

été améliorée en 2004 par l’ajout des séquences d’ADNc murins. L’augmentation des données 

a par exemple permis de mettre en évidence la présence de promoteurs alternatifs pour 

certains gènes.  

 

Parallèlement à la constitution de banque d’ADNc complets, le développement de la 

technique de RACE (Rapid Amplification cDNA End) a permis de caractériser la partie 5’ des 

ARNm cappés (Figure 4). Cette technique est utilisée généralement pour identifier le TSS de 

gènes particuliers ou pour vérifier des TSS identifiés par des analyses à haut débit. Cette 

approche permet de séquencer la région 5’ d’un ARN en utilisant la technique d’oligo-

capping pour sélectionner les ARNs coiffés.  

 

   

 

Figure 4 : Représentation schématique de la technique Rapid Amplification cDNA End (RACE) (d’après 

Sandelin et al., 2007).  

La coiffe des ARNm sélectionnés par la technique d’oligo-capping est éliminée par un traitement à 

pyrophosphatase acide de tabac (TAP). Un oligonucléotide O1 est lié à l’extrémité 5’ de l’ARNm. Le premier 

brin d’ADNc est alors synthétisé en utilisant un oligonucléotide O2 s’hybridant dans une région interne de 

l’ARNm. La région 5’ des ARNm sélectionnés est ensuite amplifiée par une réaction de PCR en présence des 

oligonucléotides O1 et O2 puis clonée et séquencée.  
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Afin d’analyser le transcriptome à encore plus grande échelle, des techniques basées sur le 

séquençage à haut débit de très courtes régions des transcrits ont été développées ces 

dernières années. La Figure 5 représente schématiquement ces différents types d’étiquettes.   

 

 

   

 

Figure 5 : Utilisation des séquences étiquettes pour la caractérisation des extrémités d'un transcrit 

(d’après Harbers et Carninci, 2005).  

Chaque transcrit peut être caractérisé par une courte séquence qui, selon la technique utilisée, correspond à 

différentes régions. La technique de SAGE permet l’identification de régions proches de l’extrémité 3’ ou 5’ 

dont la localisation est déterminée par un site de restriction pour une enzyme de restriction à 4 pb (bleu et vert 

respectivement). Des adaptations de cette technique permettent l’isolement d’étiquettes correspondant 

précisément à l’extrémité 5’ (CAGE, 5’SAGE) ou 3’ du transcrit (3’SAGE) ou aux deux à la fois (GIS) (rouge). 

 

La technique de SAGE (Serial Analysis of Gene Expression) fut la première méthode à 

utiliser de courtes séquences d’ADN comme une étiquette caractéristique d’un transcrit. 

Initialement, cette technique permettait de générer une étiquette correspondant à une région 

proche de l’extrémité 3’ d’un transcrit (Figure 5) (Velculescu et al., 1995). Des adaptations 

permettent, à présent, de déterminer précisément les extrémités 5’ et 3’ d’un transcrit 

(5’SAGE et 3’SAGE) (Figure 5) (Hashimoto et al., 2004) (pour des revues voir Powell, 2000; 

Wang, 2005). De nouvelles techniques comme celles de CAGE (Cap Analysis of Gene 

Expression) (Shiraki et al., 2003) et de GIS (Gene Identification Signature) (Ng et al., 2005), 

permettant elles aussi d’identifier précisément l’extrémité 5’ d’un transcrit, dérivent de la 

technique du SAGE (Figure 5). La technique de CAGE utilise la méthode de « cap-trapper » 

vue précédemment afin de sélectionner les ARNm coiffés (Figure 6). Les étiquettes obtenues 

ont une taille de 20 à 21 nts. Cette petite taille peut parfois poser des problèmes lors de l’étape 

de localisation de l’étiquette sur le génome. En effet, une même étiquette peut parfois 
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correspondre à plusieurs régions du génome. Pour limiter ce problème, la technique de 

SuperSAGE a été développée afin d’obtenir des étiquettes de 26 nts. Malgré cet inconvénient, 

la technique de CAGE est beaucoup utilisée pour l’identification à haut débit des sites 

d’initiation de la transcription car elle est plus facile à mettre en œuvre que le SuperSAGE.  

 

  

 

Figure 6 : Principe de la technique de Cap Analysis Gene Expression (CAGE) (d’après Harbers et 

Carninci, 2005).  

Le premier brin d’ADNc est synthétisé en utilisant un oligonucléotide poly-dT ou dégénéré. Les hybrides 

ARN/ADNc coiffés sont sélectionnés par la méthode de « cap-trapping ». La coiffe est ensuite éliminée, l’ARN 

est hydrolysé et une séquence de liaison (L1), portant un site pour l’enzyme de restriction de type II MmeI, est 

ajoutée à l’extrémité 3’ du brin d’ADNc. Le deuxième brin d’ADNc est alors synthétisé puis clivé par l’enzyme 

de restriction MmeI dont le site de coupure se localise 20 à 21 nucléotides en aval de son site de reconnaissance. 

Une séquence de liaison (L2) est liée à l’extrémité 3’ du fragment obtenu. Les étiquettes caractéristiques de 

l’extrémité 5’ des ARNm initiaux sont amplifiées par PCR, assemblées puis clonées.  

 

Cependant, cette technique de CAGE ne permet pas d’avoir une idée de l’étendue du gène et 

de son produit de transcription. Cette information peut être déterminée en utilisant la 

technique de GIS (ou PETs pour Paired-End diTags) qui génère un court fragment contenant à 
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la fois l’extrémité 5’ et 3’ du transcrit sous forme de deux étiquettes de 18 nts chacune (Figure 

7).  

   

 

Figure 7 : Illustration de la technique de PET (Paired-End diTag) (d’après Sandelin et al., 2007).  

Le premier brin d’ADNc est synthétisé en utilisant un oligonucléotide poly-dT renfermant un site pour l’enzyme 

de restriction GsuI. Les hybrides ARN/ADNc coiffés sont sélectionnés par la méthode de « cap-trapping ». La 

coiffe est ensuite éliminée, l’ARN est hydrolysé et une séquence de liaison portant un site pour l’enzyme de 

restriction de type II MmeI est ajoutée à l’extrémité 3’ du brin d’ADNc. Le deuxième brin d’ADNc est alors 

synthétisé. Une séquence de liaison portant également un site MmeI est liée à l’extrémité 3’ du double brin 

d’ADNc après élimination de la queue polyA par digestion avec l’enzyme de restriction GsuI. Après clonage, la 

partie interne des ADNc est éliminée, à l’exception des extrémités 5’ et 3’, par digestion avec l’enzyme MmeI 

dont le site de coupure se localise 20 à 21 nts en aval de son site de reconnaissance. Les différentes étiquettes 

5’-3’ sont excisées puis assemblées et clonées. 

 

Les résultats avec cette approche sont obtenus plus rapidement qu’en appliquant les 

techniques de 5’SAGE et 3’SAGE sur un même échantillon. De plus, malgré la courte taille 

des étiquettes, l’assignation du site d’intitiation de la transcription est facilitée par la vision 
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globale du transcrit. L’efficacité de cette technique repose essentiellement sur l’obtention 

d’ADNc complets. Ceci entraîne un biais puisque les longs transcrits seront sous-représentés 

car il est difficile de les cloner. On peut noter que la technique de CAGE peut éviter ce 

problème en utilisant des oligonucléotides dégénérés pour synthétiser le premier brin d’ADNc 

(Figure 6). Cette stratégie permet aussi d’étudier les ARNs dépourvus de queue polyadénylée. 

La technique de GIS/PETs est une approche plus fastidieuse que le CAGE puisqu’elle 

nécessite une étape de clonage supplémentaire. Cette technique est plus utilisée dans le cadre 

de projets d’annotation de gène que pour l’identification des TSS et donc la cartographie de 

promoteurs. Cependant, une extention de cette technique permet cette étude. En effet, des 

promoteurs peuvent être identifiés via des facteurs de transcription en couplant la technique 

d’immunoprécipitation de chromatine à la technique de PETs (ChIP-PET). Cette approche 

sera abordée plus précisément dans la partie 2.2.2 de mon manuscrit.  

 

Ces techniques sont beaucoup plus productives et financièrement d’un moindre coût que les 

techniques de RACE et les banques de données d’ADNc complets. En effet, la 

multimérisation des étiquettes et le développement de techniques de séquençage à haut débit 

permettent d’analyser plusieurs étiquettes en une seule réaction de séquençage et donc 

d’accumuler plus d’informations. Par exemple dans le cas de la souris, la communauté 

scientifique dispose d’environ 100 000 ADNc complets et de plus de 10 millions d’étiquettes 

définissant l’extémité 5’ d’un transcrit (CAGE et autres). 

 

A l’heure actuelle, de nombreuses études ont utilisées ces différentes techniques basées sur 

l’hybridation ou le séquençage pour analyser de manière systématique l’information contenue 

dans le génome. Une énorme quantité de données est sortie de ces analyses, nous allons nous 

intéresser particulièrement aux résultats obtenus concernant le transcriptome et les régions 

promotrices régulant l’expression des gènes. 

 

1.3. Nouvelle vision du transcriptome issu de l’ARN polymérase II 

 

Les analyses à haut débit du transcriptome remettent en question la vision conventionnelle du 

génome composé des gènes distincts possédant un promoteur spécifique qui dirige l’initiation 

de la transcription au niveau d’un site unique et montrent que le transcriptome est plus 

important qu’attendu. 
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1.3.1. Nouvelle anatomie du promoteur de base 

 

Une cartographie fine des sites d’initiation de la transcription réalisée sur environ 6000 

ARNm humains a montré l’existence d’une diversité de distribution des TSS pour un même 

gène (Suzuki et al., 2001). Cette observation a été confirmée par une analyse systématique des 

extrémités 5’ du transcriptome humain et murin, par la technique de CAGE. Dans cette 

dernière étude, les auteurs définissent deux types de promoteurs (Carninci et al., 2006). Le 

premier type de promoteur dirige l’initiation de la transcription au niveau d’un nucléotide 

unique, tandis que pour le second type, la transcription débute au niveau de nombreux 

nucléotides dans une fenêtre de 50 à 100 pb (Figure 8A).  

 

         

Figure 8 : Deux classes de promoteurs chez les mammifères (d’après Sandelin et al., 2007).  

Les promoteurs peuvent être classés en deux catégories selon la distribution des sites d’initiation de la 

transcription. A. Représentation schématique des caractéristiques de ces deux classes. La transcription initie au 

niveau d’un seul site pour la classe des promoteurs à TSS unique et produit une population homogène d’ARNm. 

Ces promoteurs sont généralement associés à une boîte TATA et à un Inr. Les promoteurs à TSS multiples sont 

caractérisés par une population d’ARNm dont l’extrémité 5’ est hétérogène mais codant la même protéine. Ils 

A 

B 
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sont généralement localisés dans des ilôts CpG. B. Deux exemples illustrent les deux classes de promoteurs en se 

basant sur la fréquences des étiquettes obtenues avec la technique de CAGE. Le gène Syn1 présente un 

promoteur avec une boîte TATA où l’initiation de la transcription se réalise principalement au niveau d’un site 

correspondant à un Inr. Le promoteur du gène Pura, dépourvu de boîte TATA, présente, quant à lui, une fenêtre 

d’initiation de la transcription. La distribution des TSS est similaire entre deux gènes orthologues humains et 

murins. 

 

Les promoteurs à site d’initiation unique sont majoritairement associés à une boîte TATA et 

sont souvent impliqués dans la régulation de l’expression des gènes tissu-spécifiques. Les 

promoteurs à sites d’initiation multiples sont, quant à eux, majoritairement retrouvés dans des 

îlots CpG et associés à l’expression ubiquitaire des gènes constitutifs (Schug et al., 2005). 

Cependant ces observations ne sont pas toujours vraies puisqu’il existe des promoteurs 

dépourvus de boîte TATA régulant des gènes tissu-spécifiques et des gènes constitutifs sous 

le contrôle de promoteurs associés à une boîte TATA. De même, les promoteurs spécifiques 

du système nerveux central sont particulièrement riches en CpG. Ces deux types 

d’organisation des promoteurs sont conservés entre l’homme et la souris. En effet, des gènes 

orthologues humains et murins possèdent très fréquemment un promoteur présentant le même 

profil d’initiation de la transcription (Figure 8B).  

 

Dans les deux types d’organisation, le point d’initiation de la transcription est 

préférentiellement une purine en position +1 (R+1) avec une préférence pour une pyrimidine 

en position -1 (Y-1). Bien que ce dinucléotide YR(-1/+1) corresponde à une partie de l’élément 

Inr, l’ensemble de la séquence consensus de cet élément est peu observée dans ces deux types 

de promoteurs. L’analyse à haut débit réalisée par Carninci et ses collaborateurs met ainsi en 

évidence que la position +1 n’est pas préférentiellement occupée par une adénine. Les 

dinucléotides (-1/+1) les plus employés lors de l’initiation sont CG, CA et TG (Carninci et al., 

2006). Ces dinucléotides sont déterminants pour l’initiation de la transcription puisque la 

comparaison de TSS entre des promoteurs orthologues chez l’homme et la souris montre que 

le gain ou la perte de TSS sont respectivement corrélés à la création ou à l’élimination de 

dinucléotides YR (Gallagher et al., 2005; Carninci et al., 2006). De plus, il a été montré 

récemment que la mutation du dinucléotide TG, utilisé comme TSS dans le promoteur du 

gène de l’ankyrine, est responsable d’une diminution de l’activité de ce promoteur et empêche 

la liaison du facteur TFIID sur le promoteur de base (Gallagher et al., 2005).  

 



  Introduction 

 

 -31- 

Puisque le ribosome initie la traduction au niveau du premier ATG rencontré sur la molécule 

d’ARN, on peut se demander comment l’utilisation de multiples sites d’initiation de la 

transcription, dispersés sur une région 100 pb, ne perturbent pas la nature de la protéine codée 

par les nombreux ARNm ainsi produits. Une étude récente du promoteur à TSS multiples du 

gène PD1 a montré l’absence de codons d’initiation potentiels de la traduction dans une 

région de 430 pb en amont du site de transcription majeur (Lee et al., 2005). Cette analyse 

étendue au génome humain de souris et de rat a permis de mettre en évidence l’existence 

d’une zone, d’environ 1 kpb de part et d’autre de la région principale d’initiation, totalement 

dépourvue de triplets ATG. Ces zones ont été appelées « déserts d’ATG ». Ces déserts sont 

associés à des promoteurs dépourvus de boîte TATA, présentant des sites multiples 

d’initiation de la transcription mais localisés ou non dans des îlots CpG. Les auteurs estiment 

qu’environ 82% des gènes humains possèdent des déserts d’ATG dans leur promoteur (Lee et 

al., 2005).  

 

La structure de la chromatine est importante pour la régulation de l’expression des gènes 

(pour une revue voir Li et al., 2007). L’analyse de la sensibilité du génome à la DNAse I 

montre qu’il y a des régions où la chromatine est dans un état plus relâché que dans d’autres 

régions. Ces régions dites « actives », car associées à l’expression des gènes situés juste en 

aval, sont enrichies en histones H3 di et tri-méthylées sur la lysine 4 et en histones H3 et H4 

acétylées (Pokholok et al., 2005; Birney et al., 2007). En parallèle, de récentes études 

montrent que la densité en nucléosomes dans les régions promotrices est moins élevée que 

dans les régions codantes (Bernstein et al., 2004; Lee et al., 2004a; Sekinger et al., 2005; 

Nishida et al., 2006). De plus, il a été observé, chez la levure, que les nucléosomes sont exclus 

des régions promotrices sur une région d’environ 200 pb (Yuan et al., 2005; Segal et al., 

2006).  

 

Toutes ces données tendent à montrer que la structure chromatinienne particulière, retrouvée 

au niveau des promoteurs, intervient dans le recrutement de la machinerie de transcription. 

Dans le cas des promoteurs dépourvus de boîte TATA et d’Inr, la fixation de TFIID serait non 

spécifique. Le complexe d’initiation de la transcription se formerait au niveau de la 

chromatine active, parcourrait l’ADN jusqu’à un dinucléotide YR où l’initiation de la 

transcription pourrait débuter. Ce qui expliquerait la présence de multiples sites d’initiation au 

niveau de ces types de promoteurs (Carcamo et al., 1991; Sandelin et al., 2007). 
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1.3.2. Transcription permissive 

 

Ces dernières années, de nombreuses études à haut débit sur l’expression du génome humain 

et murin employant des techniques basées sur l’hybridation ou le séquençage ont montré que 

la majorité du génome est transcrit (Kapranov et al., 2002; Okazaki et al., 2002; Bertone et al., 

2004; Carninci et al., 2005; Cheng et al., 2005). Récemment, le projet ENCODE a rassemblé 

les données obtenues sur 1% du génome humain, provenant d’expériences de RACE, de PET 

ainsi que les annotations contenues dans la banque de données GENCODE. Il est apparu que 

93% des bases analysées sont observées au moins deux fois comme faisant partie d’un 

transcrit primaire (Birney et al., 2007). Ainsi le génome est largement plus transcrit que ce 

que pourrait laisser penser le nombre de gènes identifiés dans le génome (23 341 gènes ; 

NCBI version 36). Des analyses ciblées sur les chromosomes 21 et 22 ont montré qu’environ 

la moitié des transcrits détectés ne colocalise pas avec une région annotée du génome 

(Kapranov et al., 2002; Rinn et al., 2003; Kampa et al., 2004). Ces nouveaux transcrits 

colocalisent soit avec des introns de gènes connus soit avec des régions intergéniques (Rinn et 

al., 2003). Cheng et al ont analysé 10 chromosomes de 8 lignées cellulaires différentes et ont 

montré que 31% et 26% des ARNs cytoplasmiques polyadénylés sont issus respectivement de 

régions intergéniques et introniques (Cheng et al., 2005). De plus, l’analyse globale de la 

répartition génomique des complexes d’initiation de la transcription dans des fibroblastes 

humains a permis d’identifier environ 10 000 promoteurs actifs dont 13% se localisent dans 

des régions non annotées du génome (Brodsky et al., 2005; Kim et al., 2005b). 

 

Récemment, l’existence de petits ARNs probablement issus de la maturation de long transcrits 

primaires codés par des régions non annotées a été observée chez l’homme (Kapranov et al., 

2007a). Une large proportion des régions non annotées transcrites sont conservées entre 

l’homme et la souris (Rinn et al., 2003; Bertone et al., 2004; Kapranov et al., 2007a). Ceci 

laisse à penser que les ARNs issus de ces régions sont potentiellement fonctionnels. Ils 

peuvent être à l’origine de protéines peu abondantes codées par de nouveaux gènes ou 

posséder une fonction propre en tant qu’ARN. Ces nouveaux ARNs non codants pourraient 

assurer une fonction catalytique, structurale ou de régulation. Cependant, l’existence d’un 

produit de transcription n’assure pas que ce transcrit possède une fonction biologique propre. 

En effet, la transcription d’une région en amont d’un gène peut influencer la synthèse des 

ARNm issus de ce gène sans que le transcrit issu de cette région amont ait une fonction 
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apparente. Cela a été observé, chez la levure, dans le cas du gène SER3 dont la transcription 

est réprimée par la synthèse de l’ARNnc SRG1 à partir d’une région chevauchant le gène 

SER3 (Martens et al., 2004). L’ARN polymérase, en cours de transcription, empèche les 

facteurs d’activation de la transcription de reconnaître le promoteur du gène SER3 (Martens et 

al., 2004; Schmitt et Paro, 2004). De plus, une partie de ces transcrits peut provenir d’une 

activité transcriptionnelle non spécifique résultant du bruit de fond de la transcription. En 

effet, comme tous processus biologiques, l’initiation de la transcription n’est pas absolument 

fidèle et peut se réaliser au niveau de promoteurs cryptiques ou dans une région où la 

structure de la chromatine est ouverte. Chez la levure, on estime que seulement 10 % des 

ARN polymérases en phase d’élongation ont initié au niveau d’un promoteur conventionnel 

(Struhl, 2007).  

 

Des analyses plus approfondies sur ces différents transcrits nouvellement identifiés ont mis en 

évidence qu’une grande proportion d’entre eux provenaient de régions génomiques 

chevauchantes. Ces transcrits chevauchants peuvent être produits à partir du même brin 

d’ADN ou à partir des deux brins opposés. L’étude du niveau de transcription sur 30% du 

génome humain a révélé que 61% des loci analysés présentaient des transcrits chevauchants 

(Cheng et al., 2005). De nombreux nouveaux transcrits, colocalisant avec des introns de gènes 

annotés, sont issus de régions d’ADN positionnées dans la même orientation ou en orientation 

inverse par rapport au sens de transcription du gène (Rinn et al., 2003). Un exemple de cette 

organisation chevauchante est donné dans la Figure 9 avec le gène PISD codant la 

phosphatidylsérine décarboxylase. Dans ce cas, on observe neuf transcrits issus de régions 

localisées sur les brins sens et antisens de ce gène. Ces transcrits chevauchent à la fois des 

exons et des introns du pré-ARNm du gène PISD.  
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Figure 9 : Organisation chevauchante des unités de transcription (d’après Kapranov et al., 2007b).  

De nombreux transcrits chevauchent la forme annotée du gène PISD, codant la phosphatidylsérine décarboxylase 

(en bleu clair). Les introns sont représentés par un trait fin, les exons par des rectangles épais alors que les 

rectangles plus fins correspondent aux régions 5’ et 3’UTR de l’ARN. Cinq transcrits sont synthétisés dans la 

même orientation que le gène PISD (bleu foncé) alors que quatre autres transcrits colocalisent avec des régions 

en orientation inverse (en violet). Dans ce cas, les traits épais représentent l’information génomique retrouvée 

dans les molécules d’ARNs. Cette architecture a été caractérisée en combinant les résultats d’expériences de 

RACE avec ceux d’expériences d’hybridation sur des puces à ADN (Kapranov et al., 2005).  

 

L’analyse du transcriptome murin montre que pour 72% des régions transcrites, il est possible 

d’observer également un transcrit en orientation inverse (Katayama et al., 2005). Une analyse 

informatique prédit l’existence de 2667 paires de transcrits sens-antisens chez l’homme (Yelin 

et al., 2003). Des expériences d’hybridation sur des puces à oligonucléotides et de northern-

blot ont validé une majorité de ces paires (Yelin et al., 2003). La majorité des régions donnant 

naissance à ces paires de transcrits sens-antisens est organisée en orientation opposée en 

possédant des extrémités 5’ chevauchantes chez l’homme et la souris tandis que ces régions 

sont majoritairement orientées de façon convergente chez la drosophile et C. Elegans 

(Katayama et al., 2005; Zhang et al., 2006). Ainsi les nombreux transcrits identifiés par les 

analyses à haut débit peuvent être fonctionnellement importants pour la cellule puisque le 

mécanisme de transcription sens-antisens participe à la régulation de l’expression des gènes 

chez les eucaryotes (pour une revue voir (Lavorgna et al., 2004). En effet, les transcrits 

antisens peuvent s’apparier avec le brin sens et interférer avec la transcription, l’épissage, la 

localisation et la stabilité de l’ARNm sens.  
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1.3.3. Les promoteurs alternatifs 

 

Les promoteurs alternatifs sont des éléments importants dans la régulation de l’expression 

génique et ils peuvent participer à la complexité du protéome des mammifères. Un gène 

possède un promoteur alternatif lorsqu’il produit deux transcrits avec des extrémités 5’ 

différentes à partir de sites d’initiation de la transcription séparés de plus de 500 pb. De 

nombreuses études se sont intéressées au nombre de promoteurs alternatifs présents dans le 

génome. Certaines études ont évalué que 20% des gènes possédent au moins un promoteur 

alternatif (Landry et al., 2003; Trinklein et al., 2003; Cooper et al., 2006). L’analyse d’un 

nombre plus important de données permet d’estimer que plus de la moitié des gènes humains 

présente cette caractéristique (Carninci et al., 2006; Kimura et al., 2006; Baek et al., 2007; 

Tsuritani et al., 2007). Les gènes peuvent être sous le contrôle de plusieurs promoteurs 

alternatifs avec une moyenne de 3,1 promoteurs alternatifs par gène (Kimura et al., 2006). Par 

exemple, le gène codant l’UDP-glucuronyl transférase possède sept promoteurs différents. 

Ces types de promoteur sont majoritairement retrouvés associés à des régions pauvres en boîte 

TATA et en ilôts CpG (Kimura et al., 2006). Ils sont essentiellement utilisés lors de la 

régulation de l’expression des gènes au cours du développement précoce et au sein de tissus 

spécifiques comme le cerveau, le cœur et le foie (Baek et al., 2007) La Figure 10 présente un 

résumé de la répartition des gènes renfermant des promoteurs alternatifs comparée à celle des 

gènes avec des promoteurs uniques.  
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Figure 10 : Fonctions et expressions des gènes associés à des promoteurs alternatifs et à des promoteurs 

uniques (d’après Baek et al., 2007).  

Représentation de la répartition des gènes associés à des promoteurs alternatifs (PA) ou à des promoteurs 

uniques (PU) en fonction du stade de développement, des tissus et de la richesse en îlots CpG de ces promoteurs. 

 

Pour la majorité des ARNm issus des gènes à promoteurs alternatifs, les protéines 

synthétisées seront identiques car le même codon d’initiation de la traduction est utilisé 

malgré la variabilité de la région 5’UTR. Cependant, le taux d’expression de ces protéines 

pourra fluctuer en fonction de la force des promoteurs ou de l’efficacité de traduction qui peut 

varier en fonction de la nature de la région 5’ de l’ARNm. Dans d’autres cas, des promoteurs 

alternatifs permettront la synthèse, soit de protéines isoformes avec des régions amino-

terminales différentes, soit de protéines totalement différentes (pour une revue Landry et al., 

2003).  

 

Il est admis que les promoteurs alternatifs sont majoritairement localisés en 5’ ou dans les 

premiers exons des gènes de protéines. Cependant, l’étude à haut débit de Carninci et al a 

révélé de façon surprenante la présence en nombre significatif de TSS au niveau des régions 

3’ non traduites des gènes (3’UTRs) (Carninci et al., 2005). Ces TSSs peuvent être considérés 

comme une forme extrême de promoteurs alternatifs. Contrairement aux TSS classiques 
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caractérisés par un dinucléotide YR(-1/+1), un triplet de guanine est présent aux positions -2 à 

+1 dans 59% des TSS observés dans les régions 3’UTRs. En plaçant quatre de ces régions 

devant un gène rapporteur Carninci et al ont démontré leur capacité à diriger la transcription 

(Carninci et al., 2006). Les transcrits ainsi synthétisés sont dans la même orientation que ceux 

produits par les gènes concernés portant les régions 3’UTR étudiées. Ces transcrits pourraient 

réguler l’expression d’autres gènes chevauchants localisés sur le brin opposé par un 

méchanisme de régulation sens-antisens. 

 

De manière tout aussi surprenante, 21% des TSS analysés par Carninci et al se localisent dans 

les exons des gènes (Carninci et al., 2005; Carninci et al., 2006). Ces TSSs peuvent être 

considérés comme des promoteurs alternatifs exoniques. Ces promoteurs exoniques sont 

majoritairement localisés dans des régions pauvres en îlots CpG et dirigent l’initiation de la 

transcription au niveau d’un site unique. La répartition des TSS exoniques varie selon les 

gènes et semble être tissu-spécifique. Par exemple, le gène ubiquitaire COL3A1 montre un 

niveau de TSS exonique négligeable alors que le gène ALB, exprimé presque exclusivement 

dans le foie, présente un taux important d’initiation exonique de la transcription (Figure 11).  
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Figure 11 : Existence de promoteurs exoniques (d’après Carninci et al., 2006).  

La proportion d’étiquettes CAGE observée au niveau des exons des gènes COL3A1 et ALB est représenté par 

une barre rouge et leur nombre est indiqué. On observe des sites d’initiation de la transcription au niveau des 

exons du gène ALB tandis que le niveau de transcription initiée dans les exons du gène COL3A1 est négligeable. 

Cette répartition est conservée entre l’homme et la souris avec une exception pour l’exon 12 qui présente un 

grand nombre de TSS (2524) spécifiquement chez la souris. 

 

1.3.4. Les promoteurs bidirectionnels 

 

Deux gènes adjacents dans le génome peuvent s’organiser de trois façons différentes. Ils 

peuvent se situer sur les brins opposés dans des configurations divergentes ou convergentes 

dans lesquelles les deux extrémités 5’ ou 3’ sont proches respectivement (Figure 12A et B). 

Ils peuvent être également organisés dans la même orientation (Figure 12C). 
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Figure 12 : Organisations de deux gènes adjacents sur le génome.  

Trois organisations possibles sont représentées. Les gènes peuvent être orientés de façon divergente et partager 

une région promotrice commune (A.1.) ou posséder deux régions promotrices distinctes (A.2.). Ils peuvent aussi 

être dans une configuration convergente lorsque leurs extrémités 3’ sont proches (B.) ou s’organiser dans la 

même orientation comme réprésenté en C. Les lignes continues représentent le génome, les pointillés indiquent 

une interruption dans le génome et les fléches montrent le sens de transcription des gènes. 

 

Cette organisation des gènes dans le génome ne semble pas être due au hasard. En effet, de 

nombreuses études ont montré que les gènes sont majoritairement orientés de manière 

divergente (Adachi et Lieber, 2002; Takai et Jones, 2004; Trinklein et al., 2004; Carninci et 

al., 2006). En analysant la distance séparant les TSS de deux gènes les plus proches à partir 

d’une banque de données de 23 752 gènes, Trincklein et al ont mis en évidence que 11,8% 

des gènes en orientation divergente, 7,4% des gènes en orientation convergente et 7,4% des 

gènes dans la même orientation étaient séparés par moins de 1 kpb (Trinklein et al., 2004). De 

plus, l’étude des positions sur le génome de 41 118 ADNc complets humains a montré que 

pour les paires de gènes séparés par une région intergénique de taille inférieure à 1 kpb, 47% 

possèdent des orientations divergentes, 26% des orientations convergentes et 27% ont la 

même orientation (Koyanagi et al., 2005). Une étude ciblée sur les chromosomes 21 et 22 

montre que cette organisation n’est pas liée à la densité génique (Adachi et Lieber, 2002). 

Cependant l’enrichissement en gènes divergents n’est observé que chez les mammifères et 

ceci même dans le cas de gènes ancestraux (Koyanagi et al., 2005).  



  Introduction 

 

 -40- 

 

Deux gènes en orientation divergente partagent une région promotrice commune, appelé 

promoteur bidirectionnel, lorsque la distance les séparant est inférieure à 1 kpb. Trincklein et 

al ont mis en évidence que plus de 10% des gènes humains présentent des promoteurs 

bidirectionnels et que 90% de ces promoteurs permettent l’initiation de la transcription dans 

les deux orientations (Trinklein et al., 2004). Ces promoteurs bidirectionnels sont 

majoritairement associés à des îlots CpG et contiennent peu de boîte TATA. Il n’existe pas de 

motifs de régulation spécifiques à ce type de promoteurs mais il a été observé qu’un jeu 

restreint de facteurs de transcription était employé pour réguler les promoteurs bidirectionnels 

(Lin et al., 2007).  

 

Ce type de promoteur régule majoritairement l’expression de gènes mitochondriaux ainsi que 

de gènes impliqués dans la réparation de l’ADN ou codant des protéines chaperonnes et des 

hélicases à boîtes DEAD (Adachi et Lieber, 2002; Trinklein et al., 2004). Certaines études ont 

montré que des gènes associés à un promoteur bidirectionnel étaient coexprimés (Shimada et 

al., 1989; Ame et al., 2001; Adachi et Lieber, 2002; Trinklein et al., 2004; Bellizzi et al., 

2007). Cependant cette coexpression peut varier selon le type cellulaire analysé (Trinklein et 

al., 2004).  

 

Certains promoteurs bidirectionnels possèdent des éléments de régulation en commun qui sont 

efficaces pour la transcription de deux gènes adjacents. C’est le cas des gènes codant pour 

l’adénosine kinase et l’AP3m1 (Carninci et al., 2006). Dans ce cas, la région promotrice 

centrale dirige l’initiation de la transcription de part et d’autre de cette région centrale (Figure 

12.A.1). Le mécanisme dirigeant le sens de la transcription dans ce type de promoteur n’est 

pas connu à ce jour. D’autres promoteurs bidirectionnels sont composés de deux promoteurs 

distincts et indépendants, comme cela a été observé dans le cas des gènes GABPA-ATP5J 

(Carninci et al., 2006). Dans ce type d’organisation, les sites d’initiation de la transcription 

d’un gène peuvent se trouver en amont des TSS du gène adjacent (Figure 12.A.2.). Ceci peut 

conduire à la production de paires de molécules d’ARN capables de s’associer par leur partie 

5’. Ainsi la proportion importante de promoteur bidirectionnel pourrait s’expliquer par leur 

rôle dans la régulation complexe de l’expression des gènes. Ceci se faisant, soit par un 

mécanisme de transcription sens-antisens, soit par l’utilisation d’un seul promoteur régulant 

deux gènes voisins. Ces promoteurs bidirectionnels pourraient également jouer un rôle 

protecteur des gènes constitutifs vis-à-vis de l’insertion de séquences d’ADN répétées. En 
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effet, il a été observé une très faible proportion d’éléments répétés, comme les éléments LTR, 

dans les promoteurs bidirectionnels par rapport aux promoteurs de gènes divergents séparés 

par une distance supérieure à 1 kpb (Takai et Jones, 2004).  

 

 

Ces analyses à haut débit ont mis en évidence la complexité du transcriptome des 

mammifères. De la même manière, nous allons aborder dans la deuxième partie de mon 

introduction les résultats surprenants obtenus lors de l’analyse à grande échelle des sites de 

fixation des facteurs de transcription régulant l’efficacité de la transcription de la Pol II chez 

les mammifères.  
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2. Régulation de l’initiation de la transcription dépendante de 

l’ARN polymérase II  

 

Chez les eucaryotes, il existe plusieurs milliers de gènes présentant leur propre programme de 

transcription en fonction du stade de développement, du tissus et des conditions 

physiologiques. La régulation de l’expression de ces gènes se réalise par l’intermédiaire de 

différents facteurs de transcription qui se lient à la région promotrice du gène à réguler en 

reconnaissant des sites de fixations spécifiques. L’étude du réseau d’interaction de ces 

différents facteurs et de la localisation de leur site de fixation sur le génome permet de mieux 

comprendre le mode de régulation de l’expression des gènes. Ces études ont été 

majoritairement réalisées sur des promoteurs isolés. Ces expériences restent nécessaires pour 

l’analyse fine du rôle des facteurs de transcription au niveau d’un gène particulier. Cependant, 

ces dernières années, des analyses à haut débit ont permis de réaliser ces types d’études au 

niveau d’un génome entier. Ces analyses ont montré une large distribution des sites de 

fixation des facteurs de transcription dans le génome y compris, de manière surprenante, en 

dehors des régions situées en amont de gènes connus. Ces études ont également permis la 

découverte de sites de liaison fonctionnels non canoniques ainsi que l’établissement de 

réseaux d’interaction entre différents facteurs de transcription. 

  

2.1. Les activateurs de la transcription 

 

L’initiation de la transcription est dépendante de la reconnaissance de la région promotrice par 

les facteurs généraux de la transcription. Ces facteurs, TFIIA, TFIIB, TFIID, TFIIE, TFIIF et 

TFIIH, permettent le recrutement de la Pol II au niveau du promoteur de base des gènes 

codant des protéines (pour une revue voir Orphanides et al., 1996). Seuls les facteurs 

généraux de la transcription TFIIA, TFIIB, TFIIF, TFIIE en association avec le complexe 

SNAPc sont impliqués dans la reconnaissance du promoteur de base des gènes codant les 

ARNsn et les ARNsno (pour une revue voir Hernandez, 2001). La formation du complexe de 

pré-initiation (PIC) au niveau de ces promoteurs, présentée dans les revues citées 

précédemment, ne sera pas abordée dans mon introduction. Les travaux de ma thèse ont 

concerné l’étude des gènes cibles de l’activateur de la transcription Staf, c’est pourquoi je 

souhaite me focaliser sur les facteurs participant à l’activation de la transcription.  
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Les activateurs de la transcription augmentent le niveau basal de la transcription en régulant, 

directement ou via des cofacteurs, l’activité du complexe d’initiation de la transcription en 

réponse aux différents stimuli cellulaires liés au stade de développement, à la nature de tissus 

ou aux conditions physiologiques. Leur propre activité peut être elle même régulée par des 

modifications post-traductionnelles qui peuvent être par exemple une phosphorylation, une 

ubiquitination, une sumoylation ou une glycosylation.  

 

Les activateurs de la trancription ont une structrure modulaire composée d’un domaine 

d’activation de la transcription (AD) et d’un domaine de liaison à l’ADN (DBD). Le domaine 

de liaison à l’ADN est nécessaire mais non suffisant à l’activation de la transcription. Des 

expériences de fusions protéiques ont montré que la transcription peut être activée par un 

facteur de transcription chimère composé de l’AD d’un activateur X avec le DBD d’un 

facteur Y (Brent et Ptashne, 1985).  

 

Initialement, il a été suggéré que les activateurs de la transcription interagissaient directement 

avec le complexe de transcription au niveau de la région promotrice (pour une revue voir 

Ptashne et Gann, 1997). Ensuite, étant donné la diversité des gènes à réguler et l’existence 

d’un répertoire limité d’éléments régulateurs en cis et de facteurs généraux de la transcription, 

il est apparu évident que la complexité de l’expression des gènes est le fruit de l’intervention 

de facteurs intermédiaires, nommés coactivateurs, qui relaient l’information entre les 

activateurs et la machinerie transcriptionnelle (pour une revue voir Lemon et Tjian, 2000).  

 

Les activateurs peuvent recruter des coactivateurs de plusieurs types (pour une revue voir 

Lemon et Tjian, 2000). En effet, les activateurs peuvent, par exemple, interagir avec des 

coactivateurs qui sont intrinséquement associés aux composants de la machinerie 

transcriptionnelle comme certaines TAFs du complexe TFIID (Figure 13). Certains 

coactivateurs peuvent être des molécules qui jouent un rôle strict d’adaptateur entre les 

activateurs et le PIC. De plus, les activateurs peuvent réguler la transcription des gènes en 

interagissant avec des complexes comme le Médiateur composés de multiples coactivateurs 

de nature différente de celles des deux précédents types évoqués (Figure 13).  
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Figure 13 : Représentation schématique des modes d'actions possibles d'un activateur de la transcription 

(d’après Fry et Peterson, 2001). 

Un activateur peut réguler la transcription en stabilisant la machinerie transcriptionnelle en interagissant avec la 

Pol II, les facteurs généraux de la transcription ou des coactivateurs comme le complexe du Médiateur. De plus, 

il peut augmenter l’accessibilité de la chromatine en interagissant avec des complexes de remodelage comme 

SWI/SNF ou de modifications des histones comme les histones acétyl-transférases (HAT).  

 

D’autre part, un des moyens d’activer la transcription des gènes est d’augmenter 

l’accessibilité de la région promotrice en changeant la structure de la chromatine (pour une 

revue voir Workman et Kingston, 1998). Pour cela, les activateurs peuvent recruter des 

complexes de remodelage de la chromatine ou de complexes de modification des histones qui 

jouent le rôle de coactivateurs en induisant le relâchement de la structure chromatinienne au 

niveau des régions promotrices des gènes à réguler (Figure 13) (pour des revues voir Smith et 

Peterson, 2005; Kouzarides, 2007).  

 

En plus de la diversité des éléments promoteurs, ces facteurs induisent un niveau de 

complexité supplémentaire dans le mécanisme de transcription. En effet, plusieurs activateurs 

de la transcription peuvent interagir avec de nombreux coactivateurs de nature différente. 

Cependant, il est encore difficile de montrer quelle interaction est critique pour l’activation de 

la transcription et de savoir si l’ordre de recrutement des différents facteurs est important pour 

le mécanisme (Fry et Peterson, 2001).  

 

La communauté scientifique s’est toujours intéressée à l’étude du réseau complexe de 

régulation de l’expression des gènes. Pour cela, de nombreuse études ont été réalisées à 

l’échelle d’un gène d’intérêt. Il est maintenant possible d’appréhender l’interactome se 



  Introduction 

 

 -46- 

formant entre les promoteurs et les facteurs de transcription à l’échelle d’un génome entier. 

Ceci est réalisé en cartographiant les sites de fixation de facteurs de transcription le long du 

génome.  

 

2.2. Cartographie des sites de fixation de facteurs de transcription 

 

La cartographie des sites de fixation d’un facteur de transcription sur un gène donné a été 

traditionnellement réalisée par des expériences in vitro de liaison de facteurs recombinants ou 

par une approche in vivo utilisant des gènes rapporteurs. L’augmentation du nombre de 

génomes séquencés permet d’identifier des éléments régulateurs conservés en comparant les 

séquences des promoteurs orthologues. Il est également possible de localiser les sites de 

fixation d’un facteur de transcription au niveau d’un génome entier en utilisant des techniques 

novatrices couplées à l’immunoprécipitation de chromatine (ChIP). 

 

2.2.1. Identification des sites de fixation de facteurs de transcription à l’échelle d’un gène 

 

L’étude de la régulation de l’expression d’un gène d’intérêt se réalise en étudiant la 

constitution de sa région promotrice. La présence d’éléments régulateurs dans la région 

promotrice peut être recherchée par des analyses in silico, in vitro et in vivo.  

 

Il a été observé que les régions fonctionnellement importantes du génome présentaient un plus 

faible taux de mutations que les régions non fonctionnelles. Il existe donc une pression de 

sélection pour maintenir des éléments importants du génome au cours de l’évolution. Ainsi, 

on peut identifier des éléments régulateurs en comparant les régions intergéniques de 

différentes espèces. Ceci est la base de l’analyse par empreinte phylogénique (pour une revue 

voir Wasserman et Sandelin, 2004). Dans ce type d’analyse, les espèces comparées ne doivent 

pas être trop éloignées ni trop proches d’un point de vue phylogénique afin de détecter des 

similitudes significatives. Dans le cas d’un gène particulier, les séquences en amont des gènes 

orthologues de différentes espèces sont alignées en utilisant des algorithmes tels que ClustalW 

(Thompson et al., 1994) ou Multalin (Corpet, 1988). Les régions conservées peuvent 

correspondre à des sites de fixation de facteurs de transcription. Afin de vérifier cette 

hypothèse et d’identifier le facteur de transcription impliqué, ces analyses sont réalisées 
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conjointement à l’utilisation de banques de données de facteurs de transcription telles que la 

banque Transfac (Wingender et al., 2000) ou l’algorithme MatInspector qui prédit la 

localisation de sites de fixation de facteurs de transcription connus (Quandt et al., 1995). 

 

Le caractère fonctionnel de sites de liaison du facteur de transcription est généralement établi 

in vivo par des expériences de transfections transitoires de cellules eucaryotes. La région 

promotrice d’intérêt est clonée en amont d’un gène rapporteur. L’influence de mutations au 

niveau de sites de fixation potentiels est observée par la variation de la synthèse du produit du 

gène rapporteur. Ceci permet de déterminer les éléments importants dans la régulation du 

gène d’intérêt.  

 

Des expériences in vitro peuvent également permettre de mettre en évidence la présence de 

sites de fixation de facteurs de transcription. Un extrait nucléaire peut être utilisé lors 

d’expériences de retard sur gel réalisées avec un fragment d’ADN renfermant un motif 

régulateur potentiel conservé identifié in silico ou préalablement détecté par des expériences 

in vivo. L’observation d’un complexe retardé suggère qu’un facteur de transcription se lie à la 

séquence d’ADN étudiée. 

 

2.2.2. Identification des sites de fixation de facteurs de transcription à l’échelle d’un génome 

 

Cette approche est basée sur la sélection des régions d’ADN associées à un facteur de 

transcription donné par immunoprécipitation de chromatine couplée à une analyse à grande 

échelle de ces fragments. Cette analyse globale utilise des approches dérivées de celles 

développées pour l’analyse à haut débit du transcriptome. Ainsi elle peut être basée sur 

l’hybridation des fragments immunoprécipités sur une puce (ChIP on chip) ou sur le 

séquençage d’une courte séquence du fragment d’ADN immunoprécipité (ChIP-SAGE, 

ChIP-Seq) ou de leurs extrémités 5’ et 3’ (ChIP-PET) (Figure 14).  
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Figure 14 : Différentes stratégies d’identification des sites de fixation d'un facteur de transcription basées 

sur l'immunoprécipitation de chromatine (adapté d’après Hawkins et Ren, 2006).  

La chromatine est fragmentée après pontage des protéines à l’ADN. Les fragments obtenus sont 

immunoprécipités avec des anticorps dirigés contre un facteur de transcription spécifique. L’ADN est isolé et 

analysé selon différentes approches. Pour la technique de ChIP-PCR, les régions d’intérêt sont recherchées par 

PCR dans l’ADN immunoprécipité en utilisant des couples d’oligonucléotides spécifiques. Les fragments sont 

clonés puis séquencés dans le cas de l’approche classique du ChIP (Weinmann et al., 2001). Dans le cas des 

approches de ChIP-PET et ChIP-STAGE, les parties 5’ et/ou 3’ issues de différents fragments immunoprécipités 

sont associées, clonées puis séquencées (Kim et al., 2005a; Wei et al., 2006). La technique de ChIP-Seq permet 

d’analyser directement les fragments d’ADN immunoprécipités par séquençage à haut débit sans effectuer de 

clonage (Robertson et al., 2007). Enfin, l’analyse par ChIP on chip est réalisée en hybridant les fragments 

immunoprécipités sur des puces (Weinmann et al., 2002; Cawley et al., 2004; Lee et al., 2006).  

 



  Introduction 

 

 -49- 

Actuellement, l’immunoprécipitation de chromatine est une technique de choix pour mettre en 

évidence l’interaction d’un facteur de transcription au niveau d’une région d’ADN d’intérêt in 

vivo. Dans cette approche, les facteurs de transcription sont pontés à la chromatine par un 

traitement au formaldéhyde puis après fragmentation de la chromatine, les fragments liant le 

facteur d’intérêt sont immunoprécipités par des anticorps spécifiques. Après dénaturation des 

protéines, les fragments d’ADN peuvent être caractérisés par différentes approches.  

 

Dans le cas du ChIP-PCR, la région promotrice d’intérêt est recherchée par PCR avec un 

couple d’oligonucléotides amplifiant cette région promotrice (Figure 14). Les résultats 

obtenus sont comparés avec ceux provenant d’un échantillon immunoprécipité avec des 

anticorps issus d’un sérum pré-immun.  

 

L’analyse des fragments immunoprécipités peut être également réalisée en hybridant ces 

fragments sur des puces (Figure 14). Cette approche, nommée CHIP on chip, a débuté par 

l’utilisation de puces contenant des régions promotrices (Ren et al., 2002) ou des îlots CpG 

(Weinmann et al., 2002). Cependant cette approche ne couvre qu’un petit échantillon de 

régions potentiellement régulatrices. Les analyses suivantes se sont basées sur des puces 

couvrant des chromosomes entiers (Martone et al., 2003; Cawley et al., 2004). Puis les puces 

représentant les séquences non redondantes du génome humain sont apparues permettant alors 

d’analyser la distribution globale des sites de liaison d’un facteur de transcription (Lee et al., 

2006). Les fragment immunoprécipités, ainsi que les fragments issus de l’échantillon global, 

sont marqués par deux fluorochromes différents et hybridés sur la puce. L’enrichissement en 

une région d’intérêt est détecté en comparant les intensités des deux fluorochromes pour 

chaque point. Ce type de technique est plus facilement applicable aux études répétées dans 

différentes conditions physiologiques. 

 

Il est possible de cloner les fragments d’ADN immunoprécipités et d’identifier de nouveaux 

sites de fixation d’un facteur de transcription d’intérêt en séquençant ces fragments (Figure 

14) (Weinmann et al., 2001). Les gènes potentiellement régulés par ces sites seront identifiés 

en localisant les fragments obtenus sur la séquence génomique. Cependant pour appliquer 

cette approche à l’échelle d’un génome entier, il est nécessaire que l’ensemble des fragments 

d’ADN immunoprécipités soient séquencés.  
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Des améliorations ont été apportées afin d’obtenir lors du séquençage une bonne 

représentativité de l’ensemble des fragments d’origine. La technique de STAGE (Sequence 

Tag Analysis of Genomic Enrichment), dérivant de la technique de SAGE, permet d’analyser 

rapidement de nombreux fragments de 21 pb représentatifs des fragments immunoprécipités 

par ChIP (Kim et al., 2005a). De même, l’approche couplant les techniques de ChIP et de 

PET permet cette analyse à partir des extrémités 5’ et 3’ de ces fragments (Figure 14) (Wei et 

al., 2006). Ces techniques sont rapidement applicables à l’analyse de tout organisme dont le 

génome est séquencé. De plus, ces approches permettent d’obtenir en une seule réaction de 

séquence des informations sur plusieurs fragments immunoprécipités.  

 

Très récemment, une approche basée sur une technique innovante de séquençage a été 

développée et a permis de déterminer rapidement la séquence des fragments 

immunoprécipités. Cette technique a été nommée ChIP-Seq (Figure 14) (Robertson et al., 

2007). Les fragments immunoprécipités sont fixés par l’intermédiaire d’un adaptateur sur une 

puce et sont amplifiés en phase solide. Chaque échantillon est séquencé en utilisant la 

technique de séquençage Solexa (http://www.illumina.com/pages.ilmn?ID=203). Cette 

technique est basée sur l’utilisation de quatre dNTP terminateurs marqués avec un 

fluorochrome différent. La lecture de la plaque est réalisée après excitation par un laser. Une 

courte séquence est obtenue pour chaque fragment après plusieurs cycles d’addition des 

dNTPs et est localisée sur la séquence génomique afin de permettre l’identification du site de 

fixation du facteur de transcription. Comme dans les autres approches, l’enrichissement en 

une région est évalué en analysant l’ADN immunoprécipité avec des anticorps issus d’un 

sérum pré-immun. Cette approche est intéressante car elle utilise peu de matériel et ne 

nécessite pas la construction de banques comme dans le cas du ChIP-PET ou du ChIP-

STAGE. De plus, elle apparaît moins coûteuse que la technique de ChIP on chip et peut être 

appliquée rapidement à l’étude de génome d’organisme variés dès que leur génome est 

séquencé.  

 

Des études ont comparé les résultats obtenus avec ces différentes techniques afin d’évaluer 

leur efficacité (Ji et al., 2006; Euskirchen et al., 2007). Il apparaît qu’une majorité de sites 

communs est retrouvée avec les différentes approches. Cependant, certains sites ne sont 

identifiés que par l’une de ces techniques. Ainsi ces différentes approches s’avèrent 

complémentaires pour la construction d’une carte globale des sites de fixation d’un facteur de 

transcription.  
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2.3. Large distribution des sites de fixation des facteurs de transcription dans le génome 

 

Ces dernières années de nombreuses équipes se sont intéressées à la cartographie globale des 

sites de liaison d’un certain nombre de facteurs de transcription avec pour objectif futur de 

mieux comprendre la régulation de l’expression des gènes (Tableau 3). Ces analyses ont été 

réalisées pour différents facteurs de transcription sur différents types cellulaires ou différents 

organismes. Cependant, tous les résultats obtenus montrent que la localisation de ces sites ne 

se limite pas aux régions situées juste en amont de gènes identifiés. Ceci suggère que le 

génome pourrait être transcrit plus abondamment que ce qui était admis jusqu’à présent. 

 

          

Approches Facteurs Organismes Types cellulaires Références 

       Tissu   

ChIP-chip         

 Chr22 p65 (NF- B) Homme HeLa (Martone et al., 2003) 

Chr21 et 22 Sp1, c-Myc, p53 Homme Lymphocytes T (Cawley et al., 2004) 

Chr22 CREB Homme Placenta (Euskirchen et al., 2004) 

Promoteur Oct4, Sox2, Nanog Homme  ES (Boyer et al., 2005) 

Ilots CpG NF-Y Homme Foie, Leucocytes (Testa et al., 2005) 

Génome SUZ12 Homme  ES (Lee et al., 2006) 

ChIP-SAGE CREB Rat Rein (Impey et al., 2004) 

  E2F4 Homme Fibroblastes (Kim et al., 2005a) 

ChIP-PET Oct4, Nanog Souris ES (Loh et al., 2006) 

  p53 Homme Colon (Wei et al., 2006) 

ChIP-Seq NRSF Homme Lymphocytes T (Johnson et al., 2007) 

  STAT1 Homme HeLa  (Robertson et al., 2007) 

 

Tableau 3 : Exemples de facteurs de transcription dont les sites de liaison ont été identifiés par des 

analyses à haut débit.  

Des approches variées ont permis d’analyser globalement la répartition des sites de fixation d’un certain nombre 

de facteurs de transcription. Ces analyses ont été réalisées sur différents types cellulaires de trois organismes 

différents.  

 

2.3.1. Localisation classique des sites de liaison de facteurs de transcription 

 

Ces approches ont confirmé la présence de sites de fixation identifiés lors de précédentes 

études et ont permis de localiser de nouveaux sites dans les régions situées en amont de gènes 
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connus. Cependant, les proportions sont variables selon le facteur de transcription analysé. Par 

exemple, 95% des sites de liaison du facteur SUZ12 (une sous-unité du complexe PRC2) ont 

été observés dans une région de 1 kpb autours de TSS connus ou prédits (Lee et al., 2006). 

40% des sites de fixation du facteur CREB et 22% des sites pour les facteurs Sp1, cMyc et 

p53 ont été identifiés à proximité de gènes connus (Cawley et al., 2004; Impey et al., 2004).  

 

Ces approches à haut débit ont également permis de caractériser de nouveaux sites de liaison 

de facteurs de transcription. Ainsi, parmi les 542 sites de fixation de p53 identifiés, 98 

représentent de nouveaux sites de liaison (Wei et al., 2006). Certains des sites de fixation 

identifiés ont une séquence non canonique (Martone et al., 2003; Johnson et al., 2007; Wang 

et al., 2007). Dans le cas du facteur AR (Androgen Receptor), la séquence canonique du site 

de liaison est AGAACAn3TGTTCT. Cependant, 68% des sites identifiés correspondent soit 

au demi-site de fixation TGTTCT soit à une nouvelle architecture du site de fixation 

(AGAACAn0-8TGTTCT ; TGTTCTn0-8AGAACA ; AGAACAn0-8AGAACA) (Wang et al., 

2007). Une analyse plus précise des résultats obtenus par ces études globales a montré un 

enrichissement de certains sites de fixation dans des régions promotrices particulières. Par 

exemple, 40% des sites de fixation du facteur SUZ12 sont localisés dans des îlots CpG (Lee et 

al., 2006). De même, la distribution des sites de fixation du facteur CREB est hautement 

corrélée à la présence d’îlots CpG et 25% des sites de fixation de ce facteur font partie de 

promoteurs bidirectionnels (Impey et al., 2004). Impey et al ont également mis en évidence la 

présence de sites de fixation de CREB en aval de certains TSS précédemment identifiés, ceci 

laisse supposer l’existence probable de promoteurs alternatifs pour ces gènes.  

 

2.3.2. Répartition inattendue des sites de fixation de facteurs de transcription le long du 

génome 

 

De façon surprenante, de nombreux sites de fixation se localisent en dehors des régions 

situées juste en amont de gènes connus. En effet, de nombreux sites sont retrouvés à 

l’intérieur des gènes et dans des régions non annotées du génome (Martone et al., 2003; 

Euskirchen et al., 2004; Impey et al., 2004; Loh et al., 2006; Wei et al., 2006; Robertson et al., 

2007). Il apparaît qu’une proportion non négligeable (environ 35% en moyenne) de sites de 

liaison est localisée dans les introns. De plus, on observe un plus grand nombre de sites dans 

le premier intron des gènes que dans les autres introns. Par exemple, 12% des sites p65 sont 
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localisés dans le premier intron tandis que 28% sont situés dans l’ensemble des autres introns 

(Martone et al., 2003).  

Peu de sites sont retrouvés au niveau des exons des gènes. Les différentes études montrent 

que seulement environ 2% de sites de fixation sont présents dans ces structures. On peut 

même remarquer qu’apparemment aucun site de liaison du facteur p53 n’est présent dans les 

exons des gènes (Wei et al., 2006).  

 

Des sites de fixation des facteurs de transcription sont également identifiés dans les régions à 

proximité de l’extrémité 3’ de gènes connus. Ceci a été observé pour 36% des sites Sp1, cMyc 

et p53 identifiés sur les chromosomes 21 et 22 (Cawley et al., 2004). Dans 27% des cas, les 

sites identifiés dans la région 3’ d’un gène sont également situés dans la région 5’ d’un autre 

gène adjacent (Cawley et al., 2004). Une grande majorité des sites identifiés dans cette étude 

est également localisée en amont de régions transcrites nouvellement caractérisées par 

Kapranov et al (Kapranov et al., 2002).  

 

Des sites de fixations sont également retrouvés dans des régions non annotées du génome et 

ceci dans des proportions variables selon les études. Dans le cas du facteur p65, 28% des sites 

de liaison identifiés remplissent cette caractéristique. Parmi ces sites, 22% se situent à 

proximité des régions transcriptionnellement actives identifiées par Rinn et al et les autres 

sont localisés dans des régions du génome actuellement sans aucune annotation (Martone et 

al., 2003; Rinn et al., 2003).  

 

Ainsi la répartition des sites de fixation des facteurs de transcription dans le génome est plus 

large qu’attendue. On peut se demander si les sites localisés à des positions non canoniques 

sont fonctionnels. La présence de sites de fixation en amont de régions transcriptionnellement 

actives, identifiées lors d’études du transcriptome, semble indiquer qu’une large proportion de 

ces sites sont fonctionnels. Les sites de fixation localisés dans la région 3’ de gènes connus 

peuvent participer à la régulation de l’expression de gènes voisins ou chevauchants. Cawley et 

al ont vérifié par RT-PCR et northern-blot l’existence de transcrits dont la transcription est 

potentiellement régulée par les facteurs Sp1, cMyc et p53 et pour lesquels les sites de liaison 

sont localisés dans la région 3’ de gènes connus (Cawley et al., 2004).  

 

La mise en évidence de la présence de la Pol II au niveau des régions renfermant certains sites 

de fixation est un argument en faveur du possible caractère fonctionnel de ces sites. Par 
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exemple, des expériences de ChIP ont montré que la Pol II est associée à 50% des régions 

renfermant des sites de liaison du facteur AR (Wang et al., 2007). Il a déjà été établi, par 

d’autres études, que des facteurs de transcription peuvent également participer à la régulation 

de l’expression d’un gène à longue distance. Cela a été observé en particulier pour des sites de 

fixation de p65 localisés dans des régions introniques (Schjerven et al., 2001; Guo et al., 

2003). L’analyse comparative, entre différentes espèces, des régions renfermant de tels sites et 

la mise en évidence de la conservation de ces motifs peuvent montrer l’importance de ces 

régions et renforcer leur caractère fonctionnel probable.  

 

Il est néanmoins possible que certains sites de fixation qui apparaissent atypiques soient non 

fonctionnels. Les facteurs de transcription peuvent se lier au niveau de sites de fixation isolés 

apparus suite à une mutation mais ne pas permettre le recrutement de la machinerie 

transcriptionnelle.  

 

2.3.3. Détermination de réseaux de régulation  

 

La cartographie des sites de fixation des facteurs de transcription à l’échelle des génomes est 

requise pour l’étude des réseaux de régulation se mettant en place entre ces différents facteurs 

et dans différentes conditions physiologiques. Les régions régulatrices sont généralement 

composées d’un regroupement de différents éléments régulateurs. Certaines études se sont 

donc intéressées à l’identification d’un site de liaison pour un facteur X à proximité des sites 

de fixation d’un facteur de transcription d’intérêt (Martone et al., 2003; Cawley et al., 2004; 

Boyer et al., 2005; Wang et al., 2007). C’est ainsi que Wang et al ont identifié trois motifs à 

proximité de sites de liaison du facteur AR (Wang et al., 2007). Des expériences de ChIP-

PCR ont montré que les facteurs FoxA1, GATA2 et Oct1 se lient à 80% des régions 

renfermant également un site de liaison du facteur AR (Wang et al., 2007). De multiples 

expériences ont montré que ces facteurs, à l’exception de FoxA1, jouent un rôle important, en 

collaboration avec le facteur AR, dans la régulation de l’expression des gènes en réponse à 

des hormones androgènes (Wang et al., 2007). Un réseau de régulation peut s’établir via les 

interactions se formant entre divers facteurs de transcription mais peut également dépendre du 

produit des gènes régulés. Différentes études ont illustré ce dernier point (Euskirchen et al., 

2004; Boyer et al., 2005; Lee et al., 2006; Loh et al., 2006; Johnson et al., 2007). Deux d’entre 

elles ont montré que les facteurs de transcription Oct4 et Nanog permettent de maintenir les 
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cellules ES (Embryonic Stem) dans un état pluripotent en reprimant des gènes codant des 

facteurs de transcription clés dans le mécanisme de différenciation et en activant des gènes 

essentiels au maintien de l’état indifférencié (Boyer et al., 2005; Loh et al., 2006). 

 

On peut penser que ces études globales de la répartition des sites de liaison de facteurs de 

transcription vont largement se multiplier dans les années à venir. Les données obtenues lors 

de ces études fourniront une base pour établir et compléter des réseaux d’interaction des 

facteurs de transcription. Ceci nous permettra de mieux comprendre les mécanismes qui 

régissent le bon fonctionnement d’une cellule via un niveau de transcription des gènes 

finement contrôlé.  

 

Les deux premières parties de ce mémoire avaient pour objectifs de mettre en évidence la 

grande complexité au niveau de l’expression des génomes de mammifères. Ainsi, le génome 

n’est pas constitué de gènes indépendants répartis le long des chromosomes. En effet, il 

apparaît que de nombreux gènes peuvent se chevaucher, partager des promoteurs 

bidirectionnels ou être régulés par des promoteurs alternatifs. Les analyses du transcriptome 

ainsi que les cartographies des sites de liaison de facteurs de transcription montrent que le 

génome est plus transcrit qu’attendu. Cette grande complexité d’expression  peut expliquer 

que des organismes eucaryotes, tels que la levure et la drosophile, possédant environ le même 

nombre de gènes que les mammifères présentent de grandes différences de phénotypes avec 

ces derniers.  

 

Les travaux effectués au cours de ma thèse ont permis de caractériser de nouveaux gènes 

cibles du facteur de transcription Staf. Ces travaux se sont articulés autours d’une 

identification globale des sites de fixation de ce facteur dans les promoteurs des gènes de 

protéines ainsi que sur des analyses plus fines de promoteurs de trois gènes spécifiques. Nous 

allons dans le prochain chapitre nous intéresser plus particulièrement aux caractéristiques et 

aux fonctions de ce facteur de transcription.  
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3. Staf, un activateur de la transcription à multiples facettes 

 

Le facteur de transcription Staf a été identifié au laboratoire comme étant l’activateur de la 

transcription du gène de l’ARN de transfert de la sélénocystéine (ARNt
Sec

) chez Xenopus 

laevis. Il a été ensuite montré que ce facteur était également impliqué dans l’activation de la 

transcription, par l’ARN polymérase II ou III, d’une variété de gènes codant des ARNnc tels 

que les ARNsn U1-U5 ainsi que les ARNs 7SK, Y, de la MRP et de la RNase P. De façon 

surprenante, Staf peut également stimuler la transcription de gènes codant des protéines. Nous 

allons donc nous intéresser à l’architecture des promoteurs régulés par ce facteur ainsi qu’aux 

caractéristiques de la protéine Staf qui permettent une telle diversité de reconnaissance de 

gènes cibles.  

3.1. Activateur de la transcription du gène de l’ARN de transfert de la sélénocystéine 

 

Le promoteur du gène de l’ARNt
Sec

 et les promoteurs des gènes codant les autres ARNt 

cellulaires ne présentent pas la même architecture bien qu’ils soient tous deux reconnus par la 

Pol III. Les promoteurs des gènes codant pour les ARNt généraux sont constitués d’une boîte 

A et d’une boîte B localisées dans la région transcrite du gène (Figure 15).

  

Figure 15 : Architecture des promoteurs des gènes des ARNs de transfert chez les vertébrés.  

Les positions des éléments du promoteur de base (A : boîte A, B : boîte B, PSE : proximal sequence element, 

TATA : boîte TATA) et de l’élément activateur (DSE : distal sequence element) sont indiquées. La région 

transcrite est représentée par un trait épais et la flèche indique le site d’initiation de la transcription. Les positions 

indiquées pour l’ARNt
Sec 

sont celles de l’ARNt
Sec

 de Xenopus laevis. 
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Le promoteur de base du gène de l’ARNt
Sec

 est, quant à lui, un promoteur mixte. Il est 

composé d’une boîte interne B et de deux éléments externes : une boîte TATA et un élément 

PSE (Proximal Sequence Element) (Carbon et Krol, 1991). L’activité optimale du gène de 

l’ARNt
Sec

 est dépendante d’un élément activateur appelé DSE (Distal Sequence Element) 

(Myslinski et al., 1992). Les caractéristiques de ces éléments promoteurs, DSE, PSE et boîte 

TATA, seront développées dans la partie suivante de mon manuscrit. 

 

Par la suite, il a été montré qu’une protéine présente dans des extraits nucléaires de cellules 

HeLa reconnaît spécifiquement l’élément activateur DSE (Myslinski et al., 1992). Le criblage 

d’une banque d’expression avec un oligonucléotide portant la séquence de cet élément 

(CCAGCATGCCTCGCG) a permis d’identifier l’ADNc codant cette protéine (Schuster et 

al., 1995). Des expériences de micro-injection dans des oocytes de xénopes ont démontré que 

cette protéine était l’activateur de la transcription du gène de l’ARNt
Sec 

(Schuster et al., 1995). 

Pour cela, un vecteur spécifiant une protéine chimère a été préparé en échangeant le DBD de 

la protéine isolée avec celui de la protéine Krox-20. L’expression de cette protéine chimère 

permet d’activer la transcription d’un gène d’ARNt
Sec

 muté qui renferme la séquence de 

reconnaissance du facteur de transcription Krox-20.  

 

La protéine identifiée, permettant l’activation de la transcription du gène de l’ARNt
Sec

, a été 

nommée Staf (pour Selenocysteine tRNA gene transcription activating factor). Staf est une 

protéine de 600 acides aminés composée de trois domaines (Figure 16). Le domaine 

d’activation est situé dans la partie amino-terminale et renferme deux sous-domaines. Le 

premier est composé de quatre répétitions d’un motif de quinze acides aminés. Le deuxième 

correspond à une région de dix-huit acides aminés. Le domaine central contient le domaine de 

liaison à l’ADN composé de sept doigts de zinc de type C2H2. Aucune fonction n’a été 

attribuée à la partie carboxy-terminale de la protéine à ce jour (Schuster et al., 1995; Schuster 

et al., 1998).  
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Figure 16 : Représentation schématique des domaines structuraux et fonctionnels de l'activateur de la 

transcription Staf (Schuster et al., 1995; Schuster et al., 1998).  

Le domaine A contenant les deux sous-domaines d’activation (en jaune et orange) est représenté en bleu. Le 

domaine B de liaison à l’ADN est indiqué en rouge tandis que les sept doigts de zinc sont représentés en vert. Le 

domaine C de fonction inconnue est coloré en rose. Les positions de chaque région sont indiquées. 

 

3.2. Activateur de la transcription de gènes d’ARNs non codants et d’ARNs messagers 

 

Chez les vertébrés, les gènes codant les ARNsn peuvent être transcrits par les ARN 

polymérases II ou III selon l’architecture de leur promoteur (Figure 17) (pour une revue voir 

Hernandez, 2001)). D’autres gènes de petits ARNnc, comme les gènes codant les ARNsno 

U3, U8 et U13 ou l’ARN 7SK et Y4 sont respectivement transcrits par la Pol II ou la Pol III 

(Figure 17). Ils possèdent les mêmes éléments promoteurs que ceux qui sont présents dans les 

gènes d’ARNsn (pour des revues voir Paule et White, 2000; Hernandez, 2001; Schramm et 

Hernandez, 2002). Ces gènes seront appelés gènes de type ARNsn dans la suite de mon 

manuscrit.  
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Figure 17 : Architecture des promoteurs des gènes d'ARNsn et de type ARNsn transcrits par la Pol II (A) 

et la Pol III (B).  

Les positions des éléments du promoteur de base (PSE : proximal sequence element, TATA : boîte TATA) et de 

l’élément activateur (DSE : distal sequence element) sont indiquées. La région transcrite est representée par un 

trait épais et la flèche indique le site d’initiation de la transcription. Les gènes contrôlés par chaque type de 

promoteurs sont indiqués. 

 

Les promoteurs de ces gènes sont totalement externes à la région transcrite et possèdent deux 

éléments communs : un élément activateur distal, la DSE et un élément proximal, constituant 

du promoteur de base, la PSE (Figure 17) (Murphy et al., 1987; Dahlberg et Schenborn, 1988; 

Hernandez et Lucito, 1988). 

 

La DSE est localisée entre les positions -250/-200 dans les promoteurs Pol II et Pol III (Lobo 

et Hernandez, 1994). La DSE n’a pas de rôle dans la spécificité de transcription par la Pol II 

ou III et est interchangeable d’un type de promoteur à l’autre (Ciliberto et al., 1987). Cet 

élément est capable de stimuler la transcription du promoteur de base d’un facteur cinq à vingt 

quelque soit son orientation (Ares et al., 1985; Ciliberto et al., 1985; Mattaj et al., 1985; 

McNamara et al., 1987). L’activité de la DSE est généralement dépendante de sa position au 

sein de la région promotrice puisque cet élément est inactif lorsqu’il se trouve trop proche de 

la PSE ou en aval de la région codante (Mattaj et al., 1985). Néanmoins, il a été observé que 

les promoteurs des gènes de l’ARN H1 humain, de l’ARN 7SK du fugu et de l’ARNsn U7 de 

xénope présentent une architecture compacte inhabituelle dans laquelle la DSE est adjacente à 

la PSE (Watkins et al., 1992; Myslinski et al., 2001; Myslinski et al., 2004).  
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La DSE renferme deux motifs régulateurs : un motif octamère (ATGCAAAT) ou une 

séquence très proche appelée octamer-like et un site de liaison de Staf (Parslow et al., 1984; 

Carbon et al., 1987; McNamara et al., 1987; Tebb et Mattaj, 1989; Roebuck et al., 1990; 

Myslinski et al., 1992; Lobo et Hernandez, 1994; Schuster et al., 1995; Schaub et al., 1997). 

Ces éléments peuvent être présents soit simultanément soit séparément. Ils sont présents 

simultanément dans quasiment 100%, 80% et 46% des cas chez les mammifères, le poulet et 

le xénope respectivement (Hernandez, 1992; Schaub et al., 1997; Gu et al., 1998; Schramm et 

Hernandez, 2002). Chez le fugu, cette proportion s’inverse puisque parmi les 28 gènes 

d’ARNsn identifiés comme possédant une DSE, seuls les gènes codant l’ARNsn U4.1 et U7 

possèdent une DSE composée d’un site de liaison de Staf et d’un octamère (Myslinski et al., 

2004). De façon surprenante, sept sur trente-cinq des gènes d’ARNsn identifiés dans cette 

espèce ne présentent pas d’élément DSE. Il s’agit des gènes codant les ARNsn U1.3, U2.2, 

U2.4, U4.3, U4.4, U5.4 et l’ARNt
Sec

 (Myslinski et al., 2004). Ces gènes, à l’exception du gène 

de l’ARNt
Sec

, sont présents en copies multiples dans le génome du fugu et compensent 

sûrement l’absence de l’élément activateur par leur nombre de copies. Le gène de l’ARNt
Sec

, 

quant à lui, peut également compenser cette absence par la présence de l’élément promoteur 

interne B. En effet, il a été montré, chez le xénope, que cet élément permettait de stimuler la 

transcription par la Pol III du gène de l’ARNt
Sec

 et d’un gène d’ARNsn chimère dans lequel 

cet élément B a été introduit artificiellement (Carbon et Krol, 1991; Lescure et al., 1991). On 

peut noter que le motif octamère n’est pas spécifique du promoteur des gènes d’ARNsn et de 

type ARNsn. En effet, il est également retrouvé dans les régions activatrices des promoteurs 

de gènes d’ARNm exprimés de façon ubiquitaire ou tissu-spécifique (Parslow et al., 1984; 

Fletcher et al., 1987; Luo et al., 1992). 

 

L’élément promoteur PSE du gène de l’ARNsn U6 ainsi que des gènes de type ARNsn 

transcrits par la Pol III (ARN 7SK, MRP, Y…) possède les mêmes caractéristiques 

structurales que la PSE des promoteurs des gènes transcrits par la Pol II décrites au 

paragraphe 1.1.2 de la première partie de mon introduction (Murphy et al., 1986; Krol et al., 

1987; Bennett et al., 1992; Hernandez, 1992; Lobo et Hernandez, 1994; Maraia et al., 1994). 

Ces éléments PSE sont fonctionnellement interchangeables entre les promoteurs des gènes pol 

II et pol III (Bark et al., 1987; Kunkel et Pederson, 1988; Lobo et Hernandez, 1989; Parry et 

al., 1989). Cependant, leur position est différente. En effet, l’élément PSE est centré sur les 

positions -64/-62 dans les promoteurs des gènes transcrits par la Pol III. Il est décalé 

d’environ cinq paires de base en moyenne en amont de la position observée dans les gènes 
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transcrits par la Pol II (-59/-56). Ce décalage est important, mais pas suffisant, pour la 

détermination de la spécificité de la transcription par la Pol III (Lescure et al., 1991). 

 

Une boîte TATA, en position -31/-25, est associée à la PSE dans le promoteur de base des 

gènes dépendants de la Pol III (Figure 17). Cette boîte est parfaitement similaire en séquence 

et en position à celle des gènes d’ARNm (Murphy et al., 1986; Carbon et al., 1987; Krol et al., 

1987; Baer et al., 1990; Hernandez, 1992; Maraia et al., 1994). Cependant, cette boîte n’est 

pas présente dans les promoteurs des gènes d’ARNsn et de type ARNsn reconnus par la Pol 

II. En association avec la PSE, cet élément TATA est indispensable pour la transcription de 

base et est un déterminant majeur de la spécificité de transcription par la Pol III (Kunkel et 

Pederson, 1988; Mattaj et al., 1988; Lobo et Hernandez, 1989; Lobo et al., 1990; Lescure et 

al., 1991). En effet, le gène de l’ARNsn U6, initialement dépendant de la Pol III, est transcrit 

par la Pol II lorsqu’on supprime la boîte TATA de son promoteur. Inversement, l’addition de 

cette boîte TATA en position -31/-25 dans le promoteur du gène de l’ARNsn U2 permet la 

transcription de ce gène par la Pol III (Mattaj et al., 1988; Lobo et Hernandez, 1989).  

 

On peut remarquer que le promoteur des gènes transcrits par la Pol III présente la même 

architecture que le promoteur externe du gène de l’ARNt
Sec

 (Figure 15 et Figure 17). Il a été 

montré que la PSE et la boîte TATA de ce gène sont fonctionnellement équivalentes à celles 

qui sont présentes dans le promoteur du gène de l’ARNsn U6 (Carbon et Krol, 1991; 

Myslinski et al., 1993). L’étude de la transcription de gènes d’ARNsn et de type ARNsn a mis 

en évidence que Staf participait à l’activation de la transcription des gènes des ARNs U4, Y4 

et 7SK humains, des ARNs U1, U2, U5 et de la MRP chez le xénope et du gène murin et 

humain de l’ARNsn U6 (Schaub et al., 1997). Ainsi, Staf est un activateur de la transcription 

des gènes d’ARNsn et de type ARNsn transcrits par la Pol II et la Pol III.  

 

Staf est également capable d’activer la transcription d’un gène rapporteur d’ARNm (Schuster 

et al., 1995). En effet, ce facteur permet l’activation de la transcription à partir d’un promoteur 

chimère, composé du site de liaison de Staf fusionné au promoteur de base du gène de la 

thymidine kinase et placé en amont du gène rapporteur chloramphénicol acétyl-transférase.  

 

Deux régions distinctes du domaine amino-terminal (domaine A) de Staf permettent d’activer 

spécifiquement la transcription de ces deux catégories de gènes (Schuster et al., 1998). Le 

sous-domaine responsable de l’activation de la transcription des gènes d’ARNsn et de type 
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ARNsn est composé de dix-huit acides aminés acides localisés des positions 207 à 224 

(Figure 18) (Schuster et al., 1998). La séquence de cette région est 

PDTISALEQYAAKVSIEG. Il a été montré que la leucine en position 213 de cette région est 

essentielle à l’activation de la transcription des gènes d’ARNsn et de type ARNsn (Schuster et 

al., 1998).  

 

   

Figure 18 : Caractéristiques structurales du domaine d'activation de la transcription de Staf (Schuster et 

al., 1998).  

Le domaine d’activation de la transcription des gènes d’ARNm, constitué de 4 répétitions d’un motif R, est 

indiqué en jaune. La séquence et les positions des quatre motifs répétés R1, R2, R3 et R4 ainsi que la séquence 

consensus sont indiquées. Le domaine d’activation de la transcription des gènes d’ARNsn et de type ARNsn est 

représenté en orange. La séquence et les positions de cette région de dix-huit acides aminés sont indiquées. La 

leucine essentielle est en rouge. 

 

La région responsable de l’activation de la transcription de gènes d’ARNm est localisée entre 

les acides aminés 84 et 176 (Schuster et al., 1998). Elle est composée de quatre répétitions 

d’un motif R de quinze acides aminés séparées par dix à douze acides aminés (Figure 18). La 
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seule présence du motif R1 permet l’activation de la transcription. Cependant, l’efficacité 

d’activation augmente lorsque les autres motifs sont ajoutés un à un. L’efficacité d’activation 

de Staf est maximale lorsque les motifs R1 à R4 sont présents (Schuster et al., 1998). Les 

résidus leucine, aspartate et thréonine localisés respectivement aux positions 166, 168 et 170 

du motif R4 contribuent de manière importante à l’activité de ce sous-domaine d’activation 

(Schuster et al., 1998).  

 

Ainsi le facteur de transcription Staf possède deux régions d’activation physiquement et 

fonctionnellement distinctes. On peut noter que le facteur d’activation Oct1 peut également 

activer à la fois la transcription des gènes d’ARNsn et d’ARNm en se fixant sur le site 

octamère de la DSE (Tanaka et al., 1992). Oct1 possède deux domaines d’activation. Le 

premier, localisé du côté amino-terminal, est riche en résidus glutamine alors que le second, 

localisé du côté carboxy-terminal, est riche en résidus sérine et thréonine (Tanaka et al., 

1992). Cependant, les domaines précisément requis pour l’activation de la transcription des 

gènes d’ARNsn ou de type ARNsn et des gènes d’ARNm n’ont pas été définis. De manière 

surprenante, il a été observé que le DBD de Oct1 joue un rôle important dans l’activation de 

la transcription des gènes d’ARNsn. En effet, le domaine POU-spécifique de ce DBD permet 

le recrutement coopératif de Oct1 au motif octamère et du facteur général de la transcription 

SNAPc sur la PSE (Murphy et al., 1992; Mittal et al., 1996; Ford et Hernandez, 1997; 

Murphy, 1997; Ford et al., 1998). La stabilisation de SNAPc au niveau de la PSE permet une 

formation efficace du complexe d’initiation de la transcription au niveau du promoteur (Mittal 

et al., 1999). 

 

3.3. Les protéines homologues de Staf chez l’homme 

 

L’interrogation des banques de données de protéines de l’institut européen de 

bioinformatiques (EBI) avec la séquence de Staf de Xenopus laevis a révélé une homologie de 

séquence significative entre la protéine de xénope et deux protéines humaines de fonction 

inconnue (Myslinski et al., 1998). Ces deux protéines, ZNF143 et ZNF76, présentent 

respectivement 84% et 64% d’identité avec Staf et sont constituées respectivement de 626 et 

515 acides aminés (Figure 19).  
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Figure 19 : Représentation schématique des protéines homologues ZNF143, Staf et ZNF76 (d’après 

Myslinski et al., 1998).  

La taille des trois protéines est indiquée. Les trois domaines A, B et C sont représentés respectivement en bleu, 

rouge et rose. Les deux sous-domaines d’activation sont indiqués en jaune et orange et les sept doigts de zinc 

sont en vert. Le pourcentage d’identité entre Staf et ZNF143 et Staf et ZNF76 est indiqué en gras. Les 

pourcentages d’identité entre les domaines A, B et C de Staf et ZNF143 et de Staf et ZNF76 sont indiqués. 

 

Ces protéines peuvent être divisées en trois domaines équivalents à ceux de Staf (Myslinski et 

al., 1998). Le domaine central de ZNF143 et ZNF76 contient sept doigts de zinc de type C2H2 

et présente une forte identité de séquence avec celui de Staf (Figure 19). Les deux sous-

domaines d’activation spécifiques de la transcription des gènes d’ARNsn et d’ARNm sont 

également retrouvés dans les deux protéines ZNF143 et ZNF76 (Figure 19). La comparaison 

de la séquence de ces trois protéines a également permis de mettre en évidence une région de 

24 acides aminés très conservée dans le domaine carboxy-terminal. En effet, 16 acides aminés 

sur 24 sont identiques dans la région comprise entre les positions 561-584 dans Staf, 469-492 

dans ZNF76 et 587-610 dans ZNF143 (Myslinski et al., 1998). Cependant, des différences 

entre ces trois protéines sont également observées. En effet, ZNF143 et ZNF76 possèdent un 

domaine amino-terminal plus court respectivement de 45 et 77 acides aminés par rapport à 

celui de Staf. Le domaine carboxy-terminal de ZNF143, quant à lui, présente une insertion de 

53 acides aminés entre les positions 498 et 551 alors que celui de Staf et de ZNF76 ont la 

même taille (Figure 19) (Myslinski et al., 1998).  

 

Les similarités observées entre ces protéines laissent supposer que ZNF143 et ZNF76 sont des 

homologues humains de la protéine Staf de xénope. Il a été montré que les DBD de ces deux 

protéines reconnaissent avec une affinité comparable les séquences cibles de Staf présentes 
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dans les promoteurs des gènes de l’ARNt
Sec

 de xénope et de l’ARNsn U6 humain (Myslinski 

et al., 1998). De plus, des expériences de dominants négatifs dans des oocytes de xénopes ont 

montré que les DBD de ZNF143 et ZNF76 réduisent l’efficacité de transcription du gène de 

l’ARNt
Sec

 en entrant en compétition avec la protéine Staf endogène (Myslinski et al., 1998). Il 

a également été montré que les protéines ZNF143 et ZNF76 peuvent activer la transcription 

des gènes de l’ARNsn U1 et de l’ARNt
Sec

 de xénope ainsi que la transcription d’un gène 

rapporteur d’ARNm (Myslinski et al., 1998). L’ensemble de ces résultats ainsi que la 

comparaison des séquences montrent que ZNF143 est l’orthologue humain de Staf et que 

ZNF76 est une protéine homologue à ZNF143 et Staf.  

 

Les transcrits codant ces deux protéines ont été retrouvés en proportion variable dans 

plusieurs tissus par northern-blot (Myslinski et al., 1998). De plus, de nombreuses EST 

spécifiques de ces transcrits sont détectées au sein de nombreux tissus et à différents stades du 

développement (EST Profile Viewer, UniGene, NCBI). L’homologue de Staf chez la souris a 

également été identifié et nommé mStaf (Adachi et al., 1998). Des comparaisons de séquences 

ont permis d’identifier chez le poisson zèbre et le fugu des protéines montrant un fort 

pourcentage d’identité avec Staf (Myslinski et al., 2004). Cependant aucune étude 

fonctionnelle n’a été réalisée avec ces homologues potentiels. Staf est donc un facteur de 

transcription présent dans de nombreuses espèces de vertébrés. Des recherches 

bioinformatiques complémentaires, réalisées au laboratoire, montrent que la protéine Staf est 

présente dans d’autres espèces faisant partie de l’embranchement des chordées comme Ciona 

intestinalis (résultats non publiés).  

 

Récemment, sept gènes de protéines ont été identifiés comme étant régulés par ZNF143. Chez 

l’homme, il s’agit des gènes codant le facteur de régulation de l’interféron 3 (IFR3) (Mach et 

al., 2002), la transaldolase (TALDO1) (Grossman et al., 2004), l’oxyde nitrique synthase 

neuronale (NOS1) (Saur et al., 2002), la protéine ribosomique mitochondriale S11 (MRPS11) 

(Ishiguchi et al., 2004), la synaptobrévine-like 1 (SYBL1) (Di Leva et al., 2004) et l’aldéhyde 

réductase (AKR1A1) (Barski et al., 2004). La transcription de ce dernier gène a également été 

identifiée comme étant dépendante de Staf chez la souris ainsi que celle du gène codant une 

sous unité d’un complexe de chaperons cytosoliques (TCP1) (Kubota et al., 2000).  

 

C’est en recherchant des gènes dont l’expression était induite par traitement au cisplatine que 

Ishiguchi et al ont identifié le gène MRPS11 (Ishiguchi et al., 2004). Puisque ZNF143 régule 
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l’expression de ce gène, ces auteurs se sont donc intéressés aux effets sur ZNF143 de 

l’administration de cisplatine à des cellules. Ils ont observé que l’expression de ZNF143 

augmente dans des cellules cancéreuses sensibles au cisplatine et que la sensibilité de ces 

cellules augmente lorsque l’expression de ZNF143 est presque totalement éliminée par des 

expériences d’interférence à l’ARN (Ishiguchi et al., 2004; Wakasugi et al., 2007). De plus, 

lors de ces expériences d’interférence, on observe une resensibilisation des cellules résistantes 

au cisplatine (Wakasugi et al., 2007).  

 

Des expériences de coimmunoprécipitation et de retard sur gel ont montré que ZNF143 peut 

interagir avec la protéine suppresseur de tumeur p73 et que ce facteur p73 peut stimuler la 

fixation de ZNF143 sur sa séquence cible ainsi que sur une séquence riche en GC modifiée 

par du cisplatine (Wakasugi et al., 2007). ZNF143 pourrait avoir un rôle potentiel dans la 

réparation de l’ADN en activant spécifiquement des gènes impliqués dans ce mécanisme en 

réponse à un traitement au cisplatine. Pour identifier ces gènes, les auteurs ont recherché des 

sites de liaison de ZNF143 dans le promoteur d’une série de gènes impliqués dans le 

mécanisme de réparation de l’ADN. Ils ont identifiés un grand nombre de gènes 

potentiellement régulés par ZNF143 (Wakasugi et al., 2007). Cependant, leur recherche est 

biaisée car ils ont considéré que le site de liaison de ZNF143 se réduisait à quatre résidus 

cytosines en position 3-5 et 12. Nous verrons dans la partie 3.3 de mon introduction que 

ZNF143 reconnaît un site de liaison certes dégénéré mais tout de même plus complexe 

(Schaub et al., 1997; Schaub et al., 1999a). 

 

De récentes études réalisées par Zheng et Yang ont montré que ZNF76 peut également avoir 

une fonction de répresseur de la transcription (Zheng et Yang, 2004). En effet, la 

surexpression par transfections transitoires de ZNF76 dans différents types cellulaires entraîne 

l’inhibition de l’expression de gènes cibles du facteur de transcription p53. Cette réduction a 

été observée pour un gène rapporteur sous le contrôle d’un site de liaison du facteur p53 ainsi 

que pour le gène endogène codant la protéine p21 (Zheng et Yang, 2004). Des expériences de 

double-hybride et de coimmunoprécipitation ont montré que ZNF76 peut interagir, via ses 

domaines amino et carboxy-terminaux, avec TBP (Zheng et Yang, 2004). La surexpression 

par transfections transitoires de ZNF76 muté dans son domaine carboxy-terminal et des 

expériences de dominant négatif réalisées avec le domaine carboxy-terminal sauvage 

montrent que ZNF76 pert la capacité d’inhiber l’expression de gènes cibles du facteur de 

transcription p53. Ceci suggère que ZNF76 inhibe la transcription en se liant à TBP. 
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Il a été montré que l’activité de ZNF76 peut être régulée par des modifications post-

traductionnelles (Zheng et Yang, 2004; Zheng et Yang, 2006). ZNF76 présente différents 

isoformes lorsque deux constituants du système de sumoylation, les protéines PIAS1 et 

SUMO-1, sont surexprimées avec ZNF76 dans des cellules HEK293 (Zheng et Yang, 2004). 

La sumoylation de ZNF76 inhibe son interaction avec TBP et entraîne une réduction drastique 

de son activité de répression de la transcription de gènes cibles de p53 (Zheng et Yang, 2004). 

Le domaine amino-terminal de ZNF76 peut, quant à lui, être acétylé par la protéine p300 et 

déacétylé par HDAC1 dans des conditions de transfections transitoires (Zheng et Yang, 

2006). Cette acétylation entrerait en compétition avec la sumoylation de ZNF76 et entrainerait 

une diminution de l’efficacité d’interaction de ZNF76 avec TBP. Zheng et Yang ont 

également observé qu’il existe deux isoformes de 515 et 570 acides aminés de la protéine 

ZNF76 issus d’un épissage alternatif. Les auteurs ne se sont intéressés qu’à l’interaction de 

ces deux isoformes avec TBP. Ils ont montré que ZNF76570 permet de coimmunoprécipiter 

une quantité plus importante de TBP (Zheng et Yang, 2006).  

 

3.4. Mode de liaison de Staf à l’ADN 

 

Staf se lie à l’ADN au niveau d’un site appelé SBS (pour Staf Binding Site) par 

l’intermédiaire de son domaine central, composé de motifs en doigt de zinc de type C2H2. Des 

expériences de sélection de sites in vitro par la technique SELEX (Systematic Evolution 

Ligands by EXponential enrichment) ont permis de définir la séquence consensus reconnue 

par le DBD de Staf (Schaub et al., 1997). Cette séquence de 18 pb est 

YWCCCRNMATSCMYYRCR (Figure 20A). Ce site de liaison présente un haut niveau de 

variation puisque 12 des 18 positions sont dégénérées. En effet, la position 7 de ce site est 

totalement dégénérée et les positions 1, 2, 6, 8, 11, 13-18 sont moins conservées que les 

positions 3-5, 9, 10, 12. La comparaison de la séquence de sites naturels de liaison de Staf 

validés expérimentalement chez l’homme, le xénope et la souris a également permis de 

déterminer une séquence consensus spécifiquement pour les gènes d’ARNsn et de type 

ARNsn ainsi que pour les gènes d’ARNm (Figure 20B). Les deux séquences consensus 

obtenues sont proches de celle identifiée par la technique de SELEX. La séquence consensus 

obtenue à partir des gènes d’ARNsn et de type ARNsn a permis d’identifier par comparaison 
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de séquence d’autres gènes d’ARNsn et de type ARNsn potentiellement régulés par Staf 

comme les gènes codant  

 

Figure 20 : Détermination de la séquence consensus du site de liaison de Staf.  

A. Tableau récapitulatif des fréquences des bases obtenues pour chaque position du SBS par la technique 

SELEX permettant de déterminer la séquence consensus indiquée sur la dernière ligne du tableau (Schaub et al., 

1997). B.1. Alignement des séquences SBS de promoteurs de gènes d’ARNsn et de type ARNsn validées 

expérimentalement (Schaub et al., 1997; Myslinski et al., 2001). B.2. Alignement des séquences SBS de 

promoteurs de gènes d’ARNm validées expérimentalement (Kubota et al., 2000; Mach et al., 2002; Saur et al., 

2002; Barski et al., 2004; Di Leva et al., 2004; Grossman et al., 2004; Ishiguchi et al., 2004). La représentation 
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des séquences consensus obtenues par comparaison de séquences a été réalisée grâce au logiciel WebLogo 

(Crooks et al., 2004).  

l’ARN Y1 chez la souris ou l’ARNsn U2 chez l’homme, la souris, le rat et le poulet (Schaub 

et al., 1997). 

 

Le facteur de transcription Staf reconnaît son site de liaison par l’intermédiaire de son  

domaine de liaison à l’ADN composé de sept doigts de zinc de type C2H2. Le motif structural 

en doigt de zinc a été identifié pour la première fois au sein du facteur de transcription TFIIIA 

(Miller et al., 1985; Diakun et al., 1986). Ce motif est retrouvé dans de nombreuses protéines 

impliquées dans la régulation de l’expression des gènes et le nombre de doigts de zinc dans 

une protéine est variable. La comparaison des séquences de nombreux motifs en doigt de zinc 

du type C2H2 a permis de déduire une séquence consensus de celui-ci (Figure 21A) 

(Angrand, 1993; Desjarlais et Berg, 1993). Il apparaît que certains acides aminés sont 

conservés notamment deux cystéines et deux histidines qui sont invariantes. De plus, une 

phénylalanine ou une tyrosine ainsi qu’une leucine sont respectivement retrouvées quatre et 

dix résidus après la deuxième cystéine invariante. La séquence de liaison, située entre deux 

doigts de zinc, est également très conservée.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 20 : Le domaine de liaison à l’ADN de Staf est constitué de sept doigts de zinc de type C2H2.  

 

A. Séquence consensus d’un motif en doigt de zinc de type C2H2. B. Le domaine de liaison à l’ADN de Staf 

ainsi que les sept doigts de zinc sont indiqués respectivement en rouge et en vert. Les séquences et les positions 

des sept doigts de zinc (Zf1-Zf7) sont indiqués. La séquence consensus d’un motif en doigt de zinc de type C2H2 

est rappelée en dessous de l’alignement. Les acides aminés impliqués dans les feuillets  et l’hélice  sont 

indiqués par des flèches. Pour A et B : Les deux cystéines (C) et les deux histidines (H) invariantes sont 

indiquées en rouge et les acides aminés conservés sont en gras. La lettre X représente n’importe quel acide 

aminé. C. Représentation schématique de la structure tertiaire d’un doigt de zinc de type C2H2 établie par RMN 

(illustration tirée de (Branden et Tooze, 1991) adaptée de (Lee et al., 1989)). L’hélice  et les feuillets  sont 
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colorés respectivement en vert et rouge. L’atome de zinc (en orange) est coordiné par les chaînes latérales des 

deux résidus cystéines (Cys) et les deux résidus histidines (His). 
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Figure 21 : Le domaine de liaison à l’ADN de Staf est constitué de sept doigts de zinc de type C2H2. 

Les sept doigts de zinc du type C2H2 de Staf sont semblables à ceux initialement caractérisés 

dans TFIIIA et leur séquence est proche de la séquence consensus établie pour ce type de 

motif (Figure 21B). La première structure tertiaire d’un doigt de zinc a été réalisée par RMN à 

partir de la protéine Xfin de xénope (Lee et al., 1989). Cette structure montre que ce motif est 

constitué de deux brins  antiparallèles de trois résidus chacun et d’une hélice  composée de 

douze acides aminés (Figure 21C). Les deux résidus cystéines et histidines sont localisés 

respectivement sur le feuillet  et sur l’hélice . Ces quatre acides aminés forment des 

liaisons de coordination avec un atome de zinc. Ceci permet le rapprochement du feuillet  et 

de l’hélice  et la formation d’une structure globulaire en forme de doigt.  

 

La détermination de la première structure tridimensionnelle d’un complexe ADN-protéine à 

doigts de zinc a été réalisé à partir de la protéine Zif268 de souris associée à sa séquence cible 

(Pavletich et Pabo, 1991). Cette structure a permis de visualiser le mode d’interaction d’un 

doigt de zinc avec les bases de l’ADN. Une protéine contenant plusieurs doigts de zinc 

s’enroule autour de l’hélice d’ADN. Le motif en doigt de zinc contacte le grand sillon de la 

molécule d’ADN via son hélice  et interagit avec trois paires de base contiguës appelées 

triplet. Cette reconnaissance se réalise majoritairement de façon antiparallèle. En effet, les 

résidus -1, 3 et 6 par rapport au premier résidu de l’hélice  contactent respectivement la base 

3’, médiane et 5’ du triplet. Cependant, un contact supplémentaire est observé entre le résidu 

en position 2 de l’hélice  et une base localisée sur l’autre brin d’ADN au niveau du triplet 

précédent.  

 

L’emploi de techniques d’interférence de liaison a permis d’identifier les bases essentielles 

pour la fixation de la forme entière et tronquée du DBD de Staf sur la séquence cible présente 

dans les promoteurs des gènes de l’ARNt
Sec

 de xénope et de l’ARNsn U6 humain (Schaub et 

al., 2000). Il apparaît que les doigts de zinc de Staf interagissent avec l’ADN en suivant le 

mode mis en évidence avec Zif268 à savoir un doigt de zinc reconnaissant trois paires de 

base. L’utilisation de formes tronquées du DBD de Staf a permis de montrer qu’un sous-

domaine uniquement composé des doigts de zinc 3 à 6 était suffisant, in vitro, pour la liaison 

au SBS du gène de l’ARNsn U6 humain et de l’ARNt
Sec 

de xénope (Schaub et al., 2000).  
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Des études complémentaires montrent que les doigts de zinc d’une protéine n’interagissent 

pas nécessairement tous avec l’ADN (Pavletich et Pabo, 1993; Nolte et al., 1998). Ceci a 

également été observé dans le cas du facteur Staf. En effet, le septième doigt de zinc du DBD 

de Staf ne contacte pas spécifiquement les bases du SBS présent dans les promoteurs des 

gènes de l’ARNsn U6 humain et de l’ARNt
Sec 

de xénope (Schaub et al., 1999a). Ceci explique 

la longueur de dix-huit paires de bases observée pour le site de liaison de Staf dans la mesure 

où six des sept doigts de zinc établissent des contacts avec trois paires de bases consécutives. 

Cependant, le septième doigt de zinc apparaît important dans la stabilisation de la liaison de 

Staf sur son site puisque l’absence de ce motif diminue l’affinité de Staf pour son SBS 

(Schaub et al., 1999a). Le doigt de zinc numéro 1 présente, quant à lui, une flexibilité 

d’interaction puisqu’il contacte le SBS du gène de l’ARNt
Sec 

mais pas celui du gène de 

l’ARNsn U6 (Schaub et al., 1999a). L’activité transcriptionnelle maximale de ces deux gènes 

est dépendante de la présence ou non des interactions établies par ce premier doigt de zinc 

(Schaub et al., 1999b). En effet, il a été montré que la transcription optimale du gène codant 

l’ARNsn U6 humain nécessite l’absence d’interaction du doigt de zinc numéro 1 avec l’ADN 

afin de permettre la formation d’un complexe entre Oct1 et sa séquence cible. Contrairement à 

ce gène, le promoteur du gène codant l’ARNt
Sec

 de xénope permet la fixation du doigt de zinc 

1. Cette flexibilité se reflète au niveau de la séquence des SBS de ces deux gènes. En effet, 

l’extrémité 3’ du SBS du gène de l’ARNsn U6 diverge par rapport à la séquence consensus 

alors que celle du gène de l’ARNt
Sec

 est conservée (Figure 20B).  
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CHAPITRE 1 : Identification des sites de liaison de hStaf/ZNF143 

dans les promoteurs des gènes de protéines humaines 

1. Introduction :  

 

Comme cela a été présenté dans la troisième partie de mon introduction aux paragraphes 3.1 

et 3.2, le facteur de transcription Staf a été caractérisé au laboratoire comme étant l’activateur 

de la transcription du gène de l’ARN de transfert de la sélénocystéine chez le xénope 

(Schuster et al., 1995). Par la suite, il a été montré que ce facteur activait la transcription des 

gènes d’ARNsn et de type ARNsn par les ARN polymérases II et III chez de nombreux 

vertébrés (Schaub et al., 1997; Myslinski et al., 2001). 

 

De façon surprenante, Staf possède également la capacité de stimuler la transcription d’un 

gène rapporteur d’ARNm à partir d’un promoteur chimère composé de trois sites de liaison de 

Staf clonés en amont du promoteur de base du gène de la thymidine kinase (Schuster et al., 

1995). De plus, de récentes études ont montré que l’orthologue humain de Staf, 

hStaf/ZNF143, pouvait activer la transcription de sept gènes de protéines (Myslinski et al., 

1998; Kubota et al., 2000; Mach et al., 2002; Saur et al., 2002; Barski et al., 2004; Di Leva et 

al., 2004; Grossman et al., 2004; Ishiguchi et al., 2004).  

 

Nous nous sommes demandés si Staf était impliqué dans la transcription d’autres gènes de 

protéines. Pour cela, nous avons recherché le site de liaison du facteur hStaf/ZNF143 (SBS) 

dans les régions promotrices des gènes de protéines chez l’homme. Ceci a pu être réalisé en 

interrogeant la banque de données DBTSS (Suzuki et al., 2002; Yamashita et al., 2006). Cette 

banque de données rassemble des informations sur de nombreux ADNc complets humains et 

murins. De ce fait, il est possible d’accéder aux sites d’initiation de la transcription ainsi 

qu’aux régions promotrices localisées en amont de ces sites. Lors de notre étude, nous avons 

utilisé la version 4 de cette banque de données qui contenait 8793 et 6875 séquences 

promotrices chez l’homme et la souris respectivement. Nous avons interrogé cette banque de 

données avec la séquence consensus du SBS obtenue par comparaison des séquences des sites 

observés dans les promoteurs des sept gènes de protéines connus comme régulés par Staf 

(YYCCCANNRNRCNNYRCR). Cette analyse bioinformatique a été complétée par des 

interrogations avec dix autres séquences divergentes établies à partir des résultats obtenus lors 
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de la détermination de la séquence consensus du SBS par des expériences de SELEX (Schaub 

et al., 1997; Schaub et al., 1999a).  

 

Cette recherche nous a permis d’identifier des promoteurs contenant des SBS potentiels. Nous 

avons ensuite recherché la présence de hStaf/ZNF143 in vivo au niveau de ces promoteurs par 

des expériences d’immunoprécipitation de chromatine de cellules HeLa couplées à des 

réactions de polymérisation en chaîne (ChIP-PCR).  

 

2. Résultats :  

2.1. Résumé des principaux résultats 

 

L’interrogation de la base de données DBTSS avec les onze séquences différentes a permis 

d’identifier chez l’homme 1488 sites potentiels de liaison de hStaf/ZNF143. Seuls 648 de ces 

sites (43,5%) sont conservés chez la souris. Ces sites conservés ont été retenus pour la suite de 

notre étude. L’analyse des régions promotrices renfermant ces SBS potentiels a montré qu’un 

motif de sept paires de bases de séquence ACTACAN était retrouvé juste en amont de ces 

sites dans 47% des cas. De ce fait, nous avons complété notre étude en interrogeant la banque 

DBTSS avec une séquence de 19 pb composée du motif ACTACAN suivi des 12 premières 

paires de bases des séquences SBS employées initialement. Nous avons ainsi identifié 204 

nouveaux SBS potentiels conservés chez la souris. L’analyse manuelle des régions 

promotrices renfermant des sites SBS potentiels a permis de mettre en évidence 41 SBS 

additionnels.  

 

Les 893 SBS ainsi identifiés et conservés chez la souris se répartissent parmi 716 promoteurs 

(Figure 22). 86,5% de ces régions promotrices sont retrouvés dans le génome du chien et du 

rat et la quasi-totalité des SBS (97%) de ces régions est également conservée dans ces 

génomes.  
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Figure 22 : Représentation schématique des résultats obtenus lors de la recherche bioinformatique de SBS 

dans les promoteurs de gènes de protéines humaines (d’après Myslinski et al., 2006).  

La recherche bioinformatique a été réalisée à partir de la banque de données DBTSS et des résultats publiés par 

Xie et al. Le nombre de SBS et le nombre de promoteurs renfermant ces sites identifiés par ces deux approches 

sont indiqués. 

 

Au cours de notre étude, Xie et al ont identifié, en comparant les séquences des régions 

promotrices de plusieurs génomes de mammifères, 174 motifs régulateurs conservés dans ces 

promoteurs (Xie et al., 2005) Parmi ces motifs, le motif M4 ACTAYRNNNCCCR est 

particulièrement intéressant car il renferme dans sa partie 5’ la séquence ACTACAN, 

identifiée dans notre étude immédiatement en amont de nombreux SBS. Nous avons donc 

examiné si ces motifs M4, allongés de 12 pb en 3’, renfermaient des SBS potentiels. De cette 

manière, nous avons identifié 282 nouveaux SBS potentiels dont 23 sont présents dans les 

promoteurs précédemment identifiés. Les autres SBS se répartissent dans 222 nouvelles 

régions promotrices (Figure 22). La presque totalité (97%) des 282 nouveaux sites est 

conservée chez la souris, le rat et le chien. Ainsi, cette analyse bioinformatique nous a permis 

d’identifier au total 1175 SBS potentiels conservés répartis dans 938 régions promotrices de 

gènes d’ARNm de mammifères (Figure 22).  

 

Les sites potentiels de liaison de hStaf/ZNF143 identifiés lors de notre étude sont 

majoritairement placés en orientation directe par rapport au gène adjacent et sont, dans 62% 

des cas, localisés dans une région de 200 pb en amont du TSS. Un cinquième des régions 

promotrices identifiées possède plusieurs SBS. Bien que le promoteur du gène NCLN 

renferme six SBS, la majorité des promoteurs à SBS multiples contient deux sites. De façon 

surprenante, 15% des promoteurs identifiés renferment des SBS communs. Dans ce cas de 

figure, les deux gènes sont en orientation divergente et les TSS de ces gènes sont séparés de 
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moins de 1 kpb. Ainsi, Staf pourrait intervenir dans la transcription de gènes contrôlée par des 

promoteurs bidirectionnels. Il a également été observé que les promoteurs caractérisés lors de 

cette analyse sont essentiellement localisés dans des îlots CpG et ne renferment pas de boîte 

TATA.  

 

Afin de tester si les nombreux sites potentiels de liaison de hStaf/ZNF143 identifiés in silico 

correspondent à une réalité biologique, nous avons examiné si ces sites étaient occupés par 

hStaf/ZNF143 in vivo. Pour cela, dans un premier temps l’ADN associé à hStaf/ZNF143 a été 

isolé par immunoprécipitation de chromatine (ChIP). L’immunoprécipitation de chromatine a 

été réalisée à partir de cellules HeLa et avec des anticorps spécifiques du facteur 

hStaf/ZNF143. Nous avons ensuite recherché dans l’ADN ainsi isolé, par PCR 

semi-quantitative avec des couples d’oligonucléotides spécifiques, la présence de fragments 

contenant des SBS potentiels. 295 promoteurs représentant 56% des promoteurs à sites 

multiples et 25% à sites uniques ont ainsi été testés. Des résultats positifs sont observés dans 

90% des cas et ceci suggère très fortement que les SBS identifiés lors de notre analyse in 

silico constituent de véritables sites de fixation pour hStaf/ZNF143. On peut noter que les 

régions non amplifiées lors de ces PCR ne sont pas nécessairement des régions ne liant pas 

Staf puisque la technique de ChIP est dépendante de l’accessibilité de l’anticorps à l’épitope 

de la protéine dans la structure chromatinienne. De façon intéressante, nous avions observé 

que 15% des sites de liaison de hStaf/ZNF143, identifiés suite à l’analyse des résultats 

obtenus par Xie et al, présentaient un nucléotide autre que la cytidine conservée en position 

12 du site consensus du SBS. Les expériences de ChIP-PCR réalisées sur cinq de ces sites non 

canoniques ont montré que cette substitution n’avait pas d’influence sur la fixation de 

hStaf/ZNF143 sur ces régions.  

 

Les régions promotrices identifiées lors de notre étude sont majoritairement localisées dans 

des îlots CpG et dépourvues de boîte TATA. Nous nous sommes demandés si Staf pouvait 

activer la transcription de gènes d’ARNm en l’absence d’éléments du promoteur de base. 

Pour cela, nous avons testé, par des expériences de transfections transitoires, la capacité de 

Staf à activer la transcription d’un gène rapporteur placé sous le contrôle de trois sites SBS 

identiques. Nous avons observé que Staf est capable de diriger la transcription à partir de ce 

type de promoteur. Par une approche équivalente, nous avons montré que le motif 

ACTACAN, retrouvé juste en amont de nombreux SBS, est important dans l’activation de la 

transcription. En effet, l’absence de cette séquence entraîne une diminution de 50% du taux de 
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transcription d’un gène rapporteur placé sous la dépendance de SBS associés aux motifs 

ACTACAN.  

 

Cette étude nous a permis d’identifier un grand nombre de sites de liaison de Staf en amont de 

gènes d’ARNm chez les mammifères. 30% de ces gènes codent pour des protéines dont la 

fonction n’est pas attribuée. Les autres gènes ont été classés par groupe selon leur fonction sur 

la base des informations obtenues dans NCBI et la banque de données GOA (Gene Ontology 

Annotation, http://www.ebi.ac.uk/GOA/) (Camon et al., 2003; Camon et al., 2004a; Camon et 

al., 2004b). Aucune classe de gènes de protéines n’apparaît être préférentiellement régulée par 

hStaf/ZNF143. Cependant, les classes prépondérantes, représentant chacune environ 20% des 

promoteurs totaux, sont celles qui regroupent les gènes codant des protéines de liaison à 

l’ADN et des facteurs de transcription ainsi que les gènes codant des protéines impliquées 

dans la synthèse, la maturation et la dégradation des protéines.  

 

2.2. Publication : « A genome scale location analysis of human Staf/ZNF143-binding sites 

suggests a widespread role for human hStaf/ZNF143 in mammalian promoters » 

Evelyne Myslinski, Marie-Aline Gérard, Alain Krol, and Philippe Carbon 

The Journal of Biological Chemistry, 2006 



A Genome Scale Location Analysis of Human Staf/
ZNF143-binding Sites Suggests a Widespread Role
for Human Staf/ZNF143 in Mammalian Promoters*□S

Received for publication, September 5, 2006, and in revised form, November 7, 2006 Published, JBC Papers in Press, November 7, 2006, DOI 10.1074/jbc.M608507200

Evelyne Myslinski, Marie-Aline Gérard, Alain Krol, and Philippe Carbon1
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Staf was originally identified as the transcriptional activator
of Xenopus tRNASec and small nuclear (sn) RNA-type genes.
Recently, transcription of seven human (h) protein coding genes
was reported to be activated by the human ortholog hStaf/
ZNF143. Here we have used a combined in silico and biochem-
ical approach to identify 1175 conservedhStaf/ZNF143-binding
sites (SBS) distributed in 938 promoters of four mammalian
genomes. The SBS shows a significant positional preference and
occurs mostly within 200 bp upstream of the transcription start
site. Chromatin immunoprecipitation assays with 295 of the
promoters established that 90% contain bona fide SBS. By
extrapolating the values of this mapping to the full sizes of the
mammalian genomes, we can infer the existence of at least 2500
SBS distributed in 2000 promoters. This unexpected large num-
ber strongly suggests that SBS constitutes one of themost wide-
spread transcription factor-binding sites in mammalian pro-
moters. Furthermore, we demonstrated that the presence of the
SBS alone is sufficient to direct expression of a luciferase
reporter gene, suggesting that hStaf/ZNF143 can recruit per se
the transcription machinery.

The vertebrate transcription factor Staf was originally iden-
tified in Xenopus laevis as the transcriptional activator of the
tRNASec gene (1). Since then, Staf has also been involved
in transcriptional activation of snRNA2 and snRNA-type genes
(2, 3). Staf binds to the Staf-binding site (SBS), a sequence iden-
tified in promoters ofmany vertebrate snRNAand snRNA-type
genes transcribed by RNA polymerases II or III. Seven contig-
uous zinc fingers of the C2-H2 type, located in the central part
of the protein, contain the DNA-binding domain. Binding
site selection experiments identified the 18-bp YWCCCRN-

MATSCMYYRCR (Y, W, R, N, M, and S stand for T/C, A/T,
A/G, any nucleotide, A/C, and G/C, respectively) or TAC-
CCATAATGCATYGCG sequences as the Staf consensus
binding sites, depending on whether moderate or highly strin-
gent conditions were employed (2, 4). Compared with the con-
sensus sequences, known Staf-binding sites revealed a high
degree of divergence. This is well illustrated by the absence of
either the 5� part in the Xenopus tRNASec or the 3� part in the
human U6 snRNA sites (5). Not all the seven zinc fingers are
necessary for the binding of Staf to the SBS. For example, zinc
finger 7 does not establish base-specific contacts in Staf-DNA
complexes, and the requirement for zinc finger 1 is flexible
because it contacts the DNA at the Xenopus tRNASec but not
human U6 snRNA Staf motifs (5). The nonutilization of zinc
finger 1 at the human U6 promoter enables the simultaneous
binding of Staf andOct-1 to their cognate DNAmotifs; Oct-1 is
another factor involved in transcriptional activation of the
human U6 snRNA gene (5).
ZNF76 and ZNF143 are two human homologs of Xenopus

Staf, with ZNF143 being the ortholog and ZNF76 a likely para-
log (6–8). ZNF143 is conserved in vertebrates and urochor-
dates, such asCiona intestinalis, whereas ZNF76 is only present
in vertebrates. In this study, human Staf will be referred to as
hStaf/ZNF143.
Moreover, Staf possesses the capacity to stimulate chlor-

amphenicol acetyltransferase expression from a synthetic
mRNA promoter (SBS-tkCAT), containing SBS linked to the
basal promoter of the thymidine kinase gene fused to the
chloramphenicol acetyltransferase reporter (9). The pres-
ence of two physically and functionally distinct activation
domains constitutes the molecular basis underlying the abil-
ities of hStaf/ZNF143 to stimulate transcription from either
snRNA-type or mRNA promoters. Indeed, although a 93-
amino acid domain made of four repeat units is specialized
for activating transcription from an mRNA promoter, a seg-
ment of only 18 amino acids acts specifically on snRNA and
snRNA-type promoters (10). To date, only the following
seven protein coding genes have been described to be regu-
lated by hStaf/ZNF143: the cytosolic chaperonin containing
t-complex polypeptide 1 (TCP1) (11); the interferon regula-
tory factor (IRF3) (12); the neuronal nitric-oxide synthase
(NOS1) (13); the transaldolase (TALDO1) (14); the aldehyde
reductase (AKR1A1) (15); the mitochondrial ribosomal
protein S11 (MRPS11) (16); and the synaptobrevin-like 1
(SYBL1) (17).

* The costs of publication of this article were defrayed in part by the payment
of page charges. This article must therefore be hereby marked “advertise-
ment” in accordance with 18 U.S.C. Section 1734 solely to indicate this fact.

The nucleotide sequence(s) reported in this paper has been submitted to the Gen-
BankTM/EBI Data Bank with accession number(s) NM_003085, NM_001320,
NM_006185, NM_004748, NM_012257, and NM_005111.

□S The on-line version of this article (available at http://www.jbc.org) contains
supplemental Table S1 and Fig. S1.
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In this work, we describe the results of an analysis aimed at
identifying hStaf/ZNF143-binding sites across mammalian
genomes.We have used in silico genome-wide analysis to iden-
tify 1175 SBS distributed in 938 promoters, among which 295
were chosen for experimental validation by chromatin immu-
noprecipitation (ChIP). Semi-quantitative PCR confirmed the
binding of hStaf/ZNF143 to 266 (90%) of the tested loci.Most of
the identified SBS were located near the transcription start site
and were tightly associated with CpG islands. Extrapolated to
the full sizes of the mammalian genomes, this partial mapping
revealed an unexpected large number of SBS in the promoters
of protein coding genes, with at least 2500 SBS distributed in
2000 promoters. Furthermore, this study established that the
presence of SBS alone is sufficient to stimulate the expression of
a luciferase reporter gene, suggesting that hStaf/ZNF143 can
recruit the transcription machinery and up-regulate transcrip-
tion of an extraordinary high number of genes.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Bioinformatics—Human promoters containing putative SBS
were obtained by searching transcription factor-binding sites at
DBTSS (18, 19). DBTSS version 4 (2003 human hg16 assembly)
was queried with the Staf-binding sites listed in Table 1. Align-
ments of the human and mouse promoter sequences provided
by DBTSS were examined for Staf-binding site conservation in
the mouse. Using the human promoter sequences containing
the SBSmotif as the query, we looked for motif conservation in
mouse (for promoters not present in DBTSS), rat, and dog
genomes based on the vertebrate Multiz alignment (BLAT
search at the UCSC Genome Bioinformatics Site). Assignment
of the identified genes to categories of functional groups was
performed using information fromNCBI Entrez gene andGene
Ontology provided by GOA.
The proximity ofCpG islands to the identified SBSwas found

by examining at DBTSS the results of the search for transcrip-
tion factor-binding sites. The coordinates of the human Staf-
binding sites (based on the May 2004 human hg17) were
extracted byBLAT search at theUCSCGenomeBioinformatics
Site, using the corresponding sequence. Positions of the Staf-
binding sites in human andmouse promoters were obtained by
searching DBTSS for transcription factor-binding site.
Identification of additional Staf-binding sites from the work

of Xie et al. (20) was performed as follows. The coordinates of
the discovered motifs corresponding to sequences ACTAY-
RNNNCCCR, ACTACNNNNCCC, and ACTACNNNTCCCR
(Xie motifs), in direct and reverse orientations, were obtained
on line. Sequences located 3� to the Xie motifs were extracted
with the Human Genome Browser. 3�-Extended Xie motifs
were visually examined for the presence of an associated Staf-
binding site. Conservation of the newly identified Stafmotifs, in
the mouse, rat, and dog genomes, was evaluated by the verte-
brate Multiz alignment. Sequence logos were created using
WebLogo (21).
Reporter Constructs—WTSBS-Luc, mut-1 SBS-Luc, and

mut-2 SBS-Luc were obtained by inserting into the promoter-
less pGL3-basic vector (Promega) a 150-bp KpnI-HindIII DNA
fragment containing three copies of the tRNASec gene SBS,
either theWTGTACCAGCATGCCTCGCG, mut-1 GTACC-

ATACGTACTCGCG, or mut-2 GTAAACGCATGCCT-
CGCG sequences, respectively (1, 9).
Transfection and Luciferase Assays—COS-7 cells were trans-

fected by the calcium phosphate co-precipitation procedure
with 1 �g of reporter construct, 0.5 �g of pCH110 plasmid as
the internal control, and carrierDNA to bring up the total DNA
content to 10 �g/plate. After 24 h, cells were lysed, and the
�-galactosidase activity was measured as described previously
(10). The luciferase assay was performed as recommended by
themanufacturer. The luciferase activity was normalized to the
�-galactosidase activity. Each transfection experiment was
done in triplicate.
ChIP Assay—The ChIP procedure was essentially as de-

scribed in Weinmann and Farnham (22) with a few modifica-
tions. HeLa cells (106 cells/ml) were treated with 1% formalde-
hyde at room temperature for 10min.The reactionwas stopped
by addition of glycine to a final concentration of 125 mM. Cells
werewashed oncewith ice-cold phosphate-buffered saline con-
taining protease inhibitors, scraped, centrifuged at 1500 rpm
for 10 min, then resuspended in cell lysis buffer (5 mM HEPES-
NaOH, pH 8, 85 mM KCl, 0.5% Nonidet P-40, protease inhibi-
tors), and kept on ice for 10 min. They were homogenized 10
times with a Dounce homogenizer, and the resultant homoge-
nates were centrifuged at 4000 rpm for 10 min to pellet the
nuclei. Nuclei were resuspended in 1.5ml of shearing buffer (50
mM Tris-HCl, pH 8, 10 mM EDTA, 1% SDS, protease inhibi-
tors). Nuclear lysates were sonicated on ice to an average chro-
matin length of 0.5–1 kb (three pulses of 20 s at a setting of 25
with a Vibra-cell sonicator; Bioblock Scientific) and then cen-
trifuged at 14,000 rpm for 12 min. The supernatant was incu-
bated with 10 volumes of ChIP buffer (50 mM HEPES-NaOH,
pH 7.9, 140 mM NaCl, 1% Triton X-100, 0.01% SDS, protease
inhibitors) with protein A-Sepharose for 2 h at 4 °C. After pro-
tein A-Sepharose removal, the precleared lysates were used as
the soluble chromatin for ChIP. Chromatin was incubated at
4 °C overnight with 3.5 �g of anti-hStaf/ZNF143. Control for
no antibody was included. Immune complexes were recovered
by incubation for 2 h at 4 °C with protein A-Sepharose previ-
ously blocked in buffer containing 2 mg/ml bovine serum albu-
min and 1mg/ml salmon testis DNA. Immune complexes were
washed four times sequentially in the following buffers (shear-
ing buffer; wash buffer 1: 50mMHEPES-NaOH, pH7.9, 300mM
NaCl, 1% Triton X-100, 0.1% SDS; wash buffer 2: 50 mM
HEPES-NaOH, pH 7.9, 500 mM NaCl, 1% Triton X-100, 0.1%
SDS; wash buffer 3: 50 mM Tris-HCl, pH 8, 250 mM LiCl, 0.5%
Nonidet P-40, 1 mM EDTA, 1% deoxycholate; TE buffer). The
DNA-protein complex was eluted in 400 �l of elution buffer
(100 mM NaHCO3, 1% SDS) at room temperature for 15 min.
The formaldehyde cross-link was reversed by overnight incu-
bation at 65 °C in the presence of 190 mM NaCl. Immunopre-
cipitated DNA was released by treatment with 100 �g of pro-
teinase K for 1 h at 45 °C in the presence of 10mMEDTA and 40
mM Tris-HCl, pH 6.5. The DNAwas purified by phenol extrac-
tion and ethanol-precipitated. The rabbit polyclonal antipep-
tide antibody against a C-terminal epitope of the Xenopus Staf
protein (5) was used for ChIP.
PCR Analysis—Purified DNA was analyzed in 25-�l PCRs

with primer pairs flanking the predicted SBS and in the pres-
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ence of 3 �Ci of [�-32P]dCTP (3000 Ci/mmol). PCR products
were 140–400 bp in length. Half of the samples were resolved
by native PAGE and revealed by autoradiography. Typically,
1/500 and 1/2000 of the immunoprecipitated DNA were used
for PCR analysis. Decreasing amounts of input DNA (1/10,000,
1/25,000, and 1/100,000) were used to determine the linear
range of the PCR for each primer pair. Cycling parameters were
95 °C for 3min, 35 cycles at 95 °C for 30 s, 52–72 °C (depending
on each primer pair) for 30 s, 72 °C for 30 s, and 72 °C for 5min.
For the negative controls of ChIP assay, we used the PP1 to PP4
primer pairs hybridizing to unique regions lying 2.4, 2.1, 6.5, and
2.5 kbp upstream of the tRNASec, U4 ATAC, glyceraldehyde-3-
phosphate dehydrogenase (GAPDH), and Budding Uninhibited
by Benzimidazoles 1 (BUB1B) genes, respectively. The primer
sequences used in this study are available on request.

RESULTS

In Silico Identification of 893 Potential hStaf/ZNF143-binding
Sites across Human and Mouse Protein Gene Promoters—
Our strategy for identifying human promoters directly bound
by Staf was based on the pre-selection of candidates showing
phylogenetic conservation of the SBS site in orthologous mam-
malian promoters, followed by the experimental analysis of a
large number of individual sites with a semi-quantitative ChIP
assay. The pre-selected promoters were identified by searching
potential human transcription factor-binding sites at the
DBTSS promoter data base (18, 19) that are conserved in
orthologous mouse promoters. The DBTSS data base was orig-
inally constructed from a collection of experimentally deter-
mined transcription start sites (TSS) of human genes and is
suitable for comparative analysis of human andmouse ortholo-
gous promoters. Version 4 used in this study was based on
human hg16 and contains 8793 human promoter sequences.
From the scrutiny of seven known target genes, we could local-
ize the Staf-binding sites in promoters lying at the proximity of
TSS. Therefore, the analysis was further limited to sequences
spanning 1000 bp upstream and 200 bp downstreamof theTSS.
Eleven 18-bp-long sequences (A1 toK1 inTable 1) were used as
queries for the first round of motif search. The 18-bp YYC-
CCANNRNRCNNYRCR A1 sequence is the consensus derived

by comparing the eight Staf motifs identified in seven human
and mouse protein coding genes (11–17). It is more degener-
ated than the Staf consensus sequences derived from binding
site selection experiments under moderately stringent condi-
tions (see Introduction). With respect to A1, the B1 to K1
sequences bear 1-, 2-, or 3-bp variations (Table 1). These
changes were chosen from the constraints observed at several
positions in binding site selection experiments (2, 4).
Among the DBTSS entries, a high number of promoters

scored positive with one or more potential Staf-binding sites
within the predetermined boundaries, identifying a total of
1488 potential binding sites with 648 motifs (43.5%) conserved
in the orthologous mouse promoters (Table 1 and supplemen-
tal Table S1). Table 1 indicates that the score distribution is not
uniform, the highest ones being obtained for the A1 and F1
sequences with 185 and 97 human/mouse conserved hits, the
lowest score arising from the H1 sequence with 13 human/
mouse conserved hits. Generally, a good correlation was
observed at one given position between score distribution and
the nucleotide preference obtained from binding site selection
experiments (2, 4). For example, binding site selection indi-
cated that a C occupied position 3 in 95% of the sequences,
whereas a T occurred in only 3% of the cases (2). In the DBTSS
screen, the same distribution was observed. The query
sequence carrying a C at position 3 (A1) produced 185 con-
served hits between human and mouse, a single C to T change
(H1) leading to only 13 hits (Table 1). Interestingly, sequence
alignments of putative SBS show that residues preferentially
occupying positions 7–11, 13–16, and 18 (Fig. 1A, right panel),
corresponding toN, R, or Y in the queried sequences in Table 1,
are identical to those derived from the binding site selection
experiments (2). This strongly suggests that the identified
sequences represent bona fide SBS.
Inspection of the adjacent sequences to the potential SBS

revealed the presence of the 7-bp ACTACAN motif, or a
1–2-bp variant, among 305 (47%) of the 648 identified SBS
(Table 1; Fig. 1A, left panel; supplemental Table S1). It lies
immediately 5� to the SBS. Therefore, to identify novel SBS that
would harbor the ACTACAN motif, we performed a second
round of motif search at DBTSS with the A2 to F2, H2, and J2
motifs as queries. These 19-bp motifs are arranged in the fol-
lowing way (see Table 2). The 5� part is now composed of the
7-bp submotif ACTACAN, the 3� part corresponding to bp
1–12 of the A1 to F1, H1, and J1 sequences. This second round
generated 459 hits with 183 occurrences conserved in the
orthologous mouse promoters but not identified by the A1 to
K1 queries. It is striking to observe that the consensus sequence
derived for the 6-bp sequence directly adjacent to the 3� part of
the newly identified motifs, although not included in the que-
ries, bears high sequence similarity to sequence CC(C/T)GCG
of theA1 to K1motifs (compare positions 13–18 in Fig. 1,A and
B; note that the heights of the letters are not directly propor-
tional to occurrences). Again, this strongly argues for the char-
acterization of genuine binding sites. Next, to characterize pro-
moters containing at least two potential SBS, we performed a
third search at DBTSS (LA1–LK1, Table 3). This round was
implemented with two simultaneous queries: (i) one with the
previous A1-K1 motifs (sequence motif 1 in Table 3); (ii) the

TABLE 1
Identification of Staf-binding sites by searching transcription
factor-binding sites at DBTSS
Query names, sequences of the query, and hits of human versusmouse SBS conser-
vation are indicated. In addition, this table displays the percentages of the ACTA-
CAN and variant motifs linked to the 5� part of the identified SBS. N, R, and Y
indicate any nucleotide, A or G, and T or C, respectively.

Query
name Sequence Human/mouse

hits
ACTACAN
and variants

%
A1 YYCCCANNRNRCNNYRCR 185 61
B1 -R---------------- 31 29
C1 R----------------- 79 45
D1 -----G------------ 93 38
E1 RR---------------- 17 0.5
F1 ----------Y------- 97 34
G1 -----------------Y 32 53
H1 --T--------------- 13 76
I1 ---------------GGG 47 63
J1 --------Y--------- 16 12
K1 --------------R--- 38 38
A1–K1 648 47
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second one with only the newly identified ACTACAN motif
(sequence motif 2 in Table 3). The bioinformatic search was
followed by visual inspection of the occurrences to detect the
presence of potential SBS linked to the ACTACAN motif. In
this way, we could identify 21 additional motifs that are con-
served in orthologous mouse promoters (Table 3, Fig. 1C, and
supplemental Table S1). Finally, the sequences of the identified

promoters were visually examined
for unidentified sequence elements
that might serve as Staf-binding
sites. This inspection enabled detec-
tion of 41 additional sites conserved
in orthologous mouse promoters
(named X in Fig. 1D and supple-
mental Table S1). To extend the
phylogenetic comparison, a com-
parative analysis was performed in
the orthologous promoters of the
rat and dog genomes. Among the
893 identified motifs that we found
conserved in the human and mouse
genomes, 772 orthologous regions
were detected in the rat and canine
genomes. Interestingly, sequence
comparisons revealed that 753
(97%) are also conserved in these
two genomes. In 18 cases, the SBS is
conserved in one of the two
genomes, and in one single case only
(NM_003085) they both lack it
(supplemental Table S1).
Altogether, our comparative

search identified 893 SBS conserved
in mouse and residing in 716 pro-
moters of human protein coding
genes. Furthermore, nearly about
one-half of the discovered SBS were
associated with the newly identified
ACTACAN motif. Both the SBS
and the associated ACTACANmo-
tifs are also conserved with a very
high prevalence in the rat and dog
genomes.
Identification of 282 Other Pu-

tative hStaf/ZNF143-binding Sites—
A recent report described the sys-
tematic discovery of regulatory
motifs in humanpromoters by com-
paring several mammalian genomes
(20). Among the 174 conserved
motifs that the authors discovered
in the promoters of protein coding
genes, the 13-bp ACTAYRNNNC-
CCR M4 sequence is particularly
interesting because ACTAYRN
shows a strong match to the SBS-
adjacent ACTACAN submotif, and
NNCCCR is highly similar to the 5�

part of the SBS.We thus sought to use theM4motif to uncover
new SBS by searching for the presence of SBS overlapping the
M4 motif. This led us to discover 282 new potential SBS (see
logo sequence derived from sequence comparisons, Fig. 1E).
Among these, 23 are located in promoters previously identified
by our search at DBTSS, and the other 259 SBS are located in
222 new promoters containing this site (Fig. 2A). The 282 sites

FIGURE 1. Motif analysis of SBS with sequence logos depicting the nucleotide distribution of the SBS
(right panel) and the newly discovered 5�-associated submotifs (left panel). A–C, sequence logo based on
the results of the A1–K1, A2–F2, H2, J2, and LA1-LK1 queries. D, sequence logo based on the X sequences.
E, sequence logo based on the SBS that were identified linked to the M4 motif of Xie et al. (20).
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are conserved in the rat and dog genomes, with 273 (96.8%)
occurring also in the mouse genome (supplemental Table S1).
Collectively, our in silico analysis resulted in the identification
of 1175 conserved putative SBS harbored in 938 promoters of
mammalian protein coding genes (Fig. 2A). Considering the
results of this phylogenetic footprinting, it is likely that a high
proportion of the identified SBS represent target sites for
hStaf/ZNF143.
Characteristic Features of the Identified SBS and SBS-con-

taining Promoters—Two features characterize a transcription
factor-binding site as follows: first, its position, and second, its
orientation relative to the gene. Fig. 2B (see also supplemental
Table S1) shows the number of human SBS, with assigned posi-
tions, plotted versus their position relative to the TSS. We
found that 673 (62%) of the 1077 SBS with assigned positions
occur within 200 bp upstream of the TSS. Similar values were
obtained with the SBS identified in mouse promoters, consist-
ent with the involvement of this motif in initiation of transcrip-
tion. We observed that 32% of the human/mouse orthologous
SBS are positioned at the same distance from the TSS but that a
difference of up to 50 bp occurs in 47% of the cases. It is very
likely that this variation is related to the lack of accuracy in
determining the TSS of numerous genes.
Another feature of the SBSmotif that we detected is its prop-

erty to appear as multiple copies. Overall, 188 (20%) of the 939
mammalianpromoterswehave identifiedcontainedmultipleSBS
lying within 500 bp (Fig. 2C). Themajority (150) contain two SBS,
with three SBS being found in 31 promoters; four genes contain

four SBS (CDK5 (cyclin-dependent kinase 5), ENY2 (enhancer of
yellow 2 homolog), NUDCD1 (NudC domain containing 1), and
PRCC (papillary renal cell carcinoma)); two genes have five SBS
(LIG1 (DNA ligase 1) and BANP (BTG3 associated nuclear pro-
tein)); one single gene represents a unique situation with six SBS
(NCLN (nicalin homolog)). Fig. 3 displays the multiple sequence
alignment of the nicalin homolog promoter region across the four
mammalian genomes. The very high degree of sequence conser-
vation of the six potential SBS appears clearly and stands out from
the nonconserved flanking sequences.
Two interesting features regarding the physical arrangement

of the SBS came fromour study. First, of the 1175 identified SBS, a
bias occurs toward a direct orientation with respect to the gene as
follows: 702 (60%) are indirect orientation; amongpromoterspos-
sessing two SBS, 41% are in direct orientation, and 13% are in
reverse orientation, and the remainder have a combination of
both. Second,we identified SBS in potential bidirectional promot-
ers, with 146 promoters (15%) arranged in a head-to-head config-
uration within 1 kbp (supplemental Table S1).
624 (87%) of the 716 human SBS-containing promoters that

we identified at DBTSS overlap CpG islands, sequences known
to be associated with active promoters (23, 24) (supplemental
Table S1). In general, the promoters we found were GC-rich,
and we could not recognize any significant TATA box
sequence. TATA box consensus sequences could be observed
in only 19 (5%) of the 355 examined promoters, suggesting that
they are not a characteristic feature of SBS-containing gene
promoters. Summarized in supplemental Table S1 are various
features of the identified SBS and promoters, including identi-
fication number of the human promoters, gene name and sym-
bol, position of the SBS in human and mouse promoters, coor-
dinates of SBS on human chromosomes, motif orientation,
association with CpG islands, sequence of the SBS motif with
the associated 5� submotif, alignment of the mouse and human
motifs, and motif conservation in rat and dog genomes.
Occupancy of Endogenous Genes by hStaf/ZNF143—To

determine whether hStaf/ZNF143 actually binds to the con-
served motifs, we tested by ChIP assays 430 of the sites identi-
fied in silico and contained in 295 different promoters (listed in
supplemental Table 1; Fig. 4A). The 295 promoters represent a
statistically valid sample because they include 107 (56%) pro-
moters with multiple sites (multiple site promoter (MSP)) and
188 (25%) with unique sites (unique site promoter (USP)). The
tested MSP corresponded essentially to genes with an attrib-
uted function. The tested USP were extracted with random
choice from the results of the different queries at DBTSS. To
obtain statistically valid data, the sample of tested promoters
containing SBS with and without the ACTACAN motif was
directly proportional to the outcome of the various interroga-
tion results. ChIP analysis was performed in HeLa cells with
antibodies directed against hStaf/ZNF143. The recoveredDNA
was analyzed by semi-quantitative PCRwith primer pairs span-
ning promoters with either single or multiple SBS. Each DNA
sequence was amplified in parallel reactions with each of the
threeDNA templates purified from the following: 1) anti-hStaf/
ZNF143 ChIP; 2) control ChIP; and 3) input chromatin. For
each PCR,we tested two dilutions ofDNA immunoprecipitated
with anti-hStaf/ZNF143 (Fig. 4,B–G, lanes 1 and 2; supplemen-

TABLE 2
Identification of Staf-binding sites by searching transcription
factor-binding sites at DBTSS
Query names, sequences of the query, and hits of human versusmouse SBS conser-
vation are indicated. N, R, and Y indicate any nucleotide, A or G, and T or C,
respectively.

Query
name Sequence New human/mouse hits

A2 ACTACANYYCCCANNRNRC 56
B2 --------R---------- 10
C2 -------R----------- 34
D2 ------------G------ 29
E2 -------RR---------- 2
F2 -----------------Y- 39
H2 ---------T--------- 3
J2 ---------------Y--- 10
A2–J2 183

TABLE 3
Identification of Staf-binding sites by searching transcription
factor-binding sites at DBTSS
Query names, sequences of the query, and hits of human versusmouse SBS conser-
vation are indicated. N, R, and Y indicate any nucleotide, A or G, and T or C,
respectively.

Query
name Sequence motif 1 Sequence

motif 2
New human/
mouse hits

LA1 A1 (YYCCCANNRNRCNNYRCR) ACTACAN 12
LB1 B1 (-R----------------) ACTACAN 0
LC1 C1 (R-----------------) ACTACAN 6
LD1 D1 (-----G------------) ACTACAN 1
LE1 E1 (RR----------------) ACTACAN 1
LF1 F1 (----------Y-------) ACTACAN 0
LG1 G1 (-----------------Y) ACTACAN 1
LH1 H1 (--T---------------) ACTACAN 0
LI1 I1 (---------------GGG) ACTACAN 0
LJ1 J1 (--------Y---------) ACTACAN 0
LK1 K1 (--------------R---) ACTACAN 0
LA1–LK1 21
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tal Fig. S1) or no antibody (Fig. 4, B–G, lanes 3 and 4; supple-
mental Fig. S1). Also, serial dilutions of input material were
analyzed to demonstrate that the PCRwas quantitative within a
linear range of amplification (Fig. 4, B–G, lanes 5–7; supple-
mental Fig. S1). The positive controls for the ChIP assay
included genes previously reported to respond to hStaf/
ZNF143, the tRNASec, synaptobrevin-like1, aldehyde reduc-
tase, and t-complex polypeptide 1 (1, 11, 15, 17). As expected
(Fig. 4B), a specific signal of higher intensity than in the no
antibody control was obtained with the DNA immunoprecipi-
tatedwith anti-hStaf/ZNF143 (compare lanes 1 and 2 and 3 and

4 in Fig. 4B). In contrast, no specific
signal could be obtained with the
primer pairs PP1 to PP4 amplifying
DNA sequences lying several kbp
upstream of the tRNASec, U4
ATAC, GAPDH, and BUB1B genes
because these remote regions were
not expected to interact with hStaf/
ZNF143 (compare lanes 1 and 2 and
3 and 4 in Fig. 4C). Among the 295
PCR amplifications, 29 (9.8%) were
close to the background (supple-
mental Table S1 and Fig. S1). This is
illustrated in Fig. 4, E and G, where
the assay was performed with pro-
moters containing two (SKB1 and
MRPS25) and one (ZNF345 and
ZNF451) putative SBS. Of the
remaining promoters that were
tested, however, 100/107 MSP
(93.4%) and 166/188USP (88%) pro-
vided clear positive signals (supple-
mental Table S1 and Fig. S1). Typi-
cal results are shown for 10
promoters containing two to four
SBS (VAPA, WASF1, TMEM59,
CDK5, SERPINI1, BRD8, DNML1,
HCFC1R1, NMT1, and MRPL24;
Fig. 4D) and 10 promoters con-
taining one SBS (MTR, KIF11,
SCAMP3,MDH1, SMUG1, PUM1,
FLJ1311, TAF6, LACE1, and
MGC29463; Fig. 4F). We observed
an identical percentage of positive
results regardless of the sequence
used for identifying the motifs.
Furthermore, no bias was intro-
duced whether promoters with or
without the ACTACAN motif were
employed. By inspecting the SBS
sequences that overlap the M4 motif
of Xie et al. (20) (Xie in supplemental
Table S1), about 15% had the highly
conservedC12 substitutedbyA,G, or
T (compare sequence logos in Fig. 1,
A and E). ChIP experiments with five
of them (A12, GenBankTM accession

numbers NM_001320 and NM_006185; G12, GenBankTM
accession numbers NM_004748 and NM_012257; T12, Gen-
BankTM accession number NM_005111; supplemental Fig. S1)
concluded that sequence variation at position 12 did not influence
the binding of hStaf/ZNF143.
Taken together, we could confirm that 266 (90%) of the pro-

moters tested did harbor true hStaf/ZNF143-binding sites,
underpinning the robustness of the computational screens.
Moreover, these findings strongly suggest that the hStaf/
ZNF143-binding sites identified in silico constitute high prev-
alence bona fide direct targets of hStaf/ZNF143.

FIGURE 2. Characteristic features of SBS identified in mammalian genomes. A, schematic representa-
tion of the bioinformatic screen employed and results of SBS mapping in the human genome. MSP,
multiple site promoter; USP, unique site promoter. B, discovered Staf-binding sites show positional bias
with respect to the TSS. The position of SBS relative to the TSS is plotted versus the frequency of its
occurrence. C, distribution of the number of SBS in the identified promoters. The number of SBS is plotted
versus the frequency of their occurrence. D, distance distribution (in nucleotides (nt)) of the identified SBS
and TAF1 sites from the TSS. 346 promoters were analyzed. The position relative to the TSS was plotted
versus the frequency of its occurrence.
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The SBS Motifs Are Sufficient to Direct Transcriptional Acti-
vation without Associated Basal Promoter Elements—Only 5%
of the promoters identified in this study contain a putative
TATA box. To assess whether the SBS alone has the capacity to
drive transcription, we tested its ability to up-regulate a lucifer-
ase reporter gene in a context deprived of known basal pro-

moter elements. Reporters were
constructed that contained three
identical copies of wild type (WT
SBS) or mutant SBS (mut-1 SBS,
mut-2 SBS; Fig. 5A) directly fused to
the luciferase coding sequence. In
these constructs, the SBS reside at
�91, �149, and �182 bp upstream
of the luciferase initiation codon.
The effect of those same mutations
was evaluated in a previous work
but in a different context, with
mut-1 leading to a moderately
reduced ability to bind Staf, whereas
mut-2 affected its binding much
more severely (1). Transfection of
the WT reporter into COS-7 cells
resulted in efficient transcriptional
activation (compare empty vector
andWT SBS in Fig. 5B). In contrast,
the reporters bearing mutations in
the central (mut-1 SBS) or in the 5�
part (mut-2 SBS) of the motif
resulted in 8- and 22-fold reduction
of transcriptional levels, respec-
tively (Fig. 5B, compare WT SBS,
mut-1 SBS, and mut-2 SBS). Taken
together, these results indicate that
the SBS is sufficient to direct expres-
sion of a reporter gene in the
absence of known basal promoter
elements.
To further evaluate the role of the

ACTACAN motif, the effects of
mutations therein were evaluated
on the activity of a luciferase
reporter gene directed only by the
SBS and ACTACAN motifs. We
constructed three different report-
ers containing, directly fused to the
luciferase coding sequence, two
identical copies of the following: 1)
the wild-type ACTACANmotif and
SBS (WTACTACAN andWTSBS);
2) themutated ACTACAN andWT
SBS (mutACTACAN andWTSBS);
3) the mutated ACTACAN motif
and mutated SBS (mut ACTACAN
and mut SBS) (Fig. 5A). In these
constructs, the SBS resides at �189
and �303 bp upstream of the lucif-
erase translation initiation codon.

The construct containing both mutated motifs (mut ACTA-
CAN andmut SBS) was unable to drive transcription above the
basal level of the empty vector (Fig. 5C). In contrast, the pres-
ence of the WT ACATCAN associated with the WT SBS
induced a 49-fold induction of the luciferase activity (Fig. 5C).
Moreover,mutation of theACTACANmotif alone reduced the

FIGURE 3. Cross-species conservation of six SBS in the promoter regions of the nicalin homolog gene
(NCLN). Multiple sequence alignment of human (h), dog (d), mouse (m), and rat (r) NCLN promoters performed
with ClustalW. Identical nucleotides are indicated by an asterisk. The SBS-1 to SBS-6 motifs at positions �435,
�399, �131, �90, �49 and �7 are highlighted in gray. The ACTACAN submotif, associated with SBS-1 to
SBS-4, is in boldface. The TSS is indicated by an arrow.
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transcriptional activity to about 50% of the WT level (Fig. 5C).
Collectively, these results demonstrated the functional impor-
tance of the ACTACANmotif associated with the SBS.

DISCUSSION

The hStaf/ZNF143 Transcription Factor-binding Site, One of
the Most Widespread in the Human Genome—We have per-
formed a large scale analysis to evaluate the binding of hStaf/

ZNF143 to mammalian promoters
containing the SBS consensus ele-
ment and variants therein. Our data
revealed that the protein binds to a
strikingly large number of genes,
suggesting a significant diversity in
the ensuing transcriptional re-
sponse. In total, we have defined a
set of 1175 evolutionarily conserved
hStaf/ZNF143-binding sites in
mammalian genomes and distrib-
uted in 938 promoters. Direct
experimental validation by ChIP on
295 promoters yielded 90% success,
indicating that very few of the iden-
tified sites were false positives.
Moreover, negative results with
ChIP are not necessarily synony-
mous of protein absence on the
promoter, this technique being
dependent on factors such as
accessibility of the antibody to its
epitope (25). Importantly, the high
rate of success demonstrates the
robustness of the in silico
approach applied here.
Previously, hStaf/ZNF143-bind-

ing sites were identified by study-
ing individual genes. At the onset
of this work, only seven promoters
of protein coding genes were rec-
ognized as hStaf/ZNF143 targets
(11–17). Among the 938 promot-
ers identified in this study, 716
were obtained by queries at
DBTSS (version 4), which contains
only 8793 human promoters.
Extrapolation to the 25,000
human genes (26) revealed a min-
imum estimate of 2500 SBS in
2000 promoters of protein coding
genes. This value is very similar to
the number of Sp1-binding sites in
protein coding genes (27). Fur-
thermore, the number of identi-
fied targets is most likely underes-
timated because our screen was
based solely on the SBS consensus
and its variants, whereas other
variant sites can also be bound by

the protein. For example, we could not identify the IRF3 and
AKR1A1 promoters present in DBTSS and known as hStaf/
ZNF143-dependent (12, 15) because the SBS sequences in
these promoters do not fit the queried sequences used in the
various screens.
About 58% of the identified SBS were found associated with

the functional ACTACAN submotif, although our earlier work
never detected it in the SBS of snRNA and snRNA-type genes

FIGURE 4. Characterization of hStaf/ZNF143 target genes and detection of promoter occupancy in vivo
by chromatin immunoprecipitation. A, outline showing identification of the target promoters. MSP, multiple
site promoter; USP, unique site promoter. The results of the ChIP and PCR assays performed on 107 promoters
containing at least two SBS and 188 promoters with one SBS are indicated. B–G, the binding of endogenous
hStaf-ZNF143 to genomic sites in HeLa cells was analyzed by ChIP. Genomic DNA fragments, recovered from
input material or immunoprecipitated with hStaf/ZNF143 antibody or no antibody, were subjected to semi-
quantitative PCR amplification in the presence of [�-32P]dCTP with specific primer pairs. Lanes 1– 4, serial
dilutions of DNA immunoprecipitated with anti-hStaf/ZNF143 or no antibody, respectively. Lanes 5–7, serial
dilutions of input material were analyzed to demonstrate that the assays were within the linear range of PCR
amplification. Lane 8 (NC, negative control), PCR lacking chromatin DNA template. Positive (B) and negative (C)
controls for ChIP assays. Promoters used are indicated on the right of B. PCR products generated with the
PP1–PP4 primer pairs were 235, 211, 174, and 226 bp long and originate from unique regions 2.4, 2.1, 6.5, and
2.5 kbp upstream of the tRNASec, U4 ATAC, GAPDH, and BUB1B genes, respectively. Typical positive and nega-
tive results obtained from promoter regions containing multiple SBS are depicted in D and E, respectively.
Similar experiments with those arising from promoters containing one single SBS are represented in F and G,
respectively. Promoters are indicated by identification number and gene name.

hStaf/ZNF143-binding Sites in the Human Genome

39960 JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY VOLUME 281 • NUMBER 52 • DECEMBER 29, 2006

 at E
N

S
P

S
/E

S
B

S
 on S

eptem
ber 11, 2007 

w
w

w
.jbc.org

D
ow

nloaded from
 

http://www.jbc.org


(2, 28). It may well be that this sub-
motif serves as a binding site for an
unknown transcription factor. It
might also induce a particular struc-
ture to the DNA that will optimize
the binding of hStaf/ZNF143 to its
cognate sequence. The ACTACAN
sequence is particularly interesting
in the light of a recent work describ-
ing the systematic discovery of
motifs in humanpromoters by com-
paring several mammalian genomes
(20). This promoter analysis yielded
candidate motifs, including most of
the previously known transcription
factor-binding sites but also novel
motifs. The top six of the discovered
motifs and associated factors are
M1, NRF-1; M2, MYC; M3, ELK-1;
M4, unknown factor; M5, NFY;M6,
Sp1 with a motif conservation score
(MCS) of 107.8, 85.3, 80.4, 69.5,
64.6, and 63.9, respectively. Motifs
with highMCS are both highly con-
served and frequently occurring in
the promoters of protein genes. The
MCS of the M4 motif ACTAY-
RNNNCCCR has conservation and
occurrence frequency higher than
that of Sp1 and NFY transcription
factors. Our work established
clearly that ACTAYRN indeed
corresponds to the ACTACAN
sequence we identified and that
NNCCCR represents SBS residues
1–6 (Fig. 1A, right panel). Xie et al.
(20) did not report residues 7–18 of
the SBS as a conservedmotif. This is
very likely because of the lower
sequence conservation in the 3� part
of the SBS. Considering that 42% of
the identified SBS lacked the
ACTACAN submotif, the global
MCS for the hStaf/ZNF143-binding
site (with and without ACTACAN)
is higher than the MCS of M4. This
strongly suggests that the hStaf/
ZNF143-binding site represents
one of the most frequently occur-
ring transcription factor-binding
sites in the human genome.
Identified SBS Are Located

Upstream TAF Sites—Promoters
with SBS showed high enrichment
in CpG islands. The percentage of
CpG-associated promoters (87%) is
equivalent to the percentage (88%)
of CpG associated with active pro-

FIGURE 5. Importance of the SBS and associated ACTACAN motif on transcription of luciferase
reporter genes. A, schematic diagrams of the reporter genes used in the transfection assays. Mutations
are underlined; they were introduced in each SBS. B, transcription assays in COS-7 cells with the empty
luciferase (LUC) vector, WT SBS, mut-1 SBS, and mut-2 SBS luciferase reporter genes. C, transcription assays
in COS-7 cells with the empty vector; mut ACTACAN, mut SBS; mut ACTACAN, WT SBS; and WT ACTACAN,
WT SBS luciferase reporter genes. The relative transcription activities are indicated, representing the
luciferase activity/empty vector ratio.

FIGURE 6. Categorization of the hStaf/ZNF143 target genes. Genes targeted by hStaf/ZNF143, whose func-
tion is known or inferred, were classified according to the function of the encoded protein.
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moters (29). Notably, we did not find the TATA box to be sig-
nificantly present in SBS-associated promoters, consistent with
the TATA box being not a general promoter element in mam-
malian genes (29). Although the presence of a hStaf/ZNF143-
binding site does not necessarily imply a direct effect of the
protein on the expression of the gene, it is difficult to imagine
that hundreds of hStaf/ZNF143 sites lying at the proximity of
TSS could represent random and functionally meaningless
occurrences. In this respect, we have shown that introduction
of an SBS is sufficient to up-regulate transcription of a lucifer-
ase reporter gene, suggesting that hStaf/ZNF143 can directly or
indirectly recruit the transcription machinery.
We examined the results of Kim et al. (29) who performed

genome-wide location analysis experiments to identify gene
promoters associated with TAF1, the largest subunit of TFIID.
They concluded that a total of 9328 nonredundant gene pro-
moters are occupied by TAF1. We found that 346 hStaf/
ZNF143-bound promoters also harbor TAF1-binding sites.
Comparison of the positions of SBS- and TAF1-binding sites in
one given promoter established that 94.5% SBS are found
upstream of TAF1 locations. Analysis of the distribution of the
SBS andTAF1 sites revealed the interesting feature that SBS are
essentially upstream of the transcription start site, whereas
TAF sites are mostly found downstream of it (Fig. 2D). More-
over, the number of common promoter targets between TFIID
and hStaf/ZNF143 far exceeds a random overlap between two
similar groups, suggesting that hStaf/ZNF143 functions with
TFIID in regulating gene expression. In this respect, we showed
that SBS are sufficient to up-regulate a reporter gene on their
own, and it is tempting to speculate that hStaf/ZNF143 can
directly recruit TFIID.
SBS and Bidirectional Promoters—It is well established that

bidirectional promoters are relatively common in mamma-
lian genomes, representing more than 10% of the genes
whose TSS are separated by less than 1000 bp (30, 31). In 15%
of the identified promoters (146 promoters distributed in 73
pairs), a common SBS is present in two promoters in a head-
to-head orientation. Further studies are needed to elucidate
the direct involvement of hStaf/ZNF143 in this particular
gene organization.
Functional Classification of the hStaf/ZNF143 Target Genes—

Among the identified promoters, 30% were associated with
genes with unknown function. To determine whether hStaf/
ZNF143 is specifically associated with a gene category with a
particular function, we categorized the genes according to
their functional annotation. As shown in Fig. 6, the identified
genes are distributed along all the functional categories. The
prominent classes are as follows: (i) DNA-binding proteins
and transcription factors that represent 23% of the total; (ii)
protein synthesis degradation turnover and modification
(21% of the total). We note that many of the identified genes
are indeed important for cell growth.
In summary, our ChIP-coupled comparative genomic analy-

sis has delivered a first version of the human catalog of hStaf/
ZNF143 regulatory motifs in gene promoters. This work pro-
vides a convincing demonstration that performing combined

in silico and experimental studies is absolutely instrumental in
analyzing gene promoters.
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3. Discussion 

 

L’identification des sites de liaison de hStaf/ZNF143 à l’échelle du génome humain a révélé 

un nombre inattendu et élevé de SBS conservé dans les régions promotrices de quatre espèces 

de mammifères. En effet, 1175 SBS ont été identifiés dans 938 promoteurs de gènes de 

protéines. Les expériences de ChIP-PCR réalisées sur 295 régions promotrices ont démontré 

la liaison de hStaf/ZNF143 dans 90% des promoteurs testés. Ces résultats soulignent 

l’efficacité de la recherche bioinformatique qui a donné peu de faux positifs. De plus, la 

technique de ChIP est dépendante de l’accessibilité de l’anticorps à l’épitope de la protéine 

cible dans la chromatine. De ce fait, hStaf/ZNF143 peut être associé à certaines régions 

promotrices bien qu’aucune amplification de ces régions n’ait été obtenue lors des PCR 

réalisées sur l’ADN immunoprécipité.  

 

L’utilisation de la banque de données DBTSS a permis d’identifier 893 SBS répartis dans 716 

régions promotrices. Les 222 autres promoteurs identifiés résultent de l’exploitation des 

données publiées par Xie et al (Xie et al., 2005). Lors de notre étude, la banque DBTSS 

contenait 8793 promoteurs humains alors que le génome humain renferme environ 25 000 

gènes de protéines (Consortium, 2004). L’extrapolation de nos données à ces 25 000 gènes 

permet d’estimer que le génome humain doit renfermer environ 2500 SBS se répartissant dans 

2000 régions promotrices de gènes codant des protéines. Cette valeur est très similaire au 

nombre de site de liaison du facteur Sp1 dans les régions promotrices de ce type de gènes 

(Cawley et al., 2004). Ces résultats sont sûrement sous-estimés puisque l’interrogation de la 

banque de données a été réalisée avec la séquence consensus du SBS et quelques variants. 

Cependant, d’autres variations du site SBS peuvent être fonctionnelles. Ainsi, on remarque 

que les promoteurs des gènes IRF3 et AKR1A1, présents dans la banque DBTSS et connus 

comme étant régulés par hStaf/ZNF143, n’ont pas été retrouvés lors de notre étude car ils 

possèdent des SBS différents des séquences utilisées lors de notre analyse (Mach et al., 2002; 

Barski et al., 2004).  

 

De plus, notre étude s’est limitée à l’analyse des régions promotrices alors qu’il a été montré 

récemment que des sites de liaison de facteurs de transcription peuvent être localisés dans 

d’autres régions du génome (Martone et al., 2003; Cawley et al., 2004; Euskirchen et al., 

2004; Impey et al., 2004; Boyer et al., 2005; Lee et al., 2006; Loh et al., 2006; Wei et al., 
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2006; Johnson et al., 2007; Robertson et al., 2007). Les travaux réalisés sur le génome humain 

entier par Yannick-Noël Anno, dans le cadre de son Master de Génomique Structurale et 

Bioinformatique (co-direction Philippe Carbon et Olivier Poch, IGBMC, Illkirch), montrent 

que c’est également le cas pour hStaf/ZNF143 puisqu’un enrichissement en SBS est observé à 

l’extrémité 5’ du premier intron ainsi que globalement dans le dernier exon des gènes.  

 

De manière surprenante, notre analyse a mis en évidence la présence d’une séquence 

ACTACAN juste en amont de 58% des sites SBS identifiés. Il est possible que cette séquence 

constitue le site de fixation pour un facteur de transcription non caractérisé à ce jour. Il est 

aussi envisageable que ce motif participe à une structuration de l’ADN facilitant la liaison de 

hStaf/ZNF143 sur son site. L’importance de cette séquence est également suggérée par 

plusieurs travaux publiés récemment (Prakash et Tompa, 2005; Xie et al., 2005; Lin et al., 

2007). Dans l’étude réalisée par Xie et al, la comparaison des séquences des promoteurs de 

plusieurs génomes de mammifères a permis de mettre en évidence 174 motifs conservés et 

fortement retrouvés dans les promoteurs de mammifères. Les six premiers motifs M1 à M6 

identifiés et les facteurs associés à ces motifs sont M1 : NRF-1, M2 : MYC, M3 : ELK-1, 

M4 : facteur inconnu, M5 : NFY et M6 : Sp1 (Xie et al., 2005). Le motif M4 de séquence 

ACTAYRNNNCCCR est particulièrement intéressant car notre étude montre clairement que 

ce motif, le 4
ème

 motif le plus conservé et le plus retrouvé dans les promoteurs de 

mammifères, résulte de l’association de la séquence ACTACAN avec les six premiers 

nucléotides du site SBS (Figure 23).  

   

Figure 23 : Comparaison de 4 motifs conservés et fréquemment retrouvés dans le génome de mammifères 

avec le motif ACTACAN+SBS.  

La séquence des motifs M4, n°27 et LM4 est comparée à la séquence du motif associant la séquence 

ACTACAN, identifiée dans notre étude, avec un site SBS (Prakash et Tompa, 2005; Xie et al., 2005; Myslinski 

et al., 2006; Lin et al., 2007; Xie et al., 2007). 
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De même, une autre étude a permis d’identifier, par comparaison des séquences de régions 

promotrices orthologues chez les mammifères, un motif proche en séquence du motif M4 ; il 

s’agit du motif conservé numéro 27 de séquence ACTACAANTCCCA (Figure 23) (Prakash 

et Tompa, 2005).  

 

Le degré de conservation moindre de la partie 3’ du site SBS peut expliquer qu’aucune de ces 

deux études n’aient permis de mettre en évidence cette séquence en aval des motifs M4 et 

n° 27. Très récemment, Xie et al ont publié les résultats d’une nouvelle étude dans laquelle le 

motif M4 a été étendu de deux nucléotides (GA) dans sa partie 5’ et de six nucléotides 

(GCATGC) dans sa partie 3’ pour donner le motif LM4 (Figure 23) (Xie et al., 2007). La 

séquence des douze derniers nucléotides du motif LM4 est très similaire à la séquence des 

douze premiers nucléotides du site SBS. Le motif LM4 semble donc encore mieux 

correspondre au motif ACTACAN-SBS identifié dans les analyses réalisées au laboratoire 

(Figure 23).  

 

Nous avons observé que 42% des SBS identifiés dans notre étude ne possèdent pas une 

séquence adjacente de type ACTACAN. Ceci suggère que le motif correspondant au site SBS, 

associé ou non à la séquence ACTACAN, doit être encore plus abondant dans le génome que 

le motif M4. Ainsi le site de liaison de hStaf/ZNF143 semble être un des sites de liaison de 

facteurs de transcription les plus fréquents dans le génome humain.  

 

Les régions promotrices identifiées au cours de cette étude se localisent majoritairement dans 

des îlots CpG et ne possèdent pas de boîte TATA. La grande proportion de SBS localisés à 

proximité des TSS suggère que hStaf/ZNF143 peut avoir un rôle direct dans l’initiation de la 

transcription. Nous avons montré que la seule présence de trois SBS en amont du gène de la 

luciférase est suffisante pour son expression. Ainsi, le facteur hStaf/ZNF143 peut diriger la 

transcription en recrutant directement ou indirectement la machinerie de transcription. Il a été 

montré, chez les mammifères, qu’environ 10% des gènes possèdent des promoteurs qualifiés 

de bidirectionnels. Dans ce type d’organisation, les points d’initiation de la transcription sont 

distants de moins de 1 kpb et un même promoteur peut diriger la transcription de deux gènes 

dans des directions opposées (Adachi et Lieber, 2002; Trinklein et al., 2004). De manière 

surprenante, 15% des régions promotrices identifiées dans notre étude sont orientées de 

manière divergente et renferment un SBS. Ceci suggère que Staf pourrait être 

préférentiellement impliqué dans les phénomènes de transcription bidirectionnelle. Des études 
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supplémentaires sont à réaliser afin de déterminer la fonctionnalité des sites SBS présents 

dans ces régions et la fonction du facteur hStaf/ZNF143 dans la transcription des gènes 

organisés de cette façon particulière.  

 

Parmi les promoteurs identifiés, 30% sont associés à des gènes codant des protéines sans 

fonction attribuée lors de notre étude. L’analyse des fonctions des autres gènes montre que le 

facteur hStaf/ZNF143 ne semble pas activer préférentiellement des gènes codant des protéines 

impliquées dans une fonction spécifique. Cependant, les deux classes fonctionnelles 

regroupant les gènes codant des protéines de liaison à l’ADN et des facteurs de transcription 

ainsi que les gènes codant des protéines impliquées dans la synthèse, la maturation et la 

dégradation des protéines sont prépondérantes et représentent chacune environ 20% des gènes 

à fonctions attribuées. 
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CHAPITRE 2 : hStaf/ZNF143 participe à la régulation de 

l’expression du gène TFAM humain 

1. Introduction :  

 

Parallèlement à l’analyse de la distribution des sites de liaison de hStaf/ZNF143 dans le 

génome humain, nous nous sommes intéressés à la caractérisation fine d’un promoteur 

potentiellement régulé par hStaf/ZNF143. Il a été observé que le promoteur du gène TFAM 

possède un site potentiel de fixation de hStaf/ZNF143 (Ishiguchi et al., 2004). Le gène 

nucléaire TFAM code une protéine de 25 kDa, appelée mtTFA ou Tfam (Transcription Factor 

Mitochondrial A), initialement identifiée comme étant un facteur de transcription spécifique 

de l’ADN mitochondrial (ADNmt) chez les mammifères (Fisher et Clayton, 1985; Fisher et 

Clayton, 1988). Cette protéine possède deux domaines caractéristiques de la famille des 

protéines HMG (High Mobility Group) (Parisi et Clayton, 1991).  

 

L’ADNmt est circulaire, en copies multiples et porte les gènes de 2 ARNr, de 22 ARNt et de 

13 des 90 protéines impliquées dans la chaîne respiratoire (pour une revue voir (Falkenberg et 

al., 2007). L’un des brins de la molécule d’ADN est nommé brin lourd ou H et l’autre brin 

léger ou L de part leur différence de densité sur un gradient de chlorure de césium. Chez 

l’homme, chaque brin porte un seul promoteur : LSP (Light-Strand Promoteur) et HSP (High-

Strand Promoter) spécifique du brin L et H respectivement. Les gènes mitochondriaux sont 

transcrits sous forme de deux longs ARN polycistroniques à partir de ces deux promoteurs. 

Ces transcrits sont ensuite maturés afin de libérer les ARNm, ARNr et ARNt matures. La 

transcription des gènes mitochondriaux nécessite la présence de l’ARN polymérase 

mitochondriale (POLRMT), du facteur de transcription Tfam et de l’un des deux facteurs de 

transcription mitochondrial B (TFB1M ou TFB2M) (Fisher et Clayton, 1988; Parisi et 

Clayton, 1991; Falkenberg et al., 2002; McCulloch et Shadel, 2003).  

 

Tfam se lie spécifiquement à l’ADNmt sur une séquence localisée juste en amont des deux 

promoteurs et modifie la conformation de cette région (Fisher et al., 1989; Fisher et al., 1992). 

Le facteur Tfam est également essentiel à la réplication de l’ADNmt puisque celle-ci s’initie à 

partir d’une amorce issue de la maturation du transcrit généré à partir du promoteur LSP 

(Chang et Clayton, 1985; Chang et al., 1985). Les 1000 à 10 000 copies d’ADNmt présentes 
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dans une cellule somatique de mammifères sont regroupées au sein de plusieurs centaines de 

structures compactes appelées nucléoides (Garrido et al., 2003). Vingt et une protéines dont 

Tfam font parties des nucléoides humains (Alam et al., 2003; Wang et Bogenhagen, 2006). 

Parallèlement à son rôle dans la transcription et dans le compactage de l’ADNmt, Tfam 

intervient également dans la régulation du nombre de copies de l’ADNmt chez les 

mammifères (Ekstrand et al., 2004).  

 

De précédentes études réalisées sur la région promotrice -86/+20 du gène humain TFAM ont 

montré que l’activité de ce promoteur était hautement dépendante de la présence de sites de 

fixation des facteurs Sp1 et NRF-1 et 2 (Nuclear Respiratory Factors 1 et 2 ) (Virbasius et 

Scarpulla, 1994). Cependant, l’observation, par une autre équipe, de la présence d’un site SBS 

potentiel dans ce promoteur, nous a amené à examiner le rôle de hStaf/ZNF143 dans la 

régulation de la transcription de ce gène (Ishiguchi et al., 2004). Des expériences de 

transfections transitoires nous ont permis de déterminer une région minimale, de taille 

supérieure à celle analysée lors de l’étude de Virbasius et al, permettant une transcription 

efficace du gène rapporteur codant la luciférase. L’examen de l’empreinte phylogénique a 

permis de mettre en évidence la présence de sept motifs conservés dans les promoteurs 

orthologues de mammifères. La recherche in silico de sites de liaison de facteurs de 

transcription a révélé la présence des sites de fixation des facteurs Sp1 et NRF-2 

précédemment identifiés ainsi que cinq autres motifs conservés dont deux sites potentiels pour 

hStaf/ZNF143. Des expériences de retard sur gel, d’empreintes à la DNase I et 

d’immunoprécipitation de chromatine ont permis de montrer que hStaf/ZNF143 se lie au 

promoteur du gène TFAM. Le rôle des différents motifs conservés identifiés a été déterminé 

en transfectant des cellules COS7 avec des constructions renfermant la région promotrice 

minimale du gène TFAM mutée dans ces motifs.  

 

2. Résultats :  

2.1. Résumé des principaux résultats 

 

La détermination du site d’initiation de la transcription (TSS) du gène TFAM a été réalisée en 

utilisant la banque de données des sites d’initiation de la transcription DBTSS. Cette analyse a 

permis d’identifier plusieurs TSS répartis dans une fenêtre de 41 pb. De ce fait, la 
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numérotation utilisée pour décrire les différentes positions des éléments du promoteur est 

établie à partir du codon d’initiation de la traduction. Les TSS sont observés dans une région 

localisée entre les positions -147 et -107 avec un enrichissement en TSS à la position -138. 

Afin de déterminer la région promotrice minimale capable de diriger efficacement la 

transcription du gène TFAM, le fragment -1463/+102, ainsi que des sous-fragments 

correspondant à des délétions progressives au niveau de la région 5’, ont été clonés en amont 

du gène rapporteur de la luciférase. Leur activité respective a été analysée par des expériences 

de transfections transitoires dans des cellules COS7. La région -416/+102 est suffisante pour 

permettre la transcription efficace de la luciférase. Les autres régions (-1463/+102 et 

-1120/+102) présentent une activité équivalente mais inférieure à la région -416/+102. Ceci 

laisse supposer la présence d’éléments répresseurs dans la région comprise entre les positions 

-1120 et -417.  

 

L’identification d’éléments régulateurs potentiels dans la région promotrice minimale a été 

réalisée par l’examen des empreintes phylogéniques. Les régions du génome du chimpanzé, 

du chien, de la souris et du rat, orthologues à la région non traduite -416/-1 en amont du gène 

TFAM humain ont été alignées. La comparaison des séquences a mis en évidence six 

éléments conservés dont les sites de liaison des facteurs Sp1 et NRF-2 précédemment 

identifiés (Figure 24) (Virbasius et Scarpulla, 1994). Le site de fixation de NRF-1 n’a pas été 

identifié par cette approche car sa position est différente chez la souris et le rat par rapport aux 

trois autres organismes (Piantadosi et Suliman, 2006).  

 

 

Figure 24 : Représentation schématique de la région promotrice du gène TFAM humain (d'après Gerard 

et al., 2007b).  

Les sites de liaison de hStaf/ZNF143, de Sp1 et NRF-2 ainsi que les motifs conservés A et C sont respectivement 

représentés en rouge, violet et orange. La région transcrite est représentée par un trait épais et la double flèche 

indique la région contenant les différents sites d’initiation de la transcription. La numérotation utilisée est établie 

à partir du codon d’initiation de la traduction. 
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L’élément conservé aux positions -143/-126, nommé SBS1, correspond à la séquence 

consensus du site de fixation de hStaf/ZNF143 (Schaub et al., 1997; Schaub et al., 1999b). 

Trois autres éléments conservés, nommés A, B et C, sont observés respectivement aux 

positions -225/-218, -121/-110 et -91/-82 (Figure 24). L’analyse de la région -416/-1 par le 

logiciel MatInspector n’a pas permis d’associer ces motifs conservés à des sites de fixation de 

facteurs de transcription connus (Quandt et al., 1995). L’analyse de la séquence +1/+102 

montre la présence d’un deuxième élément conservé correspondant à la séquence consensus 

d’un site de fixation de Staf. Ce site, nommé SBS2, est localisé en orientation inverse dans la 

région codante (Figure 24). On peut noter que nous n’avons pas identifié de boîte TATA, 

d’Inr et DPE dans la région promotrice du gène TFAM et que la région comprise entre les 

positions -584/+28 est présente dans un îlot CpG. 

 

La capacité de hStaf/ZNF143 à se fixer à la région promotrice du gène TFAM a été testée in 

vitro par des expériences de retard sur gel et d’empreintes à la DNAse I. L’association de 

hStaf/ZNF143 in vivo au promoteur a été testée par immunoprécipitation de chromatine. Les 

expériences de retard sur gel ont été réalisées avec un fragment d’ADN renfermant les deux 

sites de fixation putatifs SBS1 et SBS2. Nous avons montré que le DBD de hStaf/ZNF143 se 

lie à la région promotrice en formant deux complexes retardés différents C1 et C2. Ces 

complexes sont spécifiques car la liaison de hStaf/ZNF143 au fragment est abolie par l’ajout 

d’un fragment d’ADN contenant la séquence consensus du SBS tandis qu’un fragment 

d’ADN non spécifique n’influence pas cette liaison. Le profil de retard sur gel suggère que le 

complexe C2 contient deux copies du DBD de hStaf/ZNF143. Des expériences similaires ont 

été réalisées avec des sondes portant des mutations soit dans le site SBS1 (SBS1sub) ou SBS2 

(SBS2sub) soit dans les deux sites simultanément (SBS1sub/SBS2sub). Les résultats obtenus 

montrent que la liaison de hStaf/ZNF143 sur la région promotrice du gène TFAM in vitro 

dépend de l’intégrité des deux sites SBS1 et SBS2.  

 

Afin de localiser expérimentalement les sites de liaison de hStaf/ZNF143 sur cette région 

promotrice, des expériences d’empreintes à la DNase I ont été réalisées avec le DBD de 

hStaf/ZNF143 et un fragment d’ADN refermant les deux sites de liaison SBS1 et SBS2 

sauvages ou mutés. Une empreinte de 21 pb comprise entre les positions -146/-128 est 

observée avec les sondes sauvages et SBS2sub et correspond au site de liaison SBS1. Aucune 

empreinte n’est détectée pour les expériences faites avec la sonde SBS1sub. Ceci est 
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concordant avec les expériences de retard sur gel pour lesquelles on observe que le DBD se 

lie de façon spécifique mais avec un taux nettement inférieur sur le SBS2 par rapport au 

SBS1. Ce faible taux de fixation ne permet pas une identification du site de liaison par la 

technique d’empreinte à la DNase I.  

 

Après ces expériences in vitro, nous avons détecté la liaison de hStaf/ZNF143 sur la région 

promotrice dans le contexte chromatinien par des expériences d’immunoprécipitation de 

chromatine à partir de cellules HeLa. L’analyse par PCR semi-quantitative de l’ADN 

immunoprécipité par des anticorps dirigés contre hStaf/ZNF143 montre que la région 

promotrice du gène TFAM est sélectionnée spécifiquement. De ce fait, hStaf/ZNF143 est 

capable de se lier à la région promotrice du gène TFAM. 

 

Nous avons ensuite examiné si les sites de liaison de hStaf/ZNF143 sont requis pour l’activité 

du promoteur du gène TFAM. La région promotrice -416/+102 sauvage ou portant les 

mutations individuelles ou simultanées des sites SBS1 et SBS2 a été clonée en amont du gène 

rapporteur de la luciférase. Des cellules COS7 ont été transfectées avec les différentes 

constructions et la mesure de l’expression de la luciférase reflète l’effet des mutations sur 

l’activité de la région promotrice. Nous avons observé que la simple mutation dans le site 

SBS1 ou SBS2 entraîne une chute de l’activité du promoteur de 63% et 55% respectivement 

par rapport à l’activité du promoteur sauvage. Une diminution drastique (90%) est obtenue 

lorsque le promoteur est muté dans les deux sites SBS. Ces résultats montrent que l’activité 

du promoteur de base du gène TFAM est dépendante des deux sites de fixation de 

hStaf/ZNF143. 

 

L’analyse comparative des séquences orthologues de la région promotrice -416/+1 a montré 

l’existence de cinq autres motifs conservés. Deux de ces motifs, correspondant aux sites de 

fixation de Sp1 et NRF-2, participent à la régulation de l’activité du promoteur du gène 

TFAM (Virbasius et Scarpulla, 1994). Nous avons étudié le rôle des trois autres éléments 

conservés par des expériences de transfections transitoires dans des cellules COS7. La région 

-416/+102 sauvage ou mutée individuellement dans les motifs A, B, C ainsi que dans les sites 

de fixation de Sp1 et NRF-2 a été clonée en amont du gène de la luciférase. La mesure de 

l’expression de la luciférase montre, comme attendu, que la mutation des sites de fixation de 

Sp1 et NRF-2 entraîne une chute de l’activité du promoteur et cette  activité est 

respectivement de 46% et 57% par rapport à l’activité du promoteur sauvage. Les 
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constructions mutées dans les motifs A ou C présentent un taux d’expression de la luciférase 

correspondant à 70 et 75% de l’activité de la construction sauvage. Il faut noter que la 

mutation du motif B n’influence pas l’activité du promoteur. Ainsi, l’activité du promoteur du 

gène TFAM est contrôlée par une combinaison d’au moins  six motifs régulateurs. 

 

2.2. Publication : « Transcription factor hStaf/ZNF143 is required for expression of the 

human TFAM gene» 

Marie-Aline Gérard, Alain Krol, and Philippe Carbon 

Gene, 2007 
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Abstract

The mitochondrial transcription factor A (Tfam) is essential for transcription initiation and replication of mitochondrial DNA. It was previously
reported that transcription factors Sp1, NRF-1, NRF-2 were critical for maintaining the normal transcription levels of the mammalian TFAM gene.
In this work, investigation of the transcriptional regulation of the human TFAM gene revealed the presence of two cross-species conserved binding
sites for the transcription factor hStaf/ZNF143. By using promoter binding assays, transient expression of mutant TFAM reporter gene constructs
and chromatin immunoprecipitation experiments, we provided insight into the involvement of hStaf/ZNF143 in promoter activity. Furthermore,
we reported the identification of two other functionally important elements. Altogether, our data led to the conclusion that the promoter of the
human TFAM gene harbors a complex organization with at least six transcriptional regulatory elements.
© 2007 Elsevier B.V. All rights reserved.
Keywords: Staf; ZNF143; mtTFA; Mitochondria
1. Introduction

Transcription and replication of mitochondrial DNA
(mtDNA) depend on nuclear encoded trans-acting factors.
Among these Tfam, a member of the high mobility group
(HMG) family of DNA-binding proteins, was first identified as
a transcription factor for mtDNA (Fisher et al., 1987; Parisi and
Clayton, 1991). Tfam promotes bidirectional transcription by
binding to DNA upstream of the light (LSP) and heavy (HSP)
strand promoters, leading to bending and unwinding the
mitochondrial promoters (Fisher et al., 1987; Fisher and
Clayton, 1988; Fisher et al., 1989). Tfam, in combination
with either of the mitochondrial transcription factors B (MTFB1
Abbreviations: ChIP; chromatin immunoprecipitation; DBD; DNA Binding
Domain; HSP; heavy strand promoter; LSP; light strand promoter; mtDNA;
mitochondrial DNA; NRF-1; Nuclear respiratory factor 1; NRF-2; Nuclear
respiratory factor 2; SBS, Staf Binding Site; Tfam, mitochondrial transcription
factor A; TSS; Transcription Start Site; hStaf; human selenocysteine tRNA gene
activating factor; ZNF143; zinc finger protein 143.
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or MTFB2) and the core mitochondrial RNA polymerase, is
sufficient to initiate transcription from the LSP or HSP
(Falkenberg et al., 2002; Bonawitz et al., 2006). Tfam is also
necessary for replication of mtDNA since RNA primers needed
for replication are obtained by processing of mitochondrial
transcripts generated from the LSP. In addition to its essential
function in transcription, Tfam also serves a role in packaging
mtDNA. Human Tfam is abundant enough to wrap the entire
mtDNA (Takamatsu et al., 2002) and most of the Tfam
molecules associate with mtDNA (Alam et al., 2003). Previous
studies, performed using the human TFAM promoter region
from −86 to +20, demonstrated that the promoter activity of
this gene is highly dependent upon recognition sites for the
transcription factors Sp1 and Nuclear Respiratory Factors 1
(NRF-1) and 2 (NRF-2) (Virbasius and Scarpulla, 1994). The
promoter of the rat TFAM gene, much as the human promoter,
forms a specific complex with transcription factors NRF-1 and
NRF-2. The NRF-2 binding sites are located at the same
position in the human and rat TFAM promoters (Virbasius and
Scarpulla, 1994). In contrast, the NRF-1 binding site is located
at a more distal position in the rat TFAM than in the human
TFAM promoter (Choi et al., 2002; Dong et al., 2002;
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Table 1
Substitution mutants of the human TFAM promoter used for promoter analysis

Mutant wt sequence Mutated sequence

Asub -223GCCCACCG-216 -223AAGCTTAA-216
Sp1sub -177CCCGCC-172 -177ATATGA-172
NRF-2sub -159CCGGATG-153 -159ATTCAGT-153
SBS1sub -141CCCA-138 -141AAAC-138
Bsub -120CGGGCATG-113 -120GTTAACGT-113
Csub -91CACGCG-86 -91ACATAT-86
SBS2sub +37GCCCTGG+ 43 +37ACTTGTA+ 43
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Piantadosi and Suliman, 2006). Here, we report a functional
analysis of the human TFAM promoter. A minimal length of
416 bp upstream from the translation initiation codon was
sufficient for efficient promoter activity of a luciferase reporter
gene. Phylogenetic footprinting and in silico search for
transcription factor binding sites revealed the presence, in
addition to the previously identified Sp1 and NRF-2 binding
sites, of five conserved elements containing two potential hStaf/
ZNF143 binding sites (Schuster et al., 1995; Schaub et al.,
1997; Myslinski et al., 2006). The functionality of the hStaf/
ZNF143 binding sites in promoting TFAM expression was
demonstrated by the deleterious effects on reporter activity of
mutations in the hStaf/ZNF143 binding site. The direct
involvement of hStaf/ZNF143 was established by DNA binding
and chromatin immunoprecipitation (ChIP) assays.

2. Materials and methods

2.1. Reporter constructs

The human TFAM promoter fragment −1463/+102 was
amplified by PCR from genomic DNA using direct and reverse
primers incorporating NotI and BamHI sites, respectively. The
PCR product was cloned in frame 5′ to the luciferase reporter
gene in the NotI/BamHI cut promoterless pFLASH1 vector
(Synapsis). 5′-end deletions (−1120/+102,−416/+102 and
+42/+102) in the −1463/+102 fragment were obtained by
Fig. 1. Characterization of the human TFAM basal promoter by functional analys
promoters fused to a luciferase (Luc) reporter and their activities in COS-7 cells. N
transfected with the constructs and assayed for luciferase activity. The luciferase activ
pCH110 internal control. The fold activation value represents the ratio between the sta
(pFLASH1). Data are presented as the mean±S.D. of three separate experiments.
PCR and subcloning in NotI/BamHI digested pFLASH1.
Substitution mutants were generated by using the QuickChange
II XL site-directed mutagenesis kit (Stratagene). Substitution
mutants giving rise to constructs Asub, Sp1sub, NRF2sub,
SBS1sub, Bsub, Csub and SBS2sub, are listed in Table 1. All
constructs were verified by automated DNA sequencing.

2.2. Transfection and luciferase assays

COS-7 cells (1.5×105 cells) were transfected using the
calcium phosphate co-precipitation procedure with 1 μg of
reporter construct, 1 μg of pCH110 as the internal control, and
carrier DNA to bring up the total DNA to 10 μg/plate. After
48 h, cells were lysed and the β-galactosidase activity was
measured as previously described (Schuster et al., 1998). The
luciferase reporter assay was performed as recommended by the
manufacturer (Promega) and the luciferase activity was
normalized to the β-galactosidase activity. Each transfection
was carried out in triplicate

2.3. hStaf/ZNF143 preparation and DNA binding assays

The hStaf/ZNF143 DNA binding domain (hStaf/ZNF143
DBD) was produced as described by (Myslinski et al., 2007).
The various probes containing the wild type and mutant
versions of the SBS in the TFAM promoter were obtained by
PCR amplification of the −159/+88 region, using 32P-labeled
primers. Gel retardation and DNase I footprinting assays were
performed essentially as described in (Schuster et al., 1995) and
(Myslinski et al., 2004) with 20 fmol of the labeled probe in the
presence of 20 pmol of the hStaf/ZNF143 DBD for gel retar-
dation assays, and increasing amounts of hStaf/ZNF143 DBD
(2, 4 and 20 pmol) for the footprinting assays. In DNA binding
competition assays, the binding was performed in the presence
of a 1000-fold excess of unlabeled tRNASec gene SBS (specific
competitor A), consensus SBS (specific competitor B) and
Krox-20 binding site (unspecific competitor) (Schuster et al.,
1995; Schaub et al., 1997).
is of 5′-deletion constructs. Schematic representation of the 5′-deleted TFAM
umbering is relative to the translation initiation codon. Cells were transiently
ity was standardized to the β-galactosidase activity provided by a cotransfected
ndardized luciferase activity of each reporter construct to that of the empty vector
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2.4. ChIP assay and PCR analysis

The ChIP procedure was essentially as described in (Wein-
mann and Farnham, 2002) and (Myslinski et al., 2006). Purified
Fig. 2. Cross-species sequence comparison of the human (h) TFAM promoter aligne
sequence alignments covering the −416/+102 region of the human promoter were per
is relative to the translation initiation codon (+1). The Sp1, NRF-1, NRF-2, SBS1, S
immunoprecipitated DNAwas analysed in 25 μl PCR reactions in
the presence of 3 μCi (α-32P) dCTP (3000 Ci/mmol) with the test
primer pair TACCGACCGGATGTTAGCAGATT and
CCTATCCTTCACTTTCTGCCCCTC, specific for the TFAM
d with its orthologs in chimpanzee (c), dog (d), mouse (m) and rat (r). Multiple
formed with ClustalW. Conserved bases are indicated with a star. The numbering
BS2, A-C elements and the methionine initiation codon are highlighted in gray.
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promoter and complementary to positions −165/−143 and +168/
+191 of the promoter, respectively. The tRNASec gene test primer
pair hybridized to sequences −391/−365 and −205/−181 of the
tRNASec gene, the synaptobrevin-like 1 test primer pair hy-
bridizing to sequences −171/−164 and −19/−1 of its promoter.
For the negative controls of the ChIP assay, we used the PP1 and
PP2 primers hybridizing to unique regions lying 2.4 and 2.1 kbp
upstream of the tRNASec and U4ATAC genes, respectively.
Half of the samples were resolved by native polyacrylamide
gel electrophoresis and revealed by autoradiography. 1/500 and 1/



Fig. 4. hStaf/ZNF143 is bound to the human TFAM basal promoter in native
chromatin. The ChIP assay was performed using HeLa cells and a hStaf/
ZNF143 antibody. DNA fragments recovered from input chromatin or ChIP
assays with anti-hStaf/ZNF143 or no antibody were analysed by semi-quan-
titative PCR with specific primer pairs in the presence of (α-32P) dCTP. Lanes
1,2 and 3,4: serial dilution of DNA immunoprecipitated with anti-hStaf/ZNF143
or no antibody, respectively. Lanes 5–7: serial dilution of input material to
demonstrate that the assays were within the linear range of PCR amplification.
Lane 8 (NC, negative control): PCR lacking DNA template. (A) Results with the
TFAM promoter. (B) Positive controls for ChIP assay with specific primer pairs
targeting the tRNASec and synaptobrevin-like 1 promoters. (C) Negative
controls for the ChIP assay with the PP1 and PP2 primer pairs targeting regions
deprived of SBS and located upstream of the tRNASec and U4ATAC genes.
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2000 of the immunoprecipitatedDNAwere used in PCR analysis.
Decreasing amounts of input DNA (1/10,000, 1/25,000 and 1/
100,000) were used to determine the linear range of PCR reaction
for each primer pair. Cycling parameters were 95 °C for 3 min,
35 cycles at 95 °C for 30 s, 52–72 °C (depending on each primer
pair) for 30 s, 72 °C for 30 s and one cycle at 72 °C for 5 min.

3. Results

3.1. Delineation of the basal regulatory region of the human
TFAM promoter

A searchwas performed at the Data Base of Transcription Start
Site (Suzuki et al., 2002; Yamashita et al., 2006) to identify the
Fig. 3. Characterization of the two hStaf/ZNF143 binding sites in the human TFAM p
with the SBS consensus sequences determined by binding site selection at highly (
(SBS cons.2) (Schaub et al., 1997). Y, W, R, N, M and S stand for T/C, A/T, A/G, any
(B) Sequences of the wild type and mutant SBS. SBS1sub and SBS2sub correspon
respectively. Mutations are highlighted in gray. (C) Gel retardation assays with 32P
promoter and containing the wild-type sequence (wt probe), mutant SBS1 (SBS1sub
SBS2mutants (SBS1sub/SBS2sub probe). Probes were incubated in the absence or pr
in lanes 3, 4 and 7 were performed in the presence of a 1000-fold excess of unla
competitor (Unsp) and specific competitor B (SCB: TACCCACAATGCATTGCG), r
of hStaf/ZNF143, respectively. Lanes 1–4 and 5–7 are from separate experiments. (
digestion of wt, SBS1sub, SBS2sub and SBS1sub/SBS2sub probes in the absence (la
binding domain (lanes 3–5, 8–10, 13–15 and 18–20). G+ A cleavage and probes a
transcriptional start site(s) (TSS) of the TFAM gene. This query
revealed that transcription of the human TFAM gene initiates
from multiple TSS within a 41 bp region located between
positions −147/−107 relative to the translation initiation codon,
with a major TSS at −138. To determine the region regulating the
basal promoter activity of the TFAM gene, we transiently
transfected COS-7 cells with a series of luciferase reporters
generated by 5′-progressive deletions of construct −1463/+102.
The luciferase activity of the resulting cell extracts was further
measured (Fig. 1). Analysis of the luciferase values, normalized
for the activity of the β-galactosidase control, revealed that
fragment −416/+102 was sufficient to provide maximum
transcription activity of the TFAM promoter (Fig. 1). In contrast,
the luciferase activity of the −1463/+102 and −1120/+102
constructs was about 0.6-fold lower than that of −416/+102. The
+42/+102 construct did not yield a higher luciferase activity than
the empty vector pFLASH 1 (Fig. 1). Taken together, these results
showed that the promoter region of the human TFAM gene
resides within a 457 bp region lying between −416 and +41, and
suggests the presence of repressor elements between positions
−1120 and −417.

3.2. Identification of putative transcriptional regulatory elements
in the human TFAM promoter

In a first attempt, we used the phylogenetic footprinting
approach to detect putative functional elements in the promoter
region of the TFAM gene. The sequences of the regions of the
chimpanzee, dog, mouse and rat genomes that are orthologous
to the non-coding region −416/−1 in the human genome, were
aligned. The alignment revealed the presence of six inter-
species conserved elements (Fig. 2). The elements at positions
−178/−170 and −162/−152 correspond to the previously
identified Sp1 and NRF-2 functional motifs in the human
TFAM promoter (Virbasius and Scarpulla, 1994). The other
four conserved elements A, SBS1, B and C were observed at
positions −225/−218,−143/−126,−121/−110 and −91/−82,
respectively. Computational analysis of the region −462/−1
with the Matinspector sofware (Quandt et al., 1995) did not
allow us to identify transcription factor binding sites for the
conserved motifs A, B and C. Interestingly, the SBS1 element at
positions −143/−126 matches the consensus binding sites for
transcription factor hStaf/ZNF143 (see Figs. 2 and 3A) (Schaub
et al., 1997, 1999). Pursuing our in silico search, we discovered
in the +1/+102 coding region of the gene the presence of a
romoter. (A) Alignment of the SBS1 and SBS2 sequences of the TFAM promoter
SBS cons.1) (Schaub et al., 1999) or moderately stringent selection conditions
nucleotide, A/C, and G/C, respectively. Identical bases are indicated with a star.
d to substitutions of the -141CCCA-138 and + 37GCCCTGG+ 43 sequences,
-labeled promoter fragments encompassing positions −159/+88 of the TFAM
probe), mutant SBS2 (SBS2sub probe) and the simultaneous mutated SBS1 and
esence of the same amount of hStaf/ZNF143 DBD (lanes 2–4 and 6,7). Reactions
beled specific competitor A (SCA: GTACCAGCATGCCTCGCG), unspecific
espectively. F: free probe, C1 and C2: complexes containing one and two copies
D) Footprint analysis of hStaf/ZNF143 in the human TFAM promoter. DNase I
nes 2, 7, 12 and 17) or presence of increasing amounts of hStaf/ZNF143 DNA-
re indicated above the lanes.



Fig. 5. Functional analysis of the elements in the human TFAM promoter. (A) Identification of the functional importance of SBS1 and SBS2 in the TFAM promoter.
Left panel: schematic representation of the TFAM promoter-luciferase (Luc) constructs substituted in the SBS1 and SBS2 elements. Wild-type (black) and mutant
(gray) elements are boxed. Right panel: COS-7 cells were transfected with the reporter constructs and the luciferase activity was normalized to the β-galactosidase
activity of the co-transfected control vector. The normalized luciferase activity of the wild-type construct −416/+102 is arbitrarily set as 100%. Data are presented as
the mean±S.D. of three separate experiments. (B) Schematic representation of the TFAM gene promoter. The different elements that are cross-species conserved are
boxed. The double headed arrow depicts the region containing the various transcription start sites (TSS). The major TSS at-138 is represented by the single headed
arrow. The numbering is relative to the translation initiation codon (+1). (C) Sequences of the wild-type and mutant Sp1, NRF-2, A, B and C elements of the TFAM
promoter. Mutations are highlighted in gray. (D) Contribution of the Sp1, NRF-2, A, B and C elements to TFAM promoter activity. Left panel: schematic
representation of TFAM promoter-luciferase (Luc) constructs substituted in the Sp1, NRF-2, A, B and C elements. Wild-type (black) and mutant (gray) elements are
boxed. Determination of the luciferase activities of the reporter constructs was as described in (B).
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second putative binding site for hStaf/ZNF143 at positions +29/
+46, but in the reverse orientation (SBS2 in Figs. 2 and 3A).
Notably, we did not find any TATA box, initiator (Inr) or
downstream promoter element (DPE) in the vicinity of the
TFAM gene transcription start site.
Collectively, this computational analysis revealed the pre-
sence of seven conserved motifs in the basal promoter of the
TFAM gene. Two of them correspond to previously identified
binding sites (Virbasius and Scarpulla, 1994), the other five
(A, B and C elements, SBS1 and SBS2) constituting putative



Table 2
Nuclear genes coding for mitochondrial proteins and identified as containing
SBS in their promoter

Gene Name SBS
position(s)

GABPA GA binding protein transcription factor, alpha
subunit (NRF-2)

−26

MRPL17 mitochondrial ribosomal protein L17 −339
MRPL19 mitochondrial ribosomal protein L19 −20
MRPL34 mitochondrial ribosomal protein L34 −63
MRPL37 mitochondrial ribosomal protein L37 +5
MRPL42 mitochondrial ribosomal protein L42 −58
MRPL46 mitochondrial ribosomal protein L46 −16
MRPL50 mitochondrial ribosomal protein L50 −177/−112
MRPL54 mitochondrial ribosomal protein L54 −964
MRPS11 mitochondrial ribosomal protein S11 −321
MRPS22 mitochondrial ribosomal protein S22 −71
MRPS25 mitochondrial ribosomal protein S25 −63/−42
MRPS27 mitochondrial ribosomal protein S27 +25
MTRF1 mitochondrial translational release factor 1 −298
POLRMT mitochondrial DNA-directed RNA polymerase −55
TIMM22 translocase of inner mitochondrial membrane 22 −343/−295
TOMM22 translocase of outer mitochondrial membrane 22 +61
TOMM40 translocase of outer mitochondrial membrane 40 −603/−521
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novel elements regulating the expression of the TFAM gene.
Finally, the TFAM gene promoter overlaps a CpG island
extending from −584 to +28.

3.3. hStaf/ZNF143 binds to the Staf Binding Sites located in the
human TFAM promoter

To examine whether the promoter regions of the human
TFAM gene could bind hStaf/ZNF143, gel mobility shift
assays were performed with the hStaf/ZNF143 DNA binding
domain (hStaf/ZNF143 DBD) using the 32P-labeled frag-
ment −159/+88 containing the two putative SBS. Fig. 3C
shows that hStaf/ZNF143 bound to the TFAM promoter and
generated two different retarded complexes C1 and C2
(Fig. 3C, compare lanes 1 and 2 in the upper panel). C1 and
C2 are specific because they were not displaced by addition of
unspecific DNA (Fig. 3C, lane 4 unsp) but were partially or
totally obliterated by an excess of unlabeled tRNASec gene
SBS (SCA, Fig. 3C, lane 3, wt probe) or consensus SBS (SCB,
Fig. 3C, lane 4, wt probe). SCA and SCB bound efficiently
hStaf/ZNF143 and SCB exhibited a higher hStaf/ZNF143
affinity than SCA (Myslinski et al., 1992; Schaub et al., 1999).
This binding pattern suggests that complex C2 contains two
copies of hStaf/ZNF143 DBD. Similar binding assays were
carried out with the hStaf/ZNF143 DBD and the three sub-
stitution mutant promoters SBS1sub, SBS2sub and SBS1sub/
SBS2sub (Fig. 3B). In SBS1sub, the CCCA sequence at
positions 3–6 was substituted by AAAC and in SBS2sub, the
CCAGGGC sequence at positions 4–10 (GCCCTGG in the
reverse orientation) was replaced by TACAAGT. SBS1sub/
SBS2sub contains the simultaneous mutations of SBS1 and
SBS2. The outcome of these experiments is that the hStaf/
ZNF143 binding pattern was strictly dependent on SBS
integrity. Indeed, the simultaneous mutation of SBS1 and
SBS2 abolished totally the formation DNA-protein complexes
whereas the SBS1sub and SBS2sub mutations enabled
formation of one single specific retarded complex (Fig. 3C,
compare lanes 1–2, 5–6 in the SBS1sub, SBS2sub and
SBS1sub/SBS2sub panels). However, the binding activities of
hStaf/ZNF143 to the SBS1sub and SBS2sub fragments were
not equivalent, the yield of complex C1 formed with SBS1sub
being only about 5–10% of that with SBS2sub (Fig. 3C,
compare lanes 2 in the SBS1sub and SBS2sub panels). Col-
lectively, these results are consistent with the specific binding
of hStaf/ZNF143 to the SBS1 and SBS2 sites of the TFAM
promoter.

To localize experimentally the actual binding site of hStaf/
ZNF143 on the SBS, DNase I footprint analysis was carried out
with the hStaf/ZNF143 DBD and DNA probes extending
from −192/+88, harboring the wild-type sequence or the
mutant versions SBS1sub, SBS2sub, SBS1sub/SBS2sub la-
beled on the template strand. The wild-type and SBS2sub DNA
fragments, which yield an intense retarded band in gel retar-
dation assays, produced a clear 21 bp footprint covering the
−146/−128 region corresponding to SBS1 (Fig. 3D, lanes 4,5
and 14,15). In contrast, no footprint could be observed with the
probes containing the mutant versions of SBS1 (Fig. 3D, lanes
8–10 and 18–20). This is consistent with the gel retardation
assay showing that the protein bound specifically but with a low
yield. Similar results were obtained with the full length hStaf/
ZNF143 and probes labeled on the non-template strand (data
not shown). Next, to determine whether hStaf/ZNF143 does
bind in vivo the SBS, we sought the presence of the protein in
native chromatin by undertaking a chromatin immunoprecipi-
tation assay (ChIP). These experiments were carried out in
cross-linked and sheared chromatin from HeLa cells using an
antipeptide antibody directed against the C-terminal part of
hStaf/ZNF143, as described in Myslinski et al. (2006, 2007). As
a negative control, a similar experiment was performed without
antibody. Detection of the TFAM promoter in the co-
immunoprecipitated DNA was performed by semi-quantitative
PCR targeting regions of the TFAM promoter surrounding
SBS1 and SBS2. For each PCR reaction, we tested two dilutions
of DNA immunoprecipitated with anti-hStaf/ZNF143 (Fig. 4A,
lanes 1 and 2) or without antibody (Fig. 4A, lanes 3 and 4). We
also tested a serial dilution of the input material to demonstrate
that the PCR was quantitative within a linear range of ampli-
fication (Fig. 4A, lanes 5–7). The TFAM promoter was speci-
fically immunoprecipitated by the hStaf/ZNF143 antibody
(Fig. 4A, compare lanes 1,2 and 3,4). The positive controls for
the ChIP assay included the promoters of the tRNASec and
synaptobrevin-like 1 genes previously identified as targeted by
hStaf/ZNF143 (Schuster et al., 1995; Di Leva et al., 2004). As
expected, a specific signal of higher intensity than in the no-
antibody control was obtained with the anti-hStaf/ZNF143
(Fig. 4B, compare lanes 1,2 and 3,4). In contrast, no specific
PCR product could be observed with the PP1 and PP2 primers
amplifying SBS-lacking regions located several kbp upsteam from
the tRNASec and U4ATAC genes (Fig. 4C, compare lanes 1,2 and
3,4). Altogether, these results demonstrate the specific binding of
hStaf/ZNF143 to the promoter region of the human TFAM gene.
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3.4. The hStaf/ZNF143 binding sites are necessary for
transcription from the human TFAM promoter

We next evaluated the relative contribution of each of the
two SBS to the expression of the human TFAM gene. Our
results described above demonstrated that the substitutions
introduced into SBS1 and SBS2 debilitated the interaction of
hStaf/ZNF143 with the TFAM promoter. To test the effects of
these mutations in functional promoter assays, we generated
constructs that incorporated the individual or simultaneous
substitutions of SBS1 and SBS2 within the −416/+102 region
fused to a luciferase reporter gene (Fig. 5A). The constructs
were transfected into COS-7 cells, the luciferase expression
monitoring the promoter activity. We found that SBS1sub and
SBS2sub inhibited the wild-type basal promoter activity by
63% and 55%, respectively (Fig. 5A). The simultaneous
substitution SBS1sub/SBS2sub resulted in a more pronounced
effect with a 90% decrease in promoter activity. These results
demonstrate that the basal promoter activity of the human
TFAM is dependent on SBS1 and SBS2, and that SBS1
enhances transcription to a similar extent as SBS2.

3.5. Characterization of two other elements required for
optimal transcription from the human TFAM promoter

In a further step, we wished to investigate the functional
importance of the other five phylogenetically conserved
elements present in the human TFAM promoter (Fig. 5B). As
described above, two of these motifs correspond to the Sp1 and
NRF-2 elements previously identified as functional in the
TFAM promoter (Virbasius and Scarpulla, 1994). The other
three motifs constitute novel putative functional elements. We
modified construct −416/+102 fused to the luciferase reporter
gene by introducing substitutions into these five elements
(Fig. 5C), and then tested the effects by transfection assays and
quantification of the luciferase activity (Fig. 5D). Mutations of
the Sp1 and NRF-2 elements reduced the reporter activity to
46% and 57% of the wild-type level, those performed in the A
and C elements inhibiting the transcription activity by 30%
and 25%. In contrast, mutation of the B element did not affect
promoter activity at all.

Combined together, these results show that the optimal
activity of the human basal TFAM promoter is dependent on at
least six DNA motifs. The A and C elements are required in
addition to the SBS1, SBS2, Sp1 and NRF-2 motifs for full
activity of the human TFAM promoter.

4. Discussion

The TFAM gene product is highly important to metabolically
active cells but how expression of its gene is transcriptionally
controlled remains poorly understood. Here, we present a
functional characterization of the human TFAM gene promoter
and the demonstration of the involvement of the hStaf/ZNF143
transcription factor in TFAM gene regulation. The results of the
5′deletions analyses indicated that the −416/+102 region is
essential for activity of the basal promoter. Six motifs, A, C,
SBS1, SBS2, Sp1 and NRF-2, conserved across mammalian
TFAM promoters, were identified by mutational analysis as
functional elements involved in the regulation of this gene. The
Sp1 and NRF-2 motifs correspond to elements previously
identified (Virbasius and Scarpulla, 1994) as functional in the
human TFAM promoter by a study performed with a 106 bp
promoter fragment (positions −218/−133 in our own number-
ing) of the TFAM gene. The sequence of the A motif (-218GT-
GGGCGG-224) bears a significant identity with the consensus
sequence for the Sp1 transcription factor binding motif
GGGGCGGGG (Li et al., 2004). It is therefore highly likely
that the A motif constitutes a bona fide Sp1 binding site. The C
motif does not show sequence identity with any known tran-
scription factor binding site. A previous report (Virbasius and
Scarpulla, 1994) established that the human TFAM gene is also
highly dependent for activity upon a recognition site for NRF-1
(CGCCTGCG at positions −200/−193 in Fig. 2). In our work,
the functional elements were essentially identified by phyloge-
netic footprinting across mammalian TFAM promoters. The
NRF-1 binding site, however, was not characterized by this
approach. Even though the NRF-1 binding site was found in
the mammalian TFAM promoters, its position is not conserved
across all of them: it resides at an equivalent position in human,
chimpanzee and dog but at a more distal position about 100 bp
away in the rat and mouse promoters (Fig. 2) (Piantadosi and
Suliman, 2006). We identified two functional recognition sites
SBS1 and SBS2 for transcription factor hStaf/ZNF143. Muta-
tional analyses, DNA binding and ChIP assays revealed that
hStaf/ZNF143 is indeed one of the transcription factors neces-
sary for obtaining efficient transcription levels from the TFAM
promoter. In the footprinting experiment, only SBS1 gave a
clear protection with the hStaf/ZNF143 purified protein, sug-
gesting that the binding of hStaf/ZNF143 on SBS2 requires
another as yet unidentified stabilizing interaction. ZNF143 is
the human ortholog of Staf, the Xenopus selenocysteine tRNA
gene transcription activating factor (Schuster et al., 1995). The
human Staf (hStaf/ZNF143) was shown to be a sequence
specific DNA-binding protein required for transcription of the
selenocysteine tRNA, snRNA and snRNA-type genes (Schaub
et al., 1997; Myslinski et al., 1998). Later, transcription of eight
protein-coding genes was also established to be dependent on
hStaf/ZNF143 (Kubota et al., 2000; Mach et al., 2002; Saur
et al., 2002; Barski et al., 2004; Di Leva et al., 2004; Grossman
et al., 2004; Ishiguchi et al., 2004; Myslinski et al., 2007). Very
recently, by a combination of in silico and biochemical ap-
proaches, we identified 1175 conserved SBS distributed in
938 promoters of four mammalian genomes. This genome
scale location analysis suggested a widespread role for hStaf/
ZNF143 in mammalian promoters (Myslinski et al., 2006).
The SBS is present in the promoters of 18 other nuclear genes
encoding the following mitochondrial proteins: 12 ribosomal
proteins, the translational release factor 1, the RNA polymer-
ase, the alpha subunit of GA binding protein transcription
factor (NRF-2) and 3 translocases of inner or outer mito-
chondrial membranes (Myslinski et al., 2006) (Table 2).
Regulation of the TFAM gene by hStaf/ZNF143 transcrip-
tion factor emphasizes the important functional role of this
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transcription factor in the nuclear control of mitochondrial
function in mammalian cells.
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3. Discussion 

 

Nous avons observé qu’une région de 416 pb comprise entre les positions -416/+102 est 

essentielle pour l’activité du promoteur de base du gène TFAM. Une analyse par mutagénèse 

montre que six motifs A, C, SBS1, SBS2, Sp1 et NRF-2, conservés entre l’homme, le 

chimpanzé, le chien, la souris et le rat, sont des éléments régulateurs fonctionnels. 

 

L’implication des sites de liaison des facteurs Sp1 et NRF-2 dans l’activité du promoteur du 

gène TFAM a été précédemment observée en analysant une région promotrice de 106 pb 

comprise entre les positions -218/-133 selon notre numérotation (Virbasius et Scarpulla, 

1994). Un site de liaison de NRF-1, important dans la régulation du gène TFAM, avait 

également été identifié dans cette précédente étude (Virbasius et Scarpulla, 1994). Notre 

approche basée sur l’empreinte phylogénique ne nous a pas permis de mettre en évidence ce 

site NRF-1 car sa position n’est pas conservée dans le promoteur du gène TFAM des cinq 

mammifères analysés. La position du site NRF-1 est équivalente chez l’homme, le chien et le 

chimpanzé mais ce site est situé environ 100 pb en amont dans le promoteur de souris et de rat 

(Piantadosi et Suliman, 2006).  

 

La séquence de l’élément A (-218GTGGGCGG-224) ressemble à la séquence consensus du site 

de fixation de Sp1 GGGGCGGGG (Li et al., 2004). Il se peut donc que le motif A soit un site 

de reconnaissance potentiel pour Sp1. Le motif C ne présente pas de similitude avec la 

séquence d’un site de fixation d’un facteur de transcription connu. 

 

 Nous avons également mis en évidence la présence de deux sites de liaison de hStaf/ZNF143, 

SBS1 et SBS2, fonctionnellement importants pour la régulation de l’activité du promoteur du 

gène TFAM. Cependant, lors des expériences d’empreinte à la DNAse I, seul le site SBS1 est 

protégé. Ceci suggère que la fixation de hStaf/ZNF143 sur le site SBS2 est stabilisée par des 

interactions avec d’autres facteurs cellulaires.  

 

Ainsi, l’analyse fonctionnelle du promoteur du gène TFAM montre l’importance du facteur de 

transcription hStaf/ZNF143 dans la régulation de la transcription du gène TFAM. 

Récemment, il a été montré que hStaf/ZNF143 activait la transcription de sept gènes de 

protéines et notre analyse à l’échelle du génome humain a permis d’identifier 1175 SBS 
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conservés dans 938 régions promotrices chez l’homme, la souris, le rat et le chien (Kubota et 

al., 2000; Mach et al., 2002; Saur et al., 2002; Barski et al., 2004; Di Leva et al., 2004; 

Grossman et al., 2004; Ishiguchi et al., 2004; Myslinski et al., 2006). Parmi ces 938 régions 

promotrices, dix-huit sont en amont de gènes nucléaires codant des protéines mitochondriales 

(Myslinski et al., 2006). Il s’agit de douze protéines ribosomiques, du facteur de terminaison 

de la traduction 1, de l’ARN polymérase mitochondriale et de trois translocases des 

membranes mitochondriales internes et externes. L’implication de hStaf/ZNF143 dans la 

régulation de l’expression du gène TFAM, ainsi que ces dix-huit gènes de protéines 

potentiellement régulés par ce facteur, suggère que le facteur de transcription hStaf/ZNF143 

joue un rôle important dans le contrôle nucléaire du fonctionnement des mitochondries des 

cellules mammifères.  
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CHAPITRE 3 : hStaf/ZNF143 est impliqué dans la transcription 

du gène BUB1B humain régulé au cours du cycle cellulaire 

1. Introduction :  

 

Le promoteur du gène BUB1B renferme plusieurs sites potentiels de liaison pour des facteurs 

de transcription variés dont le facteur de transcription hStaf/ZNF143 (Seike et al., 2002). 

Nous nous sommes donc intéressés à la caractérisation fine du promoteur de ce gène qui code 

une protéine nommée BubR1 (Hardwick et al., 2000). Cette protéine BubR1 est un des 

facteurs essentiels du mécanisme de contrôle de la fidélité de ségrégation des chromosomes 

au cours de la division cellulaire (Millband et Hardwick, 2002). Elle fait partie du complexe 

de contrôle mitotique MCC (Mitotic Checkpoint Complex) qui renferme également les 

protéines Mad2, Bub3 et Cdc20 (Sudakin et al., 2001).  

 

Au cours de la mitose, la transition de la métaphase à l’anaphase est assurée par un complexe 

protéique, nommé APC (Anaphase-Promoting Complex), renfermant une activité ubiquitine 

ligase E3 (pour une revue voir (Peters, 2006). Ce complexe, activé par le cofacteur Cdc20, 

ubiquitine certains facteurs clés de la régulation du cycle cellulaire, tels que la cycline B et la 

sécurine, entraînant leur dégradation par le protéasome (pour des revues voir (Peters, 2006; 

Musacchio et Salmon, 2007). La séparation des chromatides sœurs ne se réalise que lorsque 

tous les chromosomes sont alignés au niveau de la plaque équatoriale. Ceci se traduit par une 

certaine tension mécanique au niveau des centromères qui entraîne la déstabilisation du 

complexe MCC, la libération de Cdc20 et l’activation du complexe APC (Nicklas et al., 1995; 

Skoufias et al., 2001). Une récente étude a montré que ce complexe APC peut également 

ubiquitiner Cdc20 ce qui entraîne la dissociation du complexe MCC (Reddy et al., 2007; 

Stegmeier et al., 2007). Un disfonctionnement de ce point de contrôle peut conduire à une 

mauvaise répartition des chromosomes et à une instabilité chromosomique (pour une revue 

voir (Bharadwaj et Yu, 2004).  

 

Le gain ou la perte d’un chromosome sont souvent observés dans de nombreux types de 

cancers (Lengauer et al., 1998). Il a été observé chez la souris que l’absence d’un des deux 

allèles du gène BUBIB est associée au développement de cancers du poumon et du colon (Dai 

et al., 2004; Rao et al., 2005). L’analyse du niveau d’expression du gène BUB1B dans des 
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cellules synchronisées a montré que le transcrit de ce gène n’est pas détectable au cours de la 

phase G1 du cycle cellulaire alors qu’il est très abondant en fin de phase G2 et au début de la 

mitose (Davenport et al., 1999; Whitfield et al., 2002). L’expression dépendante du cycle 

cellulaire explique que la distribution du transcrit se limite aux tissus se divisant 

abondamment comme le thymus ou la moelle osseuse (Li et al., 1999). BUB1B est donc un 

gène dont la transcription est régulée durant le cycle cellulaire. Nous nous sommes donc 

intéressés à l’expression de ce gène potentiellement dépendant du facteur hStaf/ZNF143. 

 

Des expériences de transfections de cellules en culture avec différentes constructions 

renfermant des promoteurs tronqués nous ont permis de déterminer la région minimale du 

promoteur requise pour la transcription du gène BUB1B. La recherche in silico et par la 

méthode d’empreinte phylogénique d’éléments promoteurs dans cette région a révélé la 

présence d’un élément Inr, de deux sites potentiels pour le facteur hStaf/ZNF143 ainsi que 

deux éléments homologues aux éléments répresseurs CDE (cell cycle dependant element) et 

CHR (cell cycle genes homology regions). Des expériences de retard sur gel et 

d’immunoprécipitation de chromatine ont permis de montrer que hStaf/ZNF143 se lie au 

promoteur du gène BUB1B. Le rôle de ce facteur et des éléments CDE et CHR, dans la 

régulation de la transcription du gène BUB1B au cours du cycle cellulaire, a été analysé par 

des expériences de transfections transitoires dans des cellules COS7 et SL2.  

 

2. Résultats :  

2.1. Résumé des principaux résultats 

 

La détermination du site d’initiation de la transcription du gène BUBIB a été réalisée en 

interrogeant la banque de données de sites de transcription DBTSS (Suzuki et al., 2002). Il est 

apparu que ce gène présente de multiples TSS répartis dans une région de 75 pb. De ce fait, la 

numérotation utilisée pour décrire les différentes positions des éléments du promoteur est 

établie à partir du site d’initiation de la traduction. Ces différents TSS sont localisés entre les 

positions -198/-124 avec un enrichissement à la position -178. Afin de déterminer la région 

minimale suffisante pour une activité efficace du promoteur du gène BUB1B, la région 

-1185/-31, ainsi que des fragments correspondant à cette région progressivement délétée au 

niveau de l’extrémité 5’, ont été clonés en amont du gène rapporteur codant la luciférase. Les 
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transfections transitoires de ces différentes constructions dans des cellules COS7 montrent 

que les régions -1185/-585 et -305/-107 sont importantes pour l’expression du gène BUB1B.  

 

La comparaison des séquences des régions du génome de la souris, du rat et du chien 

homologues à la région -1185/-31 du promoteur humain du gène BUB1B a mis en évidence la 

présence d’éléments transposables Alu et MIR dans la région -1185/-585 (Figure 25). 

L’analyse de cette région avec le logiciel MatInspector n’a pas permis d’identifier de sites de 

liaison potentiels pour des facteurs de transcription connus (Quandt et al., 1995).  

 

 

Figure 25 : Représentation schématique de la région promotrice du gène BUB1B humain (d'après 

Myslinski et al., 2007). 

Les éléments transposables Alu et MIR, les sites de liaison de hStaf/ZNF143, l’iniateur et les éléments 

répresseurs CHR et CDE sont respectivement représentés en violet, rouge, gris et bleu. La région transcrite est 

représentée par un trait épais et la double flèche indique la région contenant les différents sites d’initiation de la 

transcription. La numérotation utilisée est établie à partir du codon d’initiation de la traduction. 

 

Par contre, cinq éléments conservés chez les quatre mammifères ont été observés dans la 

région -464/-31 (Figure 25). Il s’agit de deux sites de liaison potentiels pour le facteur 

hStaf/ZFN143 localisés aux positions -305/-288 et -256/-239 nommés respectivement SBS1 

et SBS2. Une séquence ACTACAA conservée est présente immédiatement en 5’ de chacun 

de ces sites. Deux motifs possédant une forte identité de séquence avec les éléments 

répresseurs CDE et CHR sont localisés aux positions -174/-170 et -165/-161 respectivement. 

Ces éléments sont impliqués dans la répression de l’expression de plusieurs gènes au cours du 

cycle cellulaire (Lucibello et al., 1995; Zwicker et al., 1995b; Huet et al., 1996; Uchiumi et 

al., 1997; Fajas et al., 2000; Lange-zu Dohna et al., 2000; Tanaka et al., 2002). De manière 

surprenante, alors que l’élément CDE est localisé juste en amont de l’élément CHR dans le 

promoteur de ces gènes, il est situé juste en aval dans le cas du gène BUB1B. La majorité des 

TSS se situe au niveau de la position -178 qui correspond probablement à un élément Inr car 
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la séquence -180TTAAATT-174 est similaire à la séquence consensus de l’Inr (YYA+1NWYY) 

(Smale et Kadonaga, 2003). On peut noter que nous n’avons pas identifié de boîte TATA et 

DPE dans la région promotrice du gène BUB1B et que la région comprise entre les positions 

-415/-50 est présente dans un îlot CpG. 

 

Nous avons tout d’abord étudié la capacité de liaison de hStaf/ZNF143 sur les deux sites SBS 

potentiels présents dans la région promotrice du gène BUB1B. Pour cela, des expériences de 

retard sur gel ont été réalisées avec un fragment d’ADN renfermant les sites SBS1 et SBS2. 

Deux complexes retardés se forment lorsque le DBD de hStaf/ZNF143 est mis en présence de 

la sonde marquée. Ces deux complexes sont spécifiques puisque l’ajout d’un fragment non 

marqué renfermant le SBS présent dans le promoteur du gène de l’ARNt
Sec

 n’inhibe pas la 

formation des complexes tandis qu’un compétiteur non spécifique n’interfère pas avec leur 

formation. Des expériences similaires ont été réalisées avec trois sondes mutées soit dans le 

site SBS1 (mSBS1) ou SBS2 (mSBS2) soit dans les deux sites (mSBS1-2). Les résultats 

obtenus montrent que la liaison de hStaf/ZNF143 est dépendante de l’intégrité des deux sites. 

Des expériences complémentaires réalisées avec la forme entière du facteur de transcription 

confirment ces observations.  

 

La liaison de hStaf/ZNF143 sur le promoteur du gène BUB1B dans le contexte chromatinien 

a été observée par immunoprécipitation de chromatine. Les analyses par PCR montrent que 

l’ADN immunoprécipité par des anticorps dirigés contre l’extrémité carboxy-terminale de 

hStaf/ZNF143 renferme le promoteur BUB1B contrairement à l’ADN immunoprécipité par 

des anticorps issus de l’échantillon pré-immun. Ainsi, hStaf/ZNF143 interagit spécifiquement 

avec la région promotrice de base du gène BUB1B in vitro et in vivo. 

 

Nous avons voulu ensuite déterminer l’importance des sites SBS1 et SBS2 et de l’élément 

similaire à un Inr dans l’activité du promoteur du gène BUB1B. Pour cela, la région 

promotrice -464/-31 sauvage et mutée dans les sites SBS1 et SBS2 (mSBS1, mSBS2 et 

mSBS1-2) ou au niveau de l’Inr a été clonée en amont du gène rapporteur de la luciférase. 

Des cellules COS7 ont été transfectées avec les différentes constructions et la mesure de 

l’expression de la luciférase reflète l’effet des mutations sur l’activité de la région promotrice. 

Nous avons observé une diminution de l’activité du promoteur de 22% et 39%, par rapport au 

promoteur sauvage, lorsque les sites SBS1 et SBS2 sont respectivement mutés. Une chute de 

81% de l’activité est obtenue lorsque la région promotrice est mutée au niveau des deux sites 
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SBS. La mutation de la séquence -180TTAAATT-174 correspondant à un initiateur potentiel 

entraîne, quant à elle, une réduction de moitié de l’activité du promoteur. La capacité de 

hStaf/ZNF143 à activer la transcription du gène BUB1B a été confirmée par des expériences 

de transfections transitoires dans des cellules SL2 de drosophiles dans lesquelles il n’existe 

pas d’homologues de ce facteur de transcription. Le plasmide rapporteur renfermant la région 

promotrice sauvage -464/-31 a été cotransfecté avec un vecteur d’expression renfermant la 

phase codante de hStaf/ZNF143. L’expression de la luciférase est dépendante de la quantité 

de facteur de transcription présent et peut être 24 fois supérieure au niveau de base obtenu 

avec un vecteur d’expression vide. Toutes ces données montrent que l’activité du promoteur 

de base du gène BUB1B est dépendante des deux sites de fixation de hStaf/ZNF143 et d’un 

élément conservé similaire à un Inr.  

 

L’analyse du niveau d’expression du gène BUB1B dans des cellules synchronisées a montré 

que le transcrit de ce gène n’est pas détectable au cours de la phase G1 du cycle cellulaire 

alors qu’il est très abondant au cours de la transition G2/M (Davenport et al., 1999; Whitfield 

et al., 2002). Nous avons donc analysé l’activité du promoteur du gène BUB1B en fonction du 

cycle cellulaire. Pour cela, le vecteur rapporteur renfermant la région promotrice sauvage 

-464/-31 a été introduit dans des cellules COS7 synchronisées à partir du stade G1/S du cycle 

cellulaire et l’expression de la luciférase a été mesurée au cours du temps après réactivation 

des cellules. On observe que l’activité du promoteur du gène BUB1B augmente au cours du 

cycle cellulaire et atteint un taux maximal lorsque les cellules sont en phase G2/M pour 

ensuite diminuer. Lorsque des expériences similaires sont réalisées avec une construction 

renfermant la région promotrice -464/-196 contenant uniquement les deux sites SBS, 

l’expression de la luciférase est élevée dès la phase G1/S et reste constante au cours du cycle 

cellulaire. Des expériences de retard sur gel montrent que la fixation de hStaf/ZNF143 sur le 

promoteur du gène BUB1B est similaire avec des extraits nucléaires de cellules en phase 

G1/S ou G2/M. De plus, l’expression du gène codant hStaf/ZFN143 n’est pas régulée en 

fonction du cycle cellulaire (Whitfield et al., 2002). Ces résultats montrent que le facteur de 

transcription hStaf/ZNF143 ne joue pas un rôle essentiel dans la limitation de l’expression du 

gène BUB1B à la phase G2/M.  

 

Des motifs conservés hautement similaires aux éléments répresseurs CDE et CHR ont été 

identifiés aux positions -174/-170 et -165/-161 respectivement dans la région promotrice du 

gène BUB1B. L’importance de ces éléments dans la régulation de la transcription de ce gène 
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a été analysée en transfectant des constructions renfermant la région promotrice -464/-31 

sauvage et mutée au niveau de l’élément CDE (mCDE) ou CHR (mCHR). L’expression de la 

luciférase est mesurée lorsque les cellules COS7 sont arrêtées en phase G1/S ou G2/M. 

Comme attendu, l’activité du promoteur sauvage est plus importante (2,2 fois) lorsque les 

cellules sont en phase G2/M par rapport aux cellules arrêtées en phase G1/S. Lorsque les 

cellules sont arrêtées en phase G1/S, on observe que les mutations mCDE ou mCHR 

entraînent une augmentation de l’expression de la luciférase de 2,8 et 3,1 fois respectivement 

par rapport à la construction sauvage. Les activités mesurées pour ces mutants dans des 

cellules arrêtées en phase G2/M sont similaires à celle mesurée avec la région promotrice 

sauvage. Ces résultats suggèrent fortement que les éléments CDE et CHR sont des éléments 

qui répriment la transcription du gène BUB1B au cours de la phase G1/S. 
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67084 Strasbourg, France

Received December 4, 2006; Revised and Accepted April 2, 2007

ABSTRACT

BubR1 is a key protein mediating spindle check-
point activation. Loss of this checkpoint control
results in chromosomal instability and aneuploidy.
The transcriptional regulation of the cell cycle
regulated human BUB1B gene, which encodes
BubR1, was investigated in this report. A minimal
BUB1B gene promoter containing 464bp upstream
from the translation initiation codon was sufficient
for cell cycle regulated promoter activity. A pivotal
role for transcription factor hStaf/ZNF143 in the
expression of the BUB1B gene was demonstrated
through gel retardation assays, transient expression
of mutant BUB1B promoter–reporter gene con-
structs and chromatin immunoprecipitation assay.
Two phylogenetically conserved hStaf/ZNF143-
binding sites (SBS) were identified which are
indispensable for BUB1B promoter activity.
In addition, we found that the domain covering the
transcription start sites contains conserved boxes
homologous to initiator (Inr), cell cycle dependent
(CDE) and cell cycle genes homology regions (CHR)
elements. Mutations within the CDE and CHR
elements led to diminished cell cycle regulation of
BUB1B transcription. These results demonstrate
that BUB1B gene transcription is positively regu-
lated by hStaf/ZNF143, a ubiquitously expressed
factor, and that the CDE-CHR tandem element
was essential for G2/M-specific transcription of
the BUB1B gene.

INTRODUCTION

The spindle checkpoint functions to prevent premature
anaphase entry until all chromosomes have completely
aligned at the metaphase plate. BubR1 is a key protein
mediating spindle-checkpoint activation during which it is
phosphorylated. A loss of spindle-checkpoint function
inevitably results in chromosomal instability and

aneuploidy (1,2). Given that aneuploidy is prevalent in
many types of cancers, it is believed that spindle-
checkpoint failure may be at least partly responsible for
the development of cancer (3). Mouse genetics study
showed also that haplo-insufficiency of BubR1 resulted in
enhanced genomic instability and development of lung
and colon cancer (4,5). In synchronized cells, expression
of the BUB1B gene, which encodes BubR1, is undetect-
able in G1 but it peaks in G2/M (6,7). This cell cycle
dependent expression explains the tissue distribution and
the abundance of BubR1 mRNA in cells with a high
mitotic index (8). In this work, which represents the
first report concerning the regulation of BUB1B gene
expression, we localized the promoter of this gene to
positions �464/�107 relative to the translation initiation
codon. We found that the BUB1B promoter contains
three positively cis-acting motifs: one Inr-like motif and
two elements recognized by the hStaf/ZNF143 transcrip-
tion factor. This factor can up-regulate the BUB1B
promoter activity, and chromatin immunoprecipitation
assays demonstrated that the endogenous hStaf/ZNF143
is bound to the BUB1B promoter in vivo. The ZNF143
protein is the human ortholog of Staf, the Xenopus
selenocysteine tRNASec gene transcription factor (9,10).
The human Staf (hStaf/ZNF143) is a seven C2-H2 zinc
finger protein capable of enhancing transcription of
the tRNASec but also of the snRNA and snRNA-type
genes (10,11). hStaf/ZNF143 can also stimulate transcrip-
tion from an mRNA-type pol II promoter (10,12,13).
To date, only seven protein-coding genes have been
described to be regulated by hStaf/ZNF143: the cytosolic
chaperonin containing t-complex polypeptide 1 (TCP1)
(14); the interferon regulatory factor (IRF3) (15); the
neuronal nitric-oxide synthase (NOS1) (16); the transal-
dolase (TALDO1) (17); the aldehyde reductase
(AKR1A1) (18); the mitochondrial ribosomal protein
S11 (MRPS11) (19) and the synaptobrevin-like 1 (SYBL1)
(20). In addition, vertebrates contain the ZNF76 protein
which constitutes a ZNF143 paralog (13,21). ZNF76 and
ZNF143 are basically considered to play the same role
even though their relative expression levels differ in
various tissues (13). However, recent results suggested
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that ZNF76 functions as a transcriptional repressor
through its interaction with TBP and that sumoylation
modulates its transcriptional properties (22). Very
recently, genome-wide analysis led us to identify 1175
hStaf/ZNF143-binding sites distributed in 938 mamma-
lian promoters in protein-coding genes. By extrapolating
these values to the full sizes of the genomes, we can
infer the existence of at least 2500 Staf-binding sites (SBS)
distributed in 2000 promoters. This large number
suggests that the SBS constitutes one of the most
widespread transcription factor binding sites in mamma-
lian promoters (23).
In G1/S, the transcriptional repression of many genes

such as CDC25C, CDC2, CCNA2 (coding for cyclin A),
PLK1 (polo-like kinase) and RB6K (rabkinesine 6) is
regulated by two repressor elements known as CDE
(cell cycle dependent element) and CHR (cell cycle genes
homology region). In these genes, mutation of the CDE
and CHR elements allowed elevated transcription during
G1 and the consequent loss of cell cycle regulated
expression (24–27). In the present study, we demonstrate
that the cell cycle regulation of BUB1B gene transcription
is also achieved through the presence of two elements
homologous to the repressor elements CDE and CHR.

MATERIALS AND METHODS

Reporter constructs and expression vectors

The human BUB1B promoter fragment �1185/�31 was
PCR amplified from human genomic DNA using direct
and reverse primers incorporating SacI and BamHI sites,
respectively. The amplified product was cloned directly at
the 50-end to the luciferase reporter gene into the SacI/
BamHI digested pFLASH I vector (SynapSys). The 50-end
truncated derivatives of the �1185/�31 fragment
(�864/�31, �585/�31, �464/�31, �314/�31, �305/
�31, �236/�31 and �107/�31) were PCR amplified
from construct �1185/�31 and ligated to SacI/BamHI
cut pFLASH I. Mutant constructs were generated by
using the QuickChange II XL site-directed mutagenesis kit
(Stratagene). All constructs were verified by automated
DNA sequencing. Constructs �464/�31 mCHR contain
the �176ATTTGAA-170 to �176CGGGTCC-170 sub-
stitution, �464/�31 mCDE contain the �166TGGCGG-
161 to �166GTTATT-161 substitution. The Drosophila
expression vectors pPAC-ZNF76 and pPAC-ZNF143
containing the human ZNF76 and ZNF143 cDNAs
were described in (13). The oligonucleotide sequences
used in this study are available on request.

Transfection and luciferase assays

COS-7 cells were transfected by the calcium phosphate
co-precipitation procedure with 1 mg of reporter construct,
0.5mg of pCH110 plasmid as the internal control, and
carrier DNA to bring up the total DNA content to 10 mg/
plate. SL2 Drosophila cells were transfected as described in
(12) with 25, 100 or 500 ng of pPAC-hStaf/ZNF143 or
pPac-ZNF76, and 200 ng of pACH110 as internal control.
After 48 h, cells were lysed and the b-galactosidase activity
was measured as previously described (12). The luciferase

assay was performed as recommended by the manufac-
turer (Promega). The luciferase activity was normalized to
the b-galactosidase activity. Each transfection experiment
was done in triplicate.

hStaf/ZNF143 protein preparation and DNA-binding assay

The hStaf/ZNF143 DNA-binding domain was produced
using the glutathione S-transferase (GST) gene fusion
system. Briefly, the DNA containing the Staf zinc finger
coding region between A264 and E472 was excised from
E10 (10) as a HindIII/EcoRV fragment, blunted and
inserted in the direct orientation into the SmaI site of
pGEX-2TK (GE Healthcare). The fusion protein was
purified using glutathione-sepharose beads. The glu-
tathione S-transferase moiety was cleaved with thrombin.
Full-length hStaf/ZNF143 was synthesized by in vitro
coupled transcription-translation with the TnT system
(Promega) as described in (13). Fifty microliter reactions
were programmed with 1 mg of pSK(-)-ZNF143 (13).
Gel retardation assays were performed essentially as
described in (28) with 20 fmol of the labeled probe in
the presence of either the hStaf/ZNF143 DBD (1, 2, 4 and
20 pmol), 2.5 and 5 ml of programmed lysate or 10 mg of
HeLa cells nuclear extracts. The various probes containing
the wild-type and mutant versions of the SBS in the
BUB1B promoter were generated by PCR amplification of
regions �342/�196, �342/�265, �281/�196 using 32P-
labeled oligonucleotides.

ChIP assay

The rabbit polyclonal antipeptide antibody against a
C-terminal epitope of the Xenopus Staf (29) was used for
ChIP as essentially described in (23,30). Purified DNA was
analyzed by PCR with the test primer pair
TAAGTGTTCCTCGCTCGGCTCAGA and CTCAGA
GCACCCCCTTCCTTCTTC specific for the BUB1B
promoter and complementary to positions –427/–404
and þ12/þ35, respectively. The BUB1B control primers
CCACTGTGGGGTGCTGATGTCTGG and CGGGA
TGCGGGGGTTGC hybridized to sequences 2647–2623
and 2439–2422 bp, respectively, upstream of the BUB1B
ATG initiation codon. The human tRNASec gene test
primer pair hybridized to sequences �391/�365 and
�205/�181 of the human tRNASec gene promoter.
The human tRNASec control primer pair recognizes
sequences located at 2555/2530 and 2346/2321 bp
upstream of the human tRNASec gene. Cycling parameters
were 958C for 3min, 35 cycles at 958C for 30 s, 55–658C
(depending on each primer pair) for 30 s, 728C for 30 s and
728C for 5min.

Cell culture, synchronization and cell cycle analysis

Transiently transfected COS-7 cells were arrested at the
G1/S boundary by a single or double thymidine block.
To block them at the M phase, cells were treated with
nocodazole. In brief, for thymidine block and nocodazole
treatment, thymidine or nocodazole were added 18 h after
transfection to 2mM or 0.17mM final concentration,
respectively. After 22 h incubation, cells were harvested
and used for luciferase and flow cytometry assays. For the
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double thymidine block, thymidine was added to 2mM as
the first block. After a 16 h incubation, cells were washed
twice with PBS and incubated in complete growth media
for an additional 8 h. Thymidine was then added as the
second block for 16 h. Subsequently, cells were washed
twice with PBS, and complete growth media was added to
release them from the block. This time point was set as 0.
Cells were harvested at various time points and used for
luciferase and flow cytometry assays. For flow cytometry,
cells were briefly trypsinized, pelleted by centrifugation
at 200 g, resuspended in PBS and fixed in 75% ethanol.
After centrifugation and rehydration in PBS for 15min at
room temperature, cells were pelleted and resuspended
in 1ml of staining buffer containing propidium iodide
(0.5mg/ml), 0.1% Triton-X100, 0.1mM EDTA and
RNase A (25mg/ml). Cell cycle distribution was deter-
mined by analyzing their DNA content on a Becton
Dickinson FACScalibur flow cytometer.

RESULTS

Characterization of the BUB1B promoter

A search at the database of transcription start sites
(DBTSS) (31,32) revealed that transcription of the BUB1B
gene is directed from multiple transcription start sites
(TSS) located in a 75-bp long region. In this report,
promoter numbering starts from the first nucleotide of
the translation initiation codon. The TSS region is located
between positions �198 and �124, with a major
transcription start site at �178 (Figure 1A). To identify
the regions responsible for transcriptional regulation of
BUB1B, we transiently transfected COS-7 cells with
several luciferase reporter constructs containing progres-
sively deleted 50-flanking regions of the BUB1B gene and
then measured the luciferase activity of the resulting cell
extracts (Figure 1A and B). The parental construct �1185/
�31 contains the region �198/�124 covering the tran-
scription start sites. A deletion from �1185 to �586
resulted in �5-fold decrease of luciferase activity
(Figure 1B, compare constructs �864/�31 and �585/
�31 with �1185/�31). Further deletions from �584 to
�306 did not significantly affect the transcriptional
activity (Figure 1B, compare the activity of constructs
�464/�31, �314/�31 and �305/�31 with construct
�585/�31). An additional deletion to �237 resulted in
�10-fold decrease of activity. Strikingly, a further deletion
to �107 created a construct unable to drive transcription
of the reporter gene (Figure 1B, compare �236/�31,
�107/�31 and the empty vector Luc with �1185/�31).
We concluded from the luciferase assays that transcription
of the BUB1B gene was positively regulated by two
regions, one located between �1185/�585 and the other
between �305/�107.

Transposable elements and potential regulatory motifs in the
50-upstream region

Sequence comparison and analysis of upstream regions of
the BUB1B gene that contain orthologs in the mouse, rat
and dog genomes, revealed the presence of transposable
elements in regions homologous to �1185/�585 in the

four genomes. Table 1 shows the occurrence of two short
interspersed nuclear elements (SINE). In addition, a
long-terminal repeat sequence (LTR) is present upstream
of the mouse and rat BUB1B genes. Computational
analysis of the �1185/�585 region with the Matinspector
software (33) did not reveal the presence of interspecies
conserved sequences for transcription factor binding sites.
Upon computational analysis of the first 464 bp of the
BUB1B promoter, no TATA box could be found in the
vicinity of the transcription start site. The main transcrip-
tion start site at �178 is likely to function as an initiator
region (Inr) since the sequence TTAAATT located at
positions �180 to �174 is very similar to the Inr consensus
sequence YYAN(T/A)YY (34). No downstream promoter
element (DPE) was found at proximity of the main
transcription start site. Interestingly, however, two con-
sensus binding sites for the transcription factor hStaf/
ZNF143 (10,11,13) were found in the region �305/�107
which positively regulates BUB1B gene expression. They
are called hereafter SBS for simplicity’s sake. The first
SBS1, located at positions �305/�288, and the second
SBS2 at positions �256/�239, were found to be inter-
species conserved at 72 and 88%, respectively (Figure 2A).
In Figure 2B, the 18-bp SBS1 and SBS2 were aligned with
the sequence of the human tRNASec SBS (11) and with the
consensus sequences determined by binding site selection
(11,35). Immediately, upstream of the two SBS is found an
interspecies conserved 7 bp ACTACAA motif
(Figure 2A), which does not correspond to any binding
site for known transcription factors. Furthermore,
Figure 2A shows that the �305/�107 region contains
blocks of high sequence identity to the CHR (positions
�174/�170) and the CDE (positions �165/�161) (see also
Figure 6A). These elements are known to be involved in
the cell cycle regulated transcriptional repression of many
genes (24–26,36–39). In the promoter of these genes, the
CDE is generally adjacent to or 1–5 bp upstream of the
CHR element (Figure 6A). This contrasts with the BUB1B
promoter where the CDE homologous motif precedes the
CHR by 4 bp. Finally, the upstream 50-flanking region of
the BUB1B gene contains one CpG island extending from
�415 to �50.

hStaf/ZNF143 binds to the BUB1B basal promoter

In the first place, gel retardation assays were performed
to determine whether hStaf/ZNF143 does bind the
BUB1B promoter. To do this, the 32P-labeled DNA
fragment (�342/�196) encompassing the two putative
SBS (probe I in Figure 1A) was incubated with increasing
amounts of the purified hStaf/ZNF143 DNA-binding
domain (hStaf/ZNF143 DBD). Figure 3A shows that the
hStaf/ZNF143 DBD bound with high yield to the BUB1B
promoter. Increasing amounts of the protein generated
two retarded complexes (C1 and C2 in Figure 3A,
compare lane 1 with lanes 2–5). The C1 and C2 complexes
were specific because they were competed out by an
excess of unlabeled SBS of the Xenopus tRNASec gene
(Figure 3A, lane 6) but not of an unrelated oligonucleotide
(Figure 3A, lane 7). We next examined the binding capac-
ities of the hStaf/ZNF143 DBD to a BUB1B promoter
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Figure 1. Identification of the human BUB1B gene promoter and mutation analysis of promoter elements. (A) Schematic representation of the region
located 50 to the BUB1B gene. The different elements identified are boxed. Numbering is relative to the translation initiation codon. The double-
headed arrow depicts the region containing the various TSS. Gel shift probes I, II and III are diagrammed below the promoter. (B) Schematic
representation of the 50-deleted BUB1B promoter-luciferase constructs and their activities in COS-7 cells. Cells were transiently transfected with the
50-deleted BUB1B promoter-luciferase (Luc) constructs and assayed for luciferase activity. Values are given as relative luciferase activity normalized
to 100 for the longest promoter construct �1185/�31. Data are presented as the mean þ/�SD of three separate experiments. (C) Schematic
representation of BUB1B promoter-luciferase constructs mutated in the Inr-like motif, SBS1 and SBS2 elements and their activities in COS-7
transfected cells. Wild-type and mutant elements are boxed in black and gray, respectively. The relative luciferase activity in % was normalized to
100 with the �464/�31 construct. Data are presented as in (B).
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carrying alterations in the SBS. Three mutant versions
of the BUB1B promoter were engineered. In mSBS1,
the CCCA sequence at positions 3–6 of SBS1 was replaced
by AAAC; the same mutation was introduced in the
SBS2 sequence to yield mSBS2. The mSBS1-2 construct
combined both mutations simultaneously. It appeared
that formation of the retarded complexes was strictly
dependent on the SBS integrity. Indeed, whereas mSBS1
and mSBS2 enabled formation of one single retarded
complex only (Figure 3B, compare lanes 5–7), the
simultaneous presence of both mutations in mSBS1-2
completely abrogated DBD binding (Figure 3B, lane 8).
The binding to wild-type or mutant BUB1B promoter
of the full-length hStaf/ZNF143, produced from pro-
grammed rabbit reticulocyte lysate, was further evaluated.
As observed with the DBD, increasing amounts of
protein generated the characteristic C1 and C2 complexes
(Figure 3C, lanes 2 and 3) which are specific since they
disappear in the presence of an excess of the wt SBS
but not with an unspecific competitor (Figure 3C, lanes 4
and 5). This binding pattern is strictly dependent on
the SBS integrity because the combined presence of
the mSBS1 and mSBS2 mutation totally abrogated
hStaf/ZNF143 binding (Figure 3C, lane 7).

To ask whether hStaf/ZNF143 is expressed in HeLa
cell, we performed gel retardation assays with HeLa cell
nuclear extracts and probes II and III containing SBS1
and SBS2, respectively. In such an experiment, we expect
finding one single complex with each of the probe.
This was effectively the case, as shown in Figure 3D
(lanes 2 and 10). The specificity of binding was attested
by the competition obtained with an unlabeled hStaf/
ZNF143 consensus oligonucleotide (Figure 3D, lanes 3, 4,
11) but not with an unrelated unlabeled oligonucleotide
(Figure 3D, lanes 5, 6, 12). The presence of hStaf/ZNF143
in the complex was assessed by the displacement of the
complexes observed with an anti-hStaf/ZNF143
(Figure 3D, lanes 7 and 13) but not with a pre-immune
antibody (Figure 3D, lanes 8 and 14). To further validate
these findings, the association of hStaf/ZNF143 to the
human BUB1B promoter in vivo was investigated with the
chromatin immunoprecipitation assay (ChIP). Chromatin,
formaldehyde cross-linked with sheared DNA 0.5–1 kbp
in length, was prepared from HeLa cells and incubated
with an antipeptide antibody directed against the
C-terminal part of hStaf/ZNF143 (29) or with a control

pre-immune antibody. The recovered DNA was analyzed
by semi-quantitative PCR with primers spanning the SBS
of the BUB1B promoter (test sequence) or a region
located 2.5 kbp upstream of it (control sequence). The
analysis was performed with two dilutions of the DNA
obtained from anti-hStaf/ZNF143 and pre-immune ChIP.
We also tested a serial dilution of the input material to
demonstrate that the PCR was quantitative within a linear
range of concentration. A specific signal, absent with the
pre-immune antibody, was obtained with the DNA
immunoprecipitated with the hStaf/ZNF143 antibody
(Figure 4A, compare lanes 1, 2 and 3, 4 of the test).
In contrast, no specific signal could be obtained with the
control primer pair (Figure 4B, lanes 1–4 in the control).
As an additional control, the same DNA samples were
used to show the binding of hStaf/ZNF143 to the human
tRNASec gene promoter, known to be targeted by hStaf/
ZNF143 (11) (Figure 4B). As expected, a specific signal
was obtained only for the PCR reaction using the DNA
immunoprecipitated with hStaf/ZNF143 and performed
with the test primer pair (compare lanes 2 and 3 of the test
and control reactions). Collectively, these results demon-
strate the presence of two SBS and the association of
hStaf/ZNF143 to the BUB1B promoter in vivo.

Effects of hStaf/ZNF143-binding site and Inr mutations on
BUB1B promoter activity

The effect of the debilitating mutations mSBS1, mSBS2
and mSBS1-2 was assessed in vivo by introducing them
into construct �464/�31 (Figure 1C). The mutant
constructs were then transfected into COS-7 cells and
promoter activities were reported by the luciferase activity.
Mutation of the SBS1 and SBS2 resulted in a slight
decrease to 78 and 61% of the wild-type level, respectively
(Figure 1C). The simultaneous mutation, however,
induced a much more pronounced effect since the activity
dropped to 19% of the wt level (Figure 1C), indicating
that SBS1 and SBS2 are of prime importance to BUB1B
promoter activity. We also observed that the TTAAATT
sequence (positions �180 to �174) is very similar to the
Inr consensus sequence YYAN(T/A)YY (34). To test the
functional importance of this interspecies conserved motif,
the TTAAATT sequence was changed to TTCCCTT.
The activity of the luciferase reporter decreased to 49% of
the wild-type level (mInr in Figure 1C). From this data, we

Table 1. Characteristics of the transposable elements localized in the 50 region of the human, dog, mouse and rat BUB1B genes

Organism Element Name Size (bp) Family Class Position/ATG

Human 1 FRAM 180 Alu SINE �1062/�882
Human 2 MIRb 115 MIR SINE �698/�583
Dog 1 SINEC CF3 166 Lys SINE �1256/�1090
Dog 2 MIRb 108 MIR SINE �744/�636
Mouse 1 LTR 568 �1609/�1041
Mouse 2 B1_Mus2 69 Alu SINE �1040/�971
Mouse 3 PB1 82 Alu SINE �929/�849
Rat 1 LTR 541 �1570/�1029
Rat 2 B1_Rn 73 Alu SINE �1028/�956
Rat 3 PB1D10 92 Alu SINE �921/�830
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conclude that the SBS are functional and that an Inr-like
motif lies in the BUB1B promoter.

Transcriptional activation of the BUB1B promoter in
Drosophila Schneider cells

To further confirm the role of hStaf/ZNF143 in BUB1B
gene transcription and to investigate whether ZNF76, the
human paralog of hStaf/ZNF143, can functionally inter-
act with the BUB1B promoter, transient transfection
experiments were performed with Drosophila SL2 cells.
This model offers the advantage to lack many of the
homologs to vertebrate transcription factors, in particular
ZNF143 and ZNF76 (12,13). Thus, effectors for ZNF143
(pPac-hStaf/ZNF143), ZNF76 (pPac-ZNF76) (13) and the
empty vector pPac under the control of SL2-specific
promoter, were co-transfected along with the luciferase
reporter gene under the control of the wild-type �436/�31
BUB1B promoter. The effect on promoter activity of
varying the intracellular level of ZNF143 or ZNF76 was
assessed by introduction of increasing amounts of the
expression vectors (Figure 5A). Expression from the pPac-
hStaf/ZNF143 or pPac-ZNF76 expression vectors was
confirmed by gel retardation assays with SL2 extracts and
probe II containing SBS1 (Figure 1A). No binding was
observed with extracts from untransfected or empty-pPac
transfected SL2 cells (Figure 5B, compare lane 1 with
lanes 2 and 3). In contrast, increasing the amount of
expression vectors in the transfection led to higher yield of
retarded complexes (Figure 5B, compare lane 1 with lanes
4–6 and 7–9). As ZNF143 and ZNF76 recognize a same
DNA motif with identical affinities (13), the yield of the
complexes is a gauge of the expression of hStaf/ZNF143
and ZNF76 in SL2 cells (Figure 5B, lanes 4–9). In these
assays, the luciferase activity in cells extracts was normal-
ized to the amount of the effector proteins. ZNF143 and
ZNF76 exhibited a dose dependent transactivation effect
on the �464/�31 promoter, reaching 24-fold for ZNF143
and 8-fold for ZNF76 compared to the empty vector pPac
(Figure 5A). We concluded that ZNF76 and ZNF143 can
mediate the transcriptional activation of the BUB1B
promoter in Drosophila SL2 cells.

Transcription of BUB1B is regulated during the cell cycle

We next analyzed the cell cycle dependent transcription of
BUB1B by assessing the luciferase activities of the �464/
�31 construct transfected into COS-7 cells that had been
synchronized in G1/S by a double thymidine block. After
the cells were released from the block, the luciferase
activities at the indicated time points were measured and
normalized (Figure 6A). Most the cells were in G1/S at the
start of the experiment. As the cells entered in the S phase,
the �464/�31 associated luciferase activity increased with
an optimum �9–13 h after the release when most of the
cells were in G2/M. In contrast, similar experiments using
a 30-truncated promoter containing only the two SBS
(construct �464/�196) resulted in a significant increase in
reporter activity in G1/S which remained high throughout
the cell cycle (Figure 6A). To test whether the binding of
hStaf/ZNF143 to the SBS of the BUB1B promoter is cell
cycle dependent, we performed gel retardation assays

A

B

  -464
h TCCCAACACTCAAAACAGCAAAGAAGTTCTGGTGCTTTAAGTGTTCCTCGCTCGGCTCAG
d TCTCTATGTTCAAAACAGCAAAGAAATTCTAGTGCTTGCGGTGTCCCTCCCTCGGTTCAG
m TTATGAAACTGAAACCATCAAAGAACCTCTTGTTAATAAAGTGTCTCTCCCTGGGTTCGA
r TG-------------TACTCAAAGACATCTTGTTATTAAGGTGTCCCTCCCTGGGTTCGA
  *               *   **  *  *** **   *   ****  *** ** ** **  
  -404
h AGACTCGGCTTCGAGCCGCGACTCAAGACAGCACCTG-GGGGTATTTGTTTTGCCTAAGC
d AGACT--------GGCCCTAATTTAGAAGAGCTCTTGCAGAGAATTGACCCCGCCTCAAC
m AGGCTTGTCTTAGAAAGGAAACACAGAGCAAACTCGAAG--TGCCTGAGCACGCTGCAGT
r AGACTTGCCTTAAAGAGGAAACACAGAGTAAAGCTGAAGCTTGCCTGAGCCTGCTGCAGT
  ** **               *   *    *               *      **   *  
  -345
h CTGCTGCACTTCCACGGCCATTGAATCCCAA-----AAACTACAA
d CGGGGCGTACTGGGCAGCCACAAACTCCCGG----GAAACTACAA
m GCTAGGACAACCATTGGTCCTTGCACCTCAAACCTGAAACTACAA
r GCCAGGACAACCACTGGCCGCTTC---------CCGAAACTACAA
                  * *                 ********* ******* ****  
  -290
h GCGAGTTCGCGGACTAAACA—-GGCATAAACTACAAGCCCCAGAATGCCTTGGGCGAGA-
d ACGACAGTGGGGACTAAACCCCGAGATAAACTACAAGCCCCAGAATGCCTTGGGGGGGGG
m GCG-CAGCGCGTGCTTAAACCCGGGATACACTACAATCCCCAGAATGCTTTGGGAGGAG-
r GCG-CAGCGCGGGCTTAAACCCGGGATGCACTACAATCCCCAGAATGCTTTGGGAGGAG-
   **     * *  ** **    *  **  ******* *********** ***** *    
  
h -------------CGCGAGAGC-------------------------ACGGAGGAGCGGA
d GGTGGAGAGAGCGCGCGAGAGCGAGAGAGAGCGAGAGAGACGCGAGTACAAAGGGGCGGA
m ------------------------------------------------CGGGAGCGGGGA
r ------------------------------------------------CGAGGCGGGGAT
                                                  *      * *  
 -211
h GGGGCGTGGCCACGTCGACCGCGCGGGACCGTTAAAT AACTTGGCGGC--------
d GGGGCGTGTTCACGTCCGACGCGCGGGACCGTTAAAT AACTTGGAGGG--------
m GCGGCGAGGCTACGTCTG-CGTCAAGAGACGTTAAAT AACTTGGCGGCCCGTGCGT
r GCGGCCACGCTACGTCTG-CGTCCGGAGACGTTAAAT AAGTTGGCGGCCCTGGCGT
  * ** *     *****   **    *   ************** **** **         
  -159
h --TAGGG--GTGTGGGCTTGAGGTGGCCGGTTTGTTAGGGAGTCGTGTACGTGCCT----
d --TTGGA--G-GTGG---CTGGTTTGCCAAGGAGTCAGGGGCAAACCTTTGTCTCTC---
m GATGGGGGCGTGAGGAGGCTATTCTGAGAAGGAATCGGGTGCGTGGTTTTGTTTAGGAGC
r GATGGGG-CGTGAGGTAGTTTCTTTGAGACGGATTCGGGCGAGTGATTTTGTTTAGGAGT
    * **   * * **          *        *  **        *  **        
  -107
h ------TGGTCGCTTCTGTAGCTCCGAGGGCAGGTT---GCGGAAGAAAGCCCAGGCGGT
d ------TGGTCGCTTCGTTATCTTTAAGGGCAGGTA---GCAGAAGAAAGCTCAGGCGGT
m ACGGGGTGACGATCTTCGCAGCTCCAGAGCCAGCTGAAGGTTGAGGGAGACTCAG----T
r ACGGGATAACGGTCTTCGCAGCTCCAGAGTTAGCTGAAGGTTGAGGGAAGCTCAGACAGT
        *       *    * **     *  ** *    *  ** * *  * ***    *
  -56
h CTGTGGCCC-AGAGGAAAGGCCTGCAGCAGGACGAGGACCTGAGCCAGGAATGCAGGATG
d CTGCGGCCC-TGAAGAAAGGTCTGCGGCAGGACGAGGGCTCCAACCGGGAATGCAGG
m TAGCACTCGGAGGATAAAGGTCTGCGGAAGGGCGAGAGCAAGTATTGGGAATGCAGG
r TGGCACTCCGAGGAAAAAGGTCTGCGGACGGGCGAGAGCAAGAACTTGGAATGCAGG
    *    *   *   ***** **** *  ** ****  *        *************
  +4
h GCGGCGGTGAAGAAGGAAGGGGGTGCTCTGAG
d GCGGCGATGAAGAAGGAAGGGGATGCTCTGAG
m GCGGAGGCGAG---------------------
r GCGGCGGCGAG---------------------
  ****    *                       

ATTCCCATTATGCACC
ACTCCCATTATGCATC
ACTCCCATTGTGCATT
ACTCCCATTATGCACC

GCGA
ACGA
GCG
GCG

GCCCCAGAATGCCTTGGG
GCCCCAGAATGCCTTGGG
TCCCCAGAATGCTTTGGG
TCCCCAGAATGCTTTGGG

TTTGAA
TTTGAA
TTTGAA
TTTGAA

GGCGG
GGAGG
GGCGG
GGCGG

SBS1

SBS2

CHR CDE

+1
GATG
GATG
GATG
GATG

-233

SBS1          
SBS2      
htRNASec    

SBS cons.1  
SBS cons.2      

Inr

TACCCATAATGCATYGCG
YWCCCRNMATSCMYYRCR

TTCCCATTATGCACCGCG
GCCCCAGAATGCCTTGGG
TTCCCAGAATGCGTGGCG

 ****  **** * * *

Figure 2. Cross-species conservation of putative promoter elements in
the promoter regions of BUB1B homologous genes. (A) Nucleotide
sequence comparison of the human (h), dog (d), mouse (m) and rat (r)
BUB1B promoters. Multiple sequence alignments performed with
Clustal W covering the �464/þ35 part of the human promoter.
Identical nucleotides are indicated with a star. Numbering is relative to
the translation initiation codon. The SBS1, SBS2, elements homologous
to CHR and CDE motifs, and translational start codon are highlighted
in gray. The Inr-like motif and ACTACAA submotif are in bold.
(B) Comparison of the SBS1 and SBS2 sequences of the BUB1B
promoter, SBS of the human tRNASec (htRNASec) gene (11) and SBS
consensus sequences determined by binding site selection at highly
(Staf cons.1) (35) or moderately stringent selection conditions (Staf
cons.2) (11), (Y, W, R, N, M and S stand for T/C, A/T, A/G, any
nucleotide, A/C and G/C, respectively). Identical nucleotides are
indicated with a star.

3458 Nucleic Acids Research, 2007, Vol. 35, No. 10



using probe II (Figure 1A) containing the SBS1 and
nuclear extracts from synchronized COS-7 cells. Figure 6B
shows that the binding of hStaf/ZNF143 was similar
with cells in the G1/S and G2/M cell cycle. In the light of
these findings, we speculated that hStaf/ZNF143 did
not play a central role in the G2/M-specific transcription
of BUB1B and that another mechanism must be
involved in the G2/M specificity. Indeed, transcription of
the TCP1 (14), IRF3 (15), TALDO1 (17), MRPS11 (19)
and SYBL1 genes (20) is controlled by hStaf/ZNF143
but is not cell cycle dependent (7). Furthermore,
expression of the ZNF143 gene is known not to be cell
cycle regulated (7).

Effects of mutations in the CDE and CHR homologous
elements on the cell cycle dependent BUB1B transcription
activity

The G2/M specific transcription of many genes such as
CDC25C, CDC2, CCNA2, PLK1 and RB6K
(24,26,27,40) is regulated by a tandem of repressor
elements, the cell cycle dependent element (CDE) and
the cell-cycle genes homology region (CHR). We found
that two sets of sequences at positions �174/�170 and
�165/�161 bear a strikingly high similarity to the
CHR and CDE consensus sequences (Figure 2A).
The difference resides in their relative organization,
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Figure 3. hStaf/ZNF143-binding assays on wild-type and mutant versions of the BUB1B promoter. (A) Gel retardation assay with a fragment
encompassing positions �342/�195 of the BUB1B promoter. The 32P labeled DNA (probe I) was incubated in the absence (lane 1) or presence of
increasing amounts of hStaf/ZNF143 DBD (lanes 2–5). The reactions in lanes 6 and 7 were performed with the same amount of protein as in lane 5
but in the presence of a 1000-fold excess of unlabeled specific (wt SBS) and unspecific competitors (unsp). Binding assays in lanes 1–5 and 6, 7 were
performed in separate experiments. C1 and C2: complexes containing one and two proteins, respectively. (B) A 148-bp 50 end-labeled fragment
containing the wild-type or mutant versions of the SBS was used in the binding studies. Lanes 1–4, no protein added. Lanes 5–8 binding assays with
the same amount of DBD. Probes are indicated above the lanes. (C) The wt (lanes 1–5) or the SBS1 and SBS2 mutant version borne by probe I
(lanes 6 and 7) were incubated in the absence (lanes 1 and 6) or presence of increasing amounts of rabbit reticulocyte lysate containing full-length
hStaf/ZNF143 (lanes 2 and 3). Lane 7 contained the same amount of protein as in lane 3. Lanes 4 and 5 were performed with the same amount of
protein as in lane 3 but in the presence of a 1000-fold excess of unlabeled specific (lane 4, wt SBS) and unspecific competitor (lane 5, unsp),
respectively. C1 corresponds to both sites of the probe saturated with the protein; the protein binds to one of the sites only in C2. (D) Gel retardation
assay with the wt probes II (lanes 1–8) or III (lanes 9–14) in the absence (lanes 1 and 9) or presence (lanes 2–8 and 10–14) of HeLa cell nuclear
extracts (NE). The reactions in lanes 3, 4 and 11, 5, 6 and 12, 7 and 13, 8 and 14 were performed in the presence of unlabeled specific competitor
(wt SBS), unspecific competitor (unsp), anti-hStaf/ZNF143 and pre-immune antibody, respectively. The specific competitor was added at a
500-fold (lane 3) and 1000-fold molar excess (lanes 4, 11). A 500 and 1000-fold molar excess of unspecific competitor was contained in lanes 5 and 6,
12 respectively. The arrow points to the complexes mentioned in the text.
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the CHR motif lying upstream of the CDE in the BUB1B
promoter (Figure 7A). These observations suggest that the
two putative cis-elements can also function as a G1/S-
specific repressor, as previously reported for the G2/M-
specific genes. To test the hypothesis, we introduced
mutations in the putative CHR and CDE motifs (mCHR
and mCDE in Figure 7B). After transfection into COS-7
cells, the luciferase activity was measured in cells arrested
in G1/S with thymidine or in G2/M phase transition by
nocodazole (Figure 7C). Drug treatment resulted in the
synchronization of at least 85% of the cells in the various
phases as determined by propidium iodine staining and
flow cytometry (data not shown). The luciferase activity in
extracts of cells transfected with the wild-type �464/�31
and arrested in G1/S was 2.2-fold lower than that from
cells arrested in G2/M (Figure 7C and D). In contrast,
transfection of the CHR and CDE mutants of the BUB1B
promoter-luciferase constructs abolished cell cycle peri-
odicity and resulted in a 2.8- and 3.1-fold enhanced
transcription activity relative to the wild-type level in G1/S
arrested cells (Figure 7C and D). In G2/M arrested cells
transfected with the CHR and CDE mutants, however,

the measured activities were similar to the wild-type
(Figure 7C and D). These results strongly suggest that
CDE and CHR act as G1/S-specific repressor elements in
the BUB1B promoter and are essential for the cell cycle
expression of this gene.

DISCUSSION

The BUB1B gene, which is highly expressed in cells with a
high mitotic index, exhibits a cell cycle dependent
expression with an undetectable transcription in G1 and
a gene expression peak in G2/M (6,7). In the present
study, we investigated the transcriptional regulation
mechanism of the human BUB1B gene. We identified
that regions �1185/�585 and �305/�107 in the promoter
are involved in the transcriptional regulation of the
BUB1 gene. Region �1185 to �585, which performs a
positive regulation on BUB1B gene expression, contains
two transposable elements. Sequence comparison of the
regions homologous to �1185/�585 in other mammalian
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genomes did not reveal the presence of conserved
transcription factor binding sites. This suggests that the
positive regulation is performed by species-specific ele-
ments. Similar to other cell cycle regulated genes, the
BUB1B promoter does not possess a TATA box and,
as a consequence, gives rise to many transcription
start sites. We identified five interspecies conserved
cis-acting elements in the 50-flanking region �305
to �107, and a trans-acting factor involved in the control
of BUB1B gene expression. Three cis-acting motifs
positively regulate transcription and the other two
constitute a cell cycle dependent transcriptional repressor.
The motif surrounding the major transcription start site is
likely to function as an initiator. The other two positively
cis-acting motifs, SBS1 and SBS2, are specifically recog-
nized by hStaf/ZNF143 which itself was found associated
to the BUB1B promoter in HeLa cells. Mutations of SBS1
and SBS2, singly or in combination, led to a sharp
decrease of reporter activity. Analysis of the BUB1B
promoter activity in insect cells demonstrated that hStaf/
ZNF143 and ZNF76 can reconstitute BUB1B promoter
activity. Although Staf was originally identified as the
transcription factor regulating tRNASec gene transcrip-
tion, it also controls snRNA, snRNA-type and mRNA
gene expression (10,11,14–20,41). The present study
extends the role of hStaf/ZNF143 to BUB1B gene
transcription. The two identified SBS1 and SBS2 sites,
distant by 31 bp, were found associated to the 7 bp
ACTACAA motif which lies immediately 50 to the SBS.
This motif, under our conditions, is apparently not
involved in transcription activity of the BUB1B promoter
since we observed that the 50 deletion eliminating the
ACTACAA sequence did not affect promoter activity.
Scrutiny of the sequences flanking the SBS in snRNA and
snRNA-type genes did not reveal the presence of an
ACTACAA-associated motif. In contrast, it is found in
the SBS characterized in the SYBL1 promoter (20) and in
58% of the SBS that we recently identified by a genome
scale analysis (23). The finding that the SBS are essential
for expression of the BUB1B gene raises the interesting
question of whether hStaf/ZNF143, the main activating
factor of the Staf family, is involved alone in transcription
activation of the BUB1B gene. Alternatively, could
ZNF76 also play a role in the expression of this gene?
Although the ChIP assay was performed with antibodies
recognizing specifically hStaf/ZNF143, this does not
exclude the possibility that ZNF76 can also be involved
in BUB1B expression.
The other two cis-acting motifs that we identified are

localized in the region covering the transcription start site
and we showed that they function as cell cycle dependent
repressor elements. They harbor high identity with the
consensus sequences of the CDE (G/CGCGG) and CHR
(TTGAA) elements identified in the cell cycle regulated
promoter genes such as CDC25, CDC2, CCNA2 (coding
for cyclin A), PLK1 (polo-like kinase) and RB6K
(rabkinesine 6) (24–27). These two elements are known
to induce repression of transcription and we established
that their mutation led to almost complete impairment of
the cell cycle dependent transcription activity of the
BUB1B promoter. Worth of note, however, the tandem

repressor element is organized in the CHR-CDE config-
uration in the BUB1B gene whereas the arrangement
CDE-CHR occurs in all the other identified repressors.

Careful inspection of the promoter sequences of other
genes known to be regulated with a tandem of CDE and
CHR repressor elements pointed to the presence of SBS in
the promoters of the RBL2 (p130 protein), PLK1 (polo-
like kinase protein) and BIRC5 (survivin protein) genes
(26,38,42,43) (Table 2). Studies on genes that are cell cycle
regulated by the CDE-CHR tandem of repressor elements
(CDC25C, CDC2 and aurora A) revealed that ubiqui-
tously expressed transcription factors such as Sp1, NF-Y
and E4TF1 act positively by binding to target sequences
upstream of the CDE-CHR motifs (36,39,40). The cell
cycle dependent repression of upstream activators via the
CDE and CHR elements has been established as the major
regulatory mechanism (36,40). As shown by genomic
footprinting on these promoters, both CDE and CHR
elements are protected in a periodic fashion, suggesting
involvement of a specific factor. A binding activity termed
CDF-1 has been identified and proposed to interact with
both CDE and CHR in the CDC25C gene promoter (44).
In a further work, a factor (CHF) interacting specifically
with CHR has been isolated in the CCNA2 gene
promoter, encoding cyclin A (45). In the situation
described for the CDC25C promoter, it was proposed
that CDF-1 presumably functions by specifically repres-
sing the NF-Y mediated activation (44). However, no
further characterization of the CDF-1 and CHF com-
plexes was undertaken. Recently, a very interesting
mechanism was reported to involve the CDE and CHR
elements in chromatin remodeling of the CCNA2 promo-
ter. In this case, the CDE-CHR tandem which is needed
for repression in quiescent cells, was also demonstrated to
be required for organizing the chromatin structure specific
for the inactive promoter (46). However, this particular
nucleosome organization becomes disorganized as a
consequence of mutations in the CDE-CHR repressor
element. In the case of the BUB1B promoter, we have
clearly demonstrated the functionality of the CDE-CHR
tandem as a repressor element, but the precise underlying
mechanism remains to be investigated.
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3. Discussion 

 

L’expression du gène BUB1B régulé au cours du cycle cellulaire présente un niveau de 

transcription indétectable en phase G1 et un fort taux de transcription durant la phase G2/M 

(Davenport et al., 1999; Whitfield et al., 2002). Nous avons étudié le mode de régulation de la 

transcription de ce gène. Deux régions comprises entre les positions -1185/-585 et -305/-107 

régulent positivement la transcription du gène BUB1B. La région -1185/-585 contient deux 

éléments transposables mais pas de sites de fixation pour des facteurs de transcription connus. 

Il a été observé que les éléments transposables peuvent avoir des effets positifs ou négatifs sur 

la transcription selon leur site d’insertion (Brosius, 1999).  

 

Cinq éléments conservés chez l’homme, le chien, la souris et le rat ont été identifiés dans la 

région -305/-107. Une analyse par mutagénèse montre que ces éléments sont des éléments 

régulateurs fonctionnels. Trois d’entre eux régulent positivement la transcription du gène 

BUB1B tandis que les deux autres éléments sont des répresseurs de la transcription 

dépendants du cycle cellulaire. En effet, l’élément chevauchant les TSS est probablement un 

élément Inr qui participe à l’initiation de la transcription. De plus, deux sites de fixation pour 

le facteur de transcription hStaf/ZNF143 sont localisés dans la région promotrice du gène 

BUB1B aux positions -305/-288 et -256/-239. Des expériences de retard sur gel, de 

mutagénèse et de ChIP ont montré que hStaf/ZNF143 pouvait se lier au promoteur et 

l’importance de ce facteur dans la régulation de la transcription du gène BUB1B a été 

démontrée par des expériences de transfections transitoires. Il a été observé que 

hStaf/ZNF143 active la transcription de ce gène indépendamment du cycle cellulaire.  

 

Notre récente étude sur l’identification des SBS à l’échelle du génome humain a montré 

qu’une séquence ACTACAN est souvent associée aux sites SBS dans les promoteurs de gène 

de protéines (Myslinski et al., 2006). Une séquence de ce type est localisée juste en amont des 

deux sites SBS1 et SBS2. Cependant, sa mutation ne perturbe pas l’activité du promoteur du 

gène BUB1B.  

 

Les éléments participant à la régulation de l’expression du gène BUB1B au cours du cycle 

cellulaire sont les éléments CDE et CHR identifiés à proximité de l’Inr. Ces éléments sont 

également impliqués dans la régulation de la transcription d’autres gènes régulés au cours du 
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cycle cellulaire (Lucibello et al., 1995; Zwicker et al., 1995b; Baldi et al., 1996; Huet et al., 

1996; Uchiumi et al., 1997; Li et Altieri, 1999; Fajas et al., 2000; Lange-zu Dohna et al., 

2000; Tanaka et al., 2002). De manière surprenante, l’élément CHR est en amont de l’élément 

CDE dans le promoteur du gène BUB1B alors que cette organisation est inversée dans les 

promoteurs des gènes précédemment identifiés. Nous avons observé que les gènes RBL2, 

PLK1 et BIRC5, régulés par les éléments CDE et CHR, possèdent également un site SBS 

dans leur région promotrice (Baldi et al., 1996; Uchiumi et al., 1997; Li et Altieri, 1999; Fajas 

et al., 2000; Myslinski et al., 2006).  

 

Les facteurs de transcription Sp1, NF-Y et E4TF1 sont respectivement impliqués dans 

l’activation de la transcription des gènes CDC25C, CDC2 et aurora A en se fixant à proximité 

des éléments CDE-CHR (Zwicker et al., 1995a; Huet et al., 1996; Tanaka et al., 2002). 

L’inhibition de la transcription de ces gènes au cours du cycle cellulaire pourrait être due à la 

répression de la fonction de ces activateurs (Zwicker et al., 1995a; Huet et al., 1996). Des 

expériences d’empreinte génomique ont montré que les éléments CDE et CHR sont protégés 

de manière périodique. Les facteurs CDF-1 et CHF ont été proposés comme interagissant 

respectivement avec les éléments CDE et CHR des promoteurs des gènes CDC25C et CCNA2 

(Liu et al., 1998; Philips et al., 1999). Cependant, aucune étude supplémentaire n’a été 

réalisée sur le mécanisme potentiel de répression via ces protéines. Récemment, il a été 

montré que les éléments CDE et CHR pourraient jouer un rôle dans la formation de la 

structure chromatinienne particulière au niveau des promoteurs des gènes régulés au cours du 

cycle cellulaire (Coisy et al., 2004). Nous avons démontré que les éléments CDE et CHR sont 

impliqués dans la répression de la transcription du gène BUB1B au cours du cycle cellulaire 

mais il reste à caractériser le mécanisme impliqué dans cette répression. 
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du gène SCARNA2 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



                                                  Chapitre 4 : hStaf/ZNF143 active la transcription du gène SCARNA2 

 -144-

CHAPITRE 4 : hStaf/ZNF143 participe à la transcription 

indépendante du gène SCARNA2 

1. Introduction :  

 

Les résultats présentés dans les trois précédents chapitres, ainsi que les travaux publiés par 

d’autres équipes, mettent en évidence l’importance du facteur de transcription hStaf/ZNF143 

dans la régulation de la transcription des gènes codant des protéines (Kubota et al., 2000; 

Mach et al., 2002; Saur et al., 2002; Barski et al., 2004; Di Leva et al., 2004; Grossman et al., 

2004; Ishiguchi et al., 2004; Myslinski et al., 2006; Gerard et al., 2007b; Myslinski et al., 

2007). Cependant, hStaf/ZNF143 a été initialement identifié comme l’activateur de la 

transcription de gènes d’ARNsn et de type ARNsn (Schuster et al., 1995; Schaub et al., 1997; 

Myslinski et al., 1998). L’observation de la présence d’un site potentiel de liaison de 

hStaf/ZNF143 en amont du gène SCARNA2 (mgU2-25/61) nous a amené à étudier le mode 

de transcription de ce gène (Tycowski et al., 2004).  

 

Le gène SCARNA2 code un ARNnc prédit pour modifier l’ARNsn U2 (Huttenhofer et al., 

2001; Tycowski et al., 2004). La O-méthylation en 2’ des riboses ainsi que la 

pseudouridylation sont les modifications majeures présentes dans les ARNr et les ARNsn. Les 

modifications des ARNr et de l’ARN U6 sont réalisées, au sein du nucléole, par de petites 

particules ribonucléoprotéiques (RNPsno). Les RNPsno à boîtes C/D dirigent la O-

méthylation en 2’ tandis que les RNPsno à boîtes H/ACA dirigent la pseudouridylation (pour 

une revue voir Kiss, 2001). Chaque RNPsno (C/D ou H/ACA) est composée d’un ARNsno 

particulier qui va guider la modification sur l’ARN cible et de protéines communes soit à 

l’ensemble des RNPsno à boîtes C/D soit à l’ensemble des RNPsno à boîtes H/ACA. Les 

ARNsno guides à boîtes C/D renferment les motifs conservés C, C’, D et D’. Les éléments C 

et D localisés respectivement aux extrémités 5’ et 3’ forment une structure en hélice et les 

motifs C’ et D’ sont internes à la molécule (Tycowski et al., 1996; Kiss-Laszlo et al., 1998). 

Les ARNsno guides à boîtes H/ACA se replient sous la forme de deux structures en 

tige-boucle. Les éléments conservés H et ACA se localisent respectivement dans la région 

simple brin intermédiaire et trois nucléotides avant l’extrémité 3’ de l’ARN (Balakin et al., 

1996; Ganot et al., 1997). 
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D’autres petits ARNnc possèdent également ces motifs. Il s’agit des petits ARNs retrouvés 

dans les corps de Cajal (ARNsca). Ces ARNs guident spécifiquement la méthylation en 2’ et 

la pseudouridylation des ARNsn U1, U2, U4 et U5 ainsi que probablement celles de 

l’ARNsn U12 (Darzacq et al., 2002). Plus particulièrement, l’ARNsca2, produit du gène 

SCARNA2, est un ARN à boîte C/D prédit pour méthyler en position 2’ le ribose des 

nucléotides G25 et C61 de l’ARNsn U2 (Huttenhofer et al., 2001; Tycowski et al., 2004). Les 

ARNsca sont synthétisés dans le nucléoplasme puis s’accumulent dans les corps de Cajal. Les 

ARNsca à boîtes H/ACA possèdent une séquence signal responsable de leur localisation dans 

les corps de Cajal (Richard et al., 2003).  

 

Chez les vertébrés, les gènes codant les ARNsno et ARNsca sont généralement localisés dans 

les introns de gènes d’ARNm. Après épissage du pré-ARNm, les ARNsno et ARNsca sont 

libérés lors de l’étape de débranchement de l’intron et maturés par des exonucléases 

(Bachellerie et al., 2002). Comme cela a été décrit dans le paragraphe 3.2 de mon 

introduction, les ARNsno U3, U8 et U13 sont, quant à eux, transcrits par la Pol II à partir de 

leur propre gène (Tyc et Steitz, 1989; Ach et Weiner, 1991). Les travaux de Tycowski et al 

suggèrent que l’ARNsca2 est également synthétisé à partir d’une unité transcriptionnelle 

indépendante (Tycowski et al., 2004). En effet, l’ARNsca2 coiffé est apparemment codé par 

une région intergénique en amont de laquelle il a été observé la présence de deux motifs 

conservés : un motif TATA et un site potentiel de liaison de Staf (Tycowski et al., 2004). 

Nous nous sommes donc intéressés à l’expression de ce gène potentiellement dépendant du 

facteur hStaf/ZNF143. 

 

Nous avons montré qu’une région minimale de 161 pb en amont du gène SCARNA2 

permettait la transcription indépendante de ce gène. Cette région renferme trois éléments 

essentiels pour la transcription : un motif TATA, un site de liaison de hStaf/ZNF143 et un 

nouveau motif qui ne correspond à aucun site de liaison pour un facteur de transcription 

connu. Des expériences de retard sur gel et d’immunoprécipitation de chromatine ont permis 

de montrer que hStaf/ZNF143 se lie au promoteur du gène SCARNA2. L’importance du site 

SBS et des deux autres éléments conservés chez les mammifères dans la transcription du gène 

SCARNA2 a été montrée en introduisant, dans des cellules COS7, différentes constructions 

renfermant la région promotrice portant des mutations dans ces éléments conservés. Nous 

avons également observé que la transcription du gène SCARNA2 se poursuit au moins 112 

nts après la position correspondant à l’extrémité 3’ de l’ARNsca2 mature.  
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2. Résultats :  

2.1. Résumé des principaux résultats 

 

L’extrémité 5’ de l’ARNsca2 mature a été déterminée par des expériences d’extension 

d’amorce et le site potentiel d’initiation de la transcription a pu ainsi être localisé sur le 

génome (Tycowski et al., 2004). La capacité de la région localisée en amont du gène 

SCARNA2 à diriger la transcription a été étudiée par des expériences de transfections 

transitoires de cellules COS7. La région comprise entre les positions -250 et +145 par rapport 

au TSS, ainsi que des sous-fragments correspondant à des délétions progressives au niveau de 

la région 5’, ont été clonés en amont du gène de la luciférase. Les activités luciférase 

mesurées pour les fragments -250/+145 et -161/+145 sont équivalentes et environ 150 fois 

plus élevées que l’activité obtenue avec le vecteur témoin. Une très forte chute d’activité est 

observée avec la construction renfermant uniquement la région -88/+145. L’expression de la 

luciférase est égale à celle observée avec le vecteur témoin lorsque la région en amont du 

gène SCARNA2 est réduite à 25 pb. De ce fait, la région adjacente en 5’ au gène SCARNA2 

possède une activité promotrice. La région minimale permettant de diriger la transcription est 

une région de 161 pb et les éléments promoteurs sont localisés au sein d’un fragment de 136 

pb compris entre les positions -161 et -26.  

 

Afin de déterminer la nature des éléments promoteurs impliqués dans la transcription du gène 

SCARNA2, la région -250/-1 du gène SCARNA2 humain a été comparée aux régions 

orthologues des gènes du chimpanzé, du chien, de la souris et du rat. L’alignement obtenu met 

en évidence la présence de quatre éléments conservés chez ces cinq mammifères. Comme 

attendu, le site potentiel de liaison de Staf ainsi que le motif TATA, précédemment identifiés 

par Tycowski et al, ont été respectivement retrouvés aux positions -70/-53 et -31/-26 

(Tycowski et al., 2004) (Figure 26).  
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Figure 26 : Représentation schématique de la région promotrice du gène SCARNA2 humain (d'après 

Gerard et al., 2007a soumis pour publication). 

Les éléments conservés X et Y, le site de liaison de hStaf/ZNF143 et l’élément TATA sont respectivement 

représentés en orange, rouge et gris. La région transcrite est représentée par un trait épais et la flèche indique le 

site d’initiation de la transcription.  

 

Deux nouveaux motifs conservés, nommés X et Y, ont été respectivement identifiés aux 

positions -152/-129 et -81/-72 dans la région promotrice (Figure 26). L’analyse de la région 

-250/-1 par le logiciel MatInspector n’a pas permis d’associer des sites de liaison de facteurs 

de transcription connus à ces motifs (Quandt et al., 1995). On peut noter que l’analyse de la 

région à proximité du TSS n’a pas mis en évidence la présence d’un Inr ou d’un élément 

promoteur DPE. 

 

Des expériences de retard sur gel et d’immunoprécipitation de chromatine ont été réalisées 

afin de déterminer si le facteur de transcription hStaf/ZNF143 est capable de se lier au SBS 

potentiel identifié aux positions -70/-53 dans la région promotrice du gène SCARNA2. Dans 

le cas des expériences in vitro, un complexe retardé est observé lorsque hStaf/ZNF143 est mis 

en présence d’un fragment d’ADN marqué renfermant le site SBS. La liaison est spécifique 

puisque le complexe disparaît lorsqu’on ajoute un compétiteur spécifique non marqué 

renfermant un site SBS consensus tandis que la liaison n’est pas affectée par l’ajout d’un 

fragment ne renfermant pas de sites SBS. L’intégrité du site SBS est requise pour la liaison de 

hStaf/ZNF143 puisque la mutation de ce site empêche la formation du complexe retardé.  

 

La recherche de la liaison in vivo de hStaf/ZNF143 en amont du gène SCARNA2 a été 

réalisée par ChIP-PCR à partir de cellule HeLa. La région -87/+228, renfermant le SBS 

identifié, est recherchée par PCR dans l’ADN immunoprécipité par des anticorps dirigés 

contre l’extrémité carboxy-terminale du facteur de transcription et dans l’ADN traité sans 

anticorps. On observe que cette région est spécifiquement amplifiée par PCR à partir du 
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premier échantillon. Ces deux types d’expériences montrent que hStaf/ZNF143 se lie in vitro 

et in vivo au SBS localisé aux positions -70/-53 dans le promoteur du gène SCARNA2.  

 

Nous avons voulu ensuite vérifier la fonctionnalité du SBS présent dans la région promotrice 

du gène SCARNA2. Pour cela, la construction contenant la région -250/+145 clonée en amont 

du gène de la luciférase a été mutée au niveau du site SBS (SBSsub). L’effet de cette mutation 

sur l’activité du promoteur est mesuré en dosant les variations d’expression de la luciférase 

dans les extraits de cellules COS7 transfectées. On observe une chute de 70% de l’activité du 

promoteur muté par rapport à l’activité obtenue avec la construction renfermant la région 

sauvage. Ceci démontre que le SBS présent dans le promoteur du gène SCARNA2 est 

fonctionnel et que hStaf/ZNF143 intervient dans la régulation de l’expression de ce gène.  

 

Des expériences similaires ont été réalisées afin d’évaluer l’importance des trois autres 

éléments conservés identifiés dans le promoteur du gène SCARNA2. Des mutations 

supplémentaires ont été réalisées à partir de la construction SBSsub afin d’obtenir les double, 

triple et quadruple mutants suivant : SBSsub-TATAsub, Ysub-SBSsub-TATAsub et Xsub-

Ysub-SBSsub-TATAsub. On observe que la mutation simultanée de l’élément TATA et du 

SBS provoque une chute de 80% de l’activité du promoteur par rapport à la région sauvage. 

La construction Ysub-SBSsub-TATAsub présente une activité équivalente à celle du double 

mutant. Ceci indique que l’élément Y n’est pas essentiel à l’activité du promoteur. La 

mutation supplémentaire au niveau de l’élément X induit une réduction drastique de 

l’expression de la luciférase qui devient quasiment équivalente au niveau d’expression obtenu 

avec le vecteur contrôle. Ces résultats montrent que la transcription du gène SCARNA2 est 

dépendante de la présence de trois éléments régulateurs dont l’élément X et le SBS localisés 

respectivement aux positions -152/-129 et -70/-53. 

 

La formation de l’extrémité 3’ des ARNsn U1, U2, U4 et U5 ainsi que des ARNsno U3, U8 et 

U13 nécessite la participation d’un élément agissant en cis, nommé boîte 3’, localisé en aval 

de l’extrémité mature de l’ARN. Cette boîte n’est pas un élément essentiel à la terminaison de 

la transcription de ce type de gènes puisque la Pol II poursuit la transcription au-delà de cet 

élément (Cuello et al., 1999; Hernandez, 2001; Medlin et al., 2003; Baillat et al., 2005). 

L’analyse de la région localisée en aval de la position correspondant à l’extrémité 3’ de 

l’ARNsca2 mature ne montre pas l’existence d’une séquence similaire à une boîte 3’. 
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Cependant, on observe un élément de 15 pb conservé dans les régions orthologues des cinq 

mammifères analysées.  

 

Cet élément, nommé élément 3’, est localisé immédiatement en aval de la séquence 

correspondant à l’extrémité 3’ de l’ARNsca2 mature entre les positions +421 et +435. Un 

fragment renfermant la région promotrice de 250 pb, le gène SCARNA2 et une région de 112 

pb en aval de l’extrémité 3’ de l’ARNsca2 mature a été cloné afin d’analyser l’ARN 

synthétisé après transfections dans des cellules HeLa. Pour différencier l’ARNsca2 exogène 

de l’ARNsca2 endogène, le gène SCARNA2 ainsi cloné a été réduit de 152 pb par délétion de 

la région +197/+349 pour produire le minigène SCARNA2 (miniSCARNA2). Le rôle de 

l’élément 3’ dans la transcription du gène SCARNA2 a été analysé en transfectant des cellules 

COS7 avec une construction renfermant le miniSCARNA2 délété de l’élément 3’ 

(miniSCARNA2 3’). Les ARNs obtenus suite à la transfection des deux types de 

constructions, miniSCARNA2 et miniSCARNA2 3’, ont été analysés par RT-PCR avec le 

couple d’oligonucléotides P1 et P2 spécifiques d’une région interne au miniARNsca2 et le 

couple d’oligonucléotides P1 et P3 amplifiant un miniARNsca2 potentiellement étendu de 

112 pb en 3’. Comme attendu, une amplification est observée avec les oligonucléotides P1P2 

lorsque la RT-PCR est réalisée sur des extraits cellulaires transfectés par la construction 

miniSCARNA2. De manière plus surprenante, un produit PCR est également amplifié avec le 

couple P1P3 indiquant que la transcription se poursuit au moins 112 pb en aval de l’extrémité 

3’ de l’ARNsca2 mature. Des signaux similaires sont obtenus avec les extraits de cellules 

transfectées avec la construction miniSCARNA2 3’. Ainsi, l’élément conservé en 3’ du gène 

SCARNA2 n’intervient pas dans la terminaison de la transcription par la Pol II. Cependant, 

on observe une diminution d’environ 50% de la quantité de produits amplifiés par PCR 

lorsque l’élément 3’ est délété. Ceci suggère que l’élément 3’ pourrait intervenir dans 

l’efficacité de la transcription du gène SCARNA2 ou dans la stabilité de l’ARNsca2.  
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ABSTRACT 

 

The C/D box scaRNA2 is predicted to guide specific 2’O-methylation of U2 snRNA at positions G25 

and C6. In contrast to other SCARNA genes, SCARNA2 appears to be independently transcribed. By 

transient expression of SCARNA2-reporter gene constructs, we have demonstrated that the elements 

responsible for SCARNA2 promoter activity are contained within a 161 bp region upstream of the 

transcription start site. We have identified three cross species conserved promoter elements, a TATA 

motif, an hStaf/ZNF143 binding site and a novel element that are required for full promoter activity. 

Binding of the human hStaf/ZNF143 transcription factor to its target sequence is required for promoter 

activity, suggesting that hStaf/ZNF143 is a fundamental regulator of the SCARNA2 gene. 

Additionally, we showed that its transcription continues past the 3’-end of the mature RNA and that it 

is independent of  the presence of a conserved element residing beyond the mature 3' end. This work 

represents the first report demonstrating that a scaRNA can be produced from an independent 

transcription unit. 

 

 

 

 



INTRODUCTION 

 

Pseudouridines and 2’-O-methylriboses are the most two common modifications in ribosomal RNAs 

and small nuclear RNAs (for reviews see (1,2). In rRNAs and in U6 snRNA, they are performed in the 

nucleolus by small nucleolar ribonucleoprotein particles (snoRNPs) (for reviews see) ((3,4). Box C/D 

snoRNPs direct the 2’-O-methylation of riboses, while H/ACA snoRNPs catalyze pseudouridylation 

(reviewed in) ((5-8). Box C/D snoRNPs are composed of a sequence-specific guide RNA associated 

with a set of at least four proteins: fibrillarin, Nop56, Nop58 and 15.5 kDa (4). Each box C/D snoRNA 

contains the conserved C, C’, D and D’ box motifs. Typically, box H/ACA snoRNAs exhibit a 

common hairpin-hinge-hairpin-tail structure with the H motif ANANNA in the single-stranded hinge 

region, and the ACA triplet located three nucleotides upstream of the 3’ termini (4). H/ACA snoRNAs 

associate with the four H/ACA snoRNP proteins, the pseudouridine synthase dyskerin/Cbf5, Gar1, 

Nhp2 and Nop10  (reviewed in) ((9). 

U6 snRNA is synthesized by RNA polymerase III (Pol III) and is modified and assembled with 

proteins in the nucleus. In contrast, U1, U2, U4 and U5 (and likely U11 and U12) snRNAs are 

synthesized by RNA polymerase II (Pol II) and possess a distinct maturation pathway (10-12). In the 

nucleus, the Pol II specific snRNAs acquire a monomethyl guanosine (7mG) cap structure and are 

extended for at least 250 nucleotides beyond the 3’-end of the mature RNA (13). Stable pre-snRNAs 

intermediate bearing a short 3’-end extension are generated by a transcription-linked cleavage event 

that requires a cis-acting element called the 3’-box (14-16). After export to the cytoplam, the pre-

snRNA is assembled with the Sm proteins to form a pre-snRNP. Binding of the Sm proteins is needed 

for dimethylation of 7mG to form the 2,2,7-trimethylguanosine cap structure and for removal of the 3’ 

trailer. Subsequently, snRNPs are imported to the nucleoplasm and transiently accumulate in Cajal 

bodies where the snRNAs undergo specific 2’-O-methylation and pseudouridylation directed by 

scaRNAs which accumulate in Cajal bodies (17-19). Vertebrate guide scaRNAs contain either one 

single (C/D or H/ACA) or two snoRNA boxes. The composite structures H/ACA-H/ACA, C/D-

H/ACA, C/D-C/D or (C/D-C/D like box) were observed in scaRNAs harboring two associated boxes. 



scaRNAs are synthesized in the nucleoplasm and specifically targeted to the Cajal bodies, by a 

common sequence motif (the Cajal body-specific signal) in the case of H/ACA scaRNAs (20). 

In vertebrates, sequences encoding sno- and scaRNAs are generally located in introns of host genes 

(21). These intronic sno/scaRNAs are processed from the spliced and debranched host introns. U3 and 

most likely U8 and U13 snoRNAs, however, are transcribed from independent units by RNA 

polymerase II. In vertebrates, the basal promoter of the U3 snoRNA genes include an essential 

promoter sequence element (PSE) also found in the basal promoter of snRNA genes (22,10). 

Associated to the basal promoter of snRNA and snoRNA genes, the distal sequence element (DSE) 

plays a major role in transcription efficiency (10). The DSE are essentially composed of two 

functional submotifs, the octamer and the Staf Binding Site, that can reside simultaneously or 

individually (23,24,10). The capped scaRNA2 (mgU2-25/61) and scaRNA17 (mgU12-22/U4-8) are 

apparently encoded in intergenic regions and the presence of conserved motifs in the upstream region 

of the genes suggest that scaRNA2 and scaRNA17 are synthesized from independent units (25). The 

capped scaRNA2 contains a C/D box associated to a C/D like box domain. It is predicted to guide the 

specific 2’O-methylation of the U2 snRNA G25 and C61 positions (25). To understand how scaRNA2 

synthesis is controlled, we have cloned the 5’-flanking region of the gene and demonstrated that 161 

bp of 5’-flanking region are sufficient for efficient promoter activity. In this region, we have mapped 

three essential promoter elements and identified hStaf/ZNF143 as a critical transactivator interacting 

with the cognate cis-element. Furthermore, we have shown that transcription of the SCARNA2 gene 

continues for at least 112 nucleotides beyond the region encoding the mature scaRNA2. 

 



MATERIALS AND METHODS 

 

Reporter constructs 

The human SCARNA2 promoter fragment -250/+532 was PCR amplified from genomic DNA and 

cloned to pGEMTeasy (Promega) to create SCARNA2 -250/+532. The SCARNA2 promoter 

fragments -250/+145, -161/+145, -88/+145 and -25/+145 were PCR amplified from SCARNA2 -

250/+532 using direct and reverse primers incorporating SacI and BamHI sites, respectively. The PCR 

products were cloned  5’ to the luciferase reporter gene in the SacI/BamHI cut promoterless pFLASH1 

vector (Synapsis) to generate SCARNA2 -250/+145 Luc, SCARNA2 -161/+145 Luc, SCARNA2 -

88/+145 Luc and SCARNA2 -25/+145 Luc. The SCARNA2 -250/+532 minigene (miniSCARNA2) 

was obtained as follows. BamH1 sites were introduced at positions +197 and +349 of SCARNA2 -

250/+532 and the resulting mutant was digested with BamH1 and self-ligated under diluted conditions. 

Substitution and internal deletion mutants were generated with the QuickChange II XL site-directed 

mutagenesis kit (Stratagene). Substitution mutants giving rise to constructs Xsub, Ysub, SBSsub and 

TATA sub are listed in Figure 5B. Deletion of  the +421 to +435 fragment (positions relative to the wt 

gene) in miniSCARNA2 yielded the SCARNA2 -250/+532 minigene  3’ (miniSCARNA2 3'). All 

constructs were verified by automated DNA sequencing. 

Transfection and dual luciferase reporter assays  

COS-7 cells (8 x 10
4
 cells) were transfected using the Lipofectamine 2000 reagent (Invitrogen). Cells 

received 500 ng of the SCARNA2 promoter plasmid containing the firefly luciferase reporter with 50 

ng of pRL-TK (Promega) as the renilla luciferase internal control. The total amount of DNA was kept 

constant at 800 ng with carrier DNA. After 48h, cells were lysed and the activities of both the firefly 

and renilla luciferases were determined with the dual luciferase assay kit (Promega). A minimum of 

three independent transfections were performed in duplicate and the firefly luciferase activity was 

normalized to that of the Renilla luciferase. 

Transfection and RT-PCR assays 

COS-7 cells (8 x 10
4
 cells) were transfected with 500 ng of SCARNA2 promoter plasmid, 25 ng of 5S 

maxigene as internal control and carrier DNA to bring up the total DNA amount to 800 ng/assay. Cells 



were collected after 48h and total RNA was extracted using the TRI-REAGENT (Euromedex). After 

DNase I treatment, half of the total RNA preparation was used for first strand DNA synthesis with the 

Finzymes reverse transcription reagents in the presence of N9 random oligonucleotide. Decreasing 

amounts of the resulting cDNA (1/10, 1/100 and 1/500) were used as the starting material for the PCR 

reaction. Absence of contaminating genomic DNA in the RNA preparations was verified by omitting 

the reverse transcriptase in control reactions. Typically, PCR reactions were performed in 25 µl in the 

presence of 2 µCi ( -
32

P)-dCTP (3000 Ci/mmol) and primer pairs for specific cDNA amplification of 

miniSCARNA2, miniSCARNA2 3’, 5S maxi (transfection efficiency control) or U3 snoRNA (RNA 

recovery control). Test primer pairs for miniSCARNA2 and miniSCARNA2 3’ hybridized to 

sequences +9/+25, +352/+374 and +9/+25, +511/+532 of the wt gene, respectively. For the PCR 

controls with the 5S maxi and U3 snoRNA, primer pairs hybridized to positions +2/+25, +112/+129 of 

5S maxi and to positions +49/+72, +142/+165 of the U3 snoRNA gene. Cycling parameters were 94 

°C for 5 min, 25 cycles at 94 °C  for 30 s, 62 °C for 30 s, 72 °C for 1 min and 72 °C for 5 min. Half of 

the samples were resolved by native polyacrylamide gel electrophoresis and revealed by 

autoradiography. Results were quantitated  with a Fuji Bioimage Analyzer. 

hStaf/ZNF143 preparation and DNA binding assays  

Full length hStaf/ZNF143 was synthesized by in vitro coupled transcription-translation with the TnT 

system (Promega). 50 µl reactions were programmed with 1 µg of pSK(-)-ZNF143 (26). The various 

probes containing the wild type and mutant versions of the Staf Binding Site in the SCARNA2 

promoter were obtained by PCR amplification of the -88/+145 region, using 
32

P-labeled primers. Gel 

retardation assays were performed essentially as described in (27,23) with 20 fmol of the labeled probe 

in the presence of 2.5 µl or 5 µl of programmed lysate. 

ChIP assay and PCR analysis 

The ChIP procedure was essentially as described in (28,29). Purified immunoprecipitated DNA was 

analysed in 25 µl PCR reactions in the presence of 3 µCi ( -
32

P) dCTP (3000 Ci/mmol) with the test 

primer pair CCTGTGCTCGGTGGTTTC and GCAGGAGGAGAGCTTTTCAT, specific for the 

SCARNA2 promoter and complementary to positions –87/-69 and +228/+247 of the promoter, 



respectively. The tRNA
Sec

 gene test primer pairs hybridized to sequences -391/-365 and -205/-181. For 

negative controls of the ChIP assay, the PP1 primer pair hybridizing to unique regions lying 2.4 kbp 

upstream of the tRNA
Sec

 was used. 1/500 and 1/2000 of the immunoprecipitated DNA were used in 

PCR analysis. Decreasing amounts of input DNA (1/10000, 1/25000 and 1/100000) were used to 

determine the linear range of PCR reaction for each primer pair. Cycling parameters were 95°C for 

3min, 35 cycles at 95°C for 30s, 52-72°C (depending on each primer pair) for 30s, 72°C for 30s and 

one cycle at 72°C for 5 min. 

 

RESULTS 

 

Transfection assays detect promoter activity in the 5’ flanking sequence of the human 

SCARNA2 gene 

To identify whether the 5’-flanking DNA of the SCARNA2 gene exhibits promoter activity, sequences 

were fused to a firefly luciferase reporter gene. As the capped 5’-end of the mature scaRNA2 was 

previously mapped by primer extension (25), various constructs containing the +1 of the scaRNA2 

were generated. Constructs containing progressive truncated portions of the -250/+145 5’-flanking 

regions were transiently transfected into COS-7 cells. The luciferase activity of the resulting cell 

extracts was further measured (Figure 1). Analysis of the firefly luciferase values, normalized to the 

activity of the renilla luciferase control, revealed that similar promoter activity was observed with 

fragments containing 161 bp or more upstream of the +1 (compare the luciferase activity of fragments 

-250/+145 and -161/+145 in Figure 1). In contrast, the luciferase activity of the -88/+145 construct 

was about 8-fold lower than that of -161/+145. Construct -25/+145, which contains only 25 bp of the 

SCARNA2 gene flanking sequence, led to abrogation of the luciferase activity, showing that it is not 

sufficient on its own for promoter activity (Figure 1). Thus, the 5’ flanking sequence of the SCARNA2 

gene possesses a promoter activity and the minimal promoter sequence can be defined as extending 

161 bp upstream of the +1 nucleotide. Furthermore, the elements responsible for promoter activity 

must be contained in a 136 bp region lying between positions -161 and -26. 

Identification of putative cis-elements in the human SCARNA2 promoter 



To identify putative elements in the promoter region of the SCARNA2 gene, we used the phylogenetic 

footprinting approach. A multiple alignment was performed with sequences of the chimpanzee, dog, 

mouse and rat genomes that are orthologous to the -250/-1 region of the human SCARNA2 gene. This 

revealed the presence of the four interspecies conserved elements X, Y, SBS and TATA at positions -

152/-129, -81/-72, -70/-53 and -31/-26, respectively (Figure 2A). Sequence analysis of the region -

250/-1 with the Matinspector software (30) established that the Staf Binding Site (SBS) element 

located at positions -70/-53 matches the consensus binding site for transcription factor hStaf/ZNF143 

(Figure 2B) ((24,31). This analysis did not allow us to identify transcription factor binding sites for the 

conserved motifs X and Y. Furthermore, the 5’-flanking region of the SCARNA2 gene contains no 

obvious initiator (Inr) or downstream promoter element (DPE) in the vicinity of the transcription start 

site.  

Collectively, this computational analysis revealed the presence of four conserved motifs in the basal 

promoter of the human SCARNA2 gene constituting putative elements regulating its expression.  

 

The cellular hStaf/ZNF143 transcription factor binds the cognate element in the human 

SCARNA2 promoter 

Gel mobility shift assays were used to ask whether hStaf/ZNF143 interacts with the putative Staf 

Binding Site (SBS) located at positions -70/-53 in the SCARNA2 promoter. In the binding assay, the 

full length hStaf/ZNF143 was used with the 
32

P-labeled fragment -159/+88 containing the putative 

SBS. Figure 3 shows that hStaf/ZNF143 bound to the SCARNA2 promoter and generated one retarded 

complex (Figure 3, compare lane 1 with lanes 2 and 3).  In contrast, we were unable to detect a 

retarded complex in the binding assay performed with unprogrammed reticulocyte lysate (compare 

lanes 1 with lanes 3 and 6 in Figure 3). The specificity of binding was confirmed by competition 

studies. As expected, competition by a 1000-fold molar excess of unlabeled oligonucleotide containing 

the consensus SBS (31) abolished complex formation (Figure 3, compare lanes 2 and 4). In contrast, 

an unrelated oligonucleotide was unable to compete for binding to the protein (Figure 3, lane 5). To 

demonstrate that the hStaf/ZNF143 binding pattern was strictly dependent on the SBS integrity, 

similar binding assays were carried out with hStaf/ZNF143 and an SBS mutant having the -70 



CTCCCA -65 sequence substituted by GATATC (23,32,33). Indeed, this mutation abolished totally 

formation of the DNA-protein complex (Figure 3, lane 8). Together, these results strongly support the 

hypothesis that an SBS resides at positions -70/-53 in the promoter and that transcription factor 

hStaf/ZNF143 specifically binds to this element.  

To determine whether hStaf/ZNF143 is associated in vivo with the active SCARNA2 promoter, we 

performed a chromatin immunoprecipitation assay (ChIP) in HeLa cells. HeLa cells were treated with 

formaldehyde to cross-link proteins to DNA. After sonication, the cross-linked chromatin was 

immunoprecipitated with an antipeptide antibody directed against the C-terminal part of 

hStaf/ZNF143. After immunoprecipitation, enrichment of the SCARNA2 promoter was monitored by 

semi-quantitative PCR amplification using primers amplifying the SCARNA2 promoter in the region -

87 to +228 surrounding the Staf Binding Site. To confirm the specificity of binding, positive and 

negative controls were performed. PCR amplification of the tRNA
Sec

 promoter, which binds 

hStaf/ZNF143 as well, was used as the positive control. The negative control amplified a segment 

located several kbp upstream from the tRNA
Sec

 transcribed region, which does not harbor any 

hStaf/ZNF143 binding site. As a supplementary control, a similar experiment was performed without 

antibody. For each PCR reaction, we tested two dilutions of the DNA immunoprecipitated with anti-

hStaf/ZNF143 (Figure 4, lanes 1,2) or without antibody (Figure 4, lanes 3,4). A serial dilution of the 

input material was also tested to demonstrate that the PCR was quantitative within a linear range of 

amplification (Figure 4, lanes 5-7). The SCARNA2 promoter was specifically immunoprecipitated by 

the hStaf/ZNF143 antibody (Figure 4A, compare lanes 1,2 and 3,4; the specific product is indicated by 

an arrow). As expected, the positive control with anti-hStaf/ZNF143 yielded a specific signal of 

intensity higher than in the no-antibody control (Figure 4B, compare lanes 1,2 and 3,4). In contrast, no 

specific PCR product could be observed with the PP1 primers amplifying SBS-lacking regions (Figure 

4C, lanes 1-4). We conclude from these experiments that hStaf/ZNF143 is recruted to the SCARNA2 

promoter in living cells. 

 

 

 



Role of the hStaf/ZNF143 binding site in activation of the human SCARNA2 promoter  

To further confirm the biological activity of the identified SBS, we generated a construct that contains 

the SBS GATATC mutant (substituting CTCCCA by GATATC at positions 1-6) fused to the 

luciferase reporter gene (SBSsub, Figure 5B). Expression of the reporter gene directed by the 

SCARNA2 promoter was monitored by the luciferase activity after transfection into COS-7 cells. 

Mutation of the SBS reduced the SCARNA2 promoter activity to about 30% of the wt level (Figure 

5C, compare wt and SBSmut). These results provide strong evidence for the presence of a biologically 

active SBS in the SCARNA2 promoter.  

 

Evaluation of the biological activities of other putative cis-elements in the human SCARNA2 

promoter  

To evaluate the role of the other three phylogenetically conserved elements, we introduced additional 

mutations in the construct harboring the SBS substitution. SBSsub was modified by introducing 

substitutions into the TATA, Y and X elements (Figure 5B). The SCARNA2 promoter activities were 

then assayed by quantification of the luciferase activity from COS-7 cell transfected extracts (Figure 

5C). As shown in Figure 5C, the simultaneous mutations of the SBS and TATA element reduced the 

luciferase activity to about 20% of the wt control (compare wt, SBSsub and SBSsub-TATAsub). The 

reporter activity of the triple mutant Ysub-SBSsub-TATAsub was of the same order as that of the 

double SBSsub-TATAsub mutant, indicating that the Y element is not essential for SCARNA2 gene 

expression. In contrast, introduction of a fourth mutation by substitution in the X element led to basal 

levels of luciferase activity (compare wt, Ysub-SBSsub-TATAsub and Xsub-Ysub-SBSsub-TATAsub 

in Figure 5C). 

Taken together, these results indicate that there are three positive regulatory elements in the human 

SCARNA2 promoter, the function of the X and SBS motifs being predominant for full promoter 

activity.  

 

 

 



Transcription of the SCARNA2 gene continues for at least 112 nucleotides beyond the region 

encoding the mature scaRNA2 

3’-end formation of the U1-U5 snRNAs, U3 and most likely U8 and U13 snoRNAs, requires a cis-

acting sequence known as the 3’-box, located downstream of the 3’-end of the mature RNA. 

Transcription of the genes encoding these RNAs continues beyond the 3’-box in vivo. The 3' box is 

not an efficient transcription terminator but may rather act as a processing element functioning in the 

precursor RNA (13,10,14,16). Scrutiny of the sequence located at proximity of the 3’-end of the 

mature scaRNA2 did not show any motif with sequence similarity to the 3’-box of Pol II snRNA 

genes (typically GTTTN0-3AAARN2AGA) (34). However, a 15 bp motif located at positions 

+421/+435 immediately past the region encoding the 3’-part of the mature RNA is conserved in 

orthologous regions of mammalian SCARNA2 genes (3’-element in Figure 6A, B). To address the 

possibility that this motif can act as a termination signal, we deleted it in the miniSCARNA2 minigene 

to create miniSCARNA2 3’ (Figure 6B). The miniSCARNA2 was obtained by a 152 bp deletion 

from positions +197 to +349 and was engineered in order to distinguish the product of the transfected 

minigene from the endogenous scaRNA2. The three constructs miniSCARNA2, 

miniSCARNA2 3’and empty vector were transfected separately into COS-7 cells in the presence of  a 

5S RNA maxigene as an internal control for transfection. After 48h, RNAs were extracted from 

transfected and untransfected cells and RNA levels were measured by RT-PCR. Four different primer 

pairs were used in the PCR step. The first one was devoted to amplification of the reverse transcription 

product of the endogenous U3 snoRNA. This assay acts as a control for RNA recovery (U3 snoRNA 

in Figure 6C). The second primer pair was used for PCR amplification of the 5S maxi reverse 

transcription product and gauged transfection efficiency (5S maxi in Figure 6C). The third primer pair 

(P1P2 in Figure 6B) produced a 214 bp PCR product corresponding to amplification of an internal 

region of the mature scaRNA2. Lastly, the fourth primer pair (P1P3 in Figure 6B) targeted a putative 

reverse transcription product of scaRNA2 containing at least 112 bp of 3’-end extension (position of 

primer P3). It generated PCR products of 372 bp and 357 bp with the miniSCARNA2 and 

miniSCARNA2 3’ templates, respectively. We also tested serial dilutions of the reverse transcription 

products to ensure that the PCR was quantitative within a linear range of amplification. As expected, a 



product was detected with P1P2 after transfection of miniSCARNA2 (Figure 6C, line P1P2, compare 

lanes 1-3 with 4-6). Surprisingly, a PCR product was also generated with P1P3, indicating that 

transcription continues for at least 112 nucleotides (position of primer P3) beyond the 3’end of the 

mature scaRNA2 (Figure 6C, line P1P3, lanes 1-3). The PCR products resulting from transfection of 

the miniSCARNA2 3’ gene were similar to those obtained with miniSCARNA2 (Figure 6C, compare 

lanes 1-6 and 7-12). Interestingly, deletion of the 3’-element provoked a 2-fold drop in the yield of the 

PCR products (Figure 6C, compare lanes 1,2 and 7,8 for lines P1P2 and P1P3). This suggests that the 

3’-element is involved in the transcription efficiency of the SCARNA2 gene and/or stability of the 

RNA transcript. The results also showed that the 3’ conserved element does not act as a transcription 

termination signal and that transcription continues until at least 112 bp past the 3’-part of the mature 

scaRNA2.  

 

DISCUSSION 

 

In vertebrates, sequences encoding scaRNAs are generally located in the introns of their host genes. 

Intronic scaRNAs are produced after the splicing step by processing of the debranched intron (19). 

Here we demonstrated that the 161 bp region located upstream of the mature scaRNA2  bears 

sufficient information for transcription of the SCARNA2 gene. Furthermore, the present study 

established that transcription of the human SCARNA2 gene is governed by three cis-acting elements 

that are evolutionarily conserved, a TATA motif, a Staf Binding Site and a novel previously 

uncharacterized motif. The position of the TATA element suggests that it represents a bona fide 

TATA binding protein (TBP) motif, a key basal cis regulatory element shared by Pol II promoters of 

protein coding genes and a few RNA polymerase III promoters. The CTTAAAAG sequence of the 

TATA element diverges in the 5’-part from the TATAAAAG consensus (35). However, structural 

studies of TBP-DNA complexes concluded that such a nucleotide sequence variability does not impair 

TBP recognition, the protein being able to accommodate C at position 1 and T at position 2 of the 

TATA element (36). Indeed, we showed that nucleotide substitutions in the TATA element had only a 

minor impact (about 10% of the wt level) on transcription efficiency of the SCARNA2 gene. It is 



likely that the function of the TATA element is to ensure correct initiation of transcrition at the 

nucleotide corresponding to the 5’-end of the mature scaRNA2, as in other Pol II transcribed genes 

(37). In the SCARNA2 promoter, substitution in the TATA sequence most likely led to multiple 

transcription start sites as observed with protein coding genes lacking TATA elements (37). 

The second motif that we characterized, called X in this study, does not correspond to any cis-acting 

motif previously identified. It is only conserved in mammalian SCARNA2 promoters but is 

surprisingly absent in Xenopus, pufferfish and zebrafish SCARNA2 genes. This suggests that the X 

element acts in a species specific manner. 

The third identified cis-acting motif is specifically recognized by hStaf/ZNF143 which was found 

associated to the SCARNA2 promoter in vivo. Although the Xenopus Staf was originally identified as 

the transcription activator of the tRNA
Sec

 gene, it also controls expression of snRNA and snRNA-type 

genes transcribed by RNA polymerases II and III (23,24,26). Furthermore, hStaf/ZNF143 has been 

reported so far to regulate transcription of nine protein coding gene (29,32,33). Lastly and more 

surprisingly, a genome-wide analysis led us to recently identify 1175 hStaf/ZNF143 binding sites 

distributed in 938 mammalian protein gene promoters (29). This strongly suggests that hStaf/ZNF143 

is involved in the transcriptional regulation of a very large number of protein coding genes. 

The present work extends the role of hStaf/ZNF143 to the transcription of a scaRNA gene which 

harbors a promoter organization different from that of snRNA and snRNA-type genes. Interestingly, 

the SCA2RNA promoter does not contain the PSE motif which is a key element in the transcription of 

snRNA genes (10). The SCARNA2 gene, as is the case for the telomerase RNA gene (TERC) and 

most likely SCARNA17, carries promoter elements that look like those of protein coding genes. 

However, despite this resemblance, the organization of  the elements is unique within the promoters of 

the SCARNA2, SCARNA17 and TERC genes (38,39). An important question to ask is why the 

scaRNA2 and snRNA genes are transcribed by different promoters. snRNA gene promoters are known 

to be among the most active ones, producing about 2-3.10
6
 transcripts per cell per generation (40). In 

contrast, SCARNA2 may not require a promoter with such a high activity and can thus function with a 

promoter characteristic of protein coding genes. We therefore suggest that the relative difference in the 

activity levels of the promoters is related to the much higher amounts of spliceosomal snRNAs, 



compared to scaRNAs, that are demanded to accomplish mRNA splicing. Another possibility, not 

mutually exclusive with the former, is the following. The vast majority of snRNA genes are 

ubiquitously expressed while, in contrast, most of the mRNA coding gene expression is temporally 

and spatially restricted. Thus, the presence of an mRNA-type promoter in the scaRNA2 gene can offer 

the possibility to also regulate its expression.  

Finally, we showed that transcription of the SCARNA2 gene continues past the 3’-end of the mature 

RNA. This is reminiscent of the transcriptional status of snRNA genes where the snRNA precursors 

are extended for at least 250 nucleotides beyond the 3’-end of the mature RNA (13). Stable pre-

snRNA intermediates bearing a short 3’-end extension are generated by a transcription-linked cleavage 

event that requires the 3’-box (14-16). However, the 3’-conserved element located immediately after 

the region encoding the 3’-part of the mature scaRNA2 is not structurally related to the 3’box of 

snRNA genes. Our work showed that this motif is not an efficient transcription terminator but its 

involvement as a 3’-end processing motif cannot be excluded. This will be addressed in future 

investigations. 
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Figure 1. Detection of promoter activity in the 5’ flanking sequence of the human SCARNA2 gene. 

Schematic representation of the 5’-deleted SCARNA2 constucts fused to a luciferase (Luc) reporter 

and their activities in COS-7 cells. For each construct, the length of the sequence upstream and 

downstream of the +1 is shown to the left and the luciferase activity to the right. Cells were transiently 

transfected with the constructs and assayed for luciferase activity. The firefly luciferase activity was 

normalized to that of the renilla luciferase provided by co-transfection of the control vector. Data for 

each construct was plotted as fold-activation which represents the ratio between the nomalized 

luciferase activity of each reporter construct to that of the empty luciferase vector (pFLASH1). Data 

are presented as the mean +/-S.D. of three separate experiments. 

 



 
  A 
 
    -250 
               h ----------------------CCTGGGCGACACAGCAAGAACGGGTCTCCAAAAAAAAA  
               c -----------------------CTGGGCGACACGGCGAGAACGGGTCTCCAAAAAAAAA  
               d ---GTGTGTTGTGATGAATAAATAACTACAATCTTTAAAGAGAGGGGGGAAAAAAAGACA  
               m CCGGAGGCTGAAGTGGGAAGGATCTTGAGTGGGATACCAGGTTGGATAACTTAGACTTTC  
               r ---GAGCCTGATGCAG-AAGGATCTTGAGTCGGTTACCAGGTTGGGCAACTTAGAATTTC  
                                                       **   **       * *      
    -212 
               h AA-ACCA-----CGATTCTGTAAGGTGGAAATT-A---GTACTGCCTTTTCCTGGGACCT  
               c AACACCA-----CGATTCTGTAAGGTGGAAATT-A---GTACCGCCTTTTCCTGGGACCT  
               d AGCACGATCTTGCGGTCTAGTCTTGCCGGAGTT-GTTTGTCCAAACCTTCCCGGGGACCC  
               m AA-ACAA------AATGCAACAAAACTTGA-----TTTATGGAAATCAATCCTGTGTCCC  
               r AA-ACAA------AACACAACAAAACCTAAGTCCATCTGTGGAAATCAAGCTT-TCTGTC  
                 *  ** *                      *         *          *          
    -162       X 
               h ATGTTCCCC-TCCGAGCCACGCGAGGGCAGCAACGCGCGCACTCTGAGGAACACCCCCTT  
               c ATGTTCCCC-TCCGAGCCACGCGAGGGCAGCAACGCGCGCACTCTGAGGAACACCTCGTT  
               d GGGTTCCCCCTCCGAGCCACGCGAGGGCAGCAGAGCGCAC---CGAGGGCGCACCCGG--  
               m CCGGGACCT--CCGAGCCACTAGGTGGCAGAAGAGAATGC---TTTGGATAAACAAGGTA  
               r CTGGGACCT--CCCAGCCACAGGGTGGCAGAAGAGAACAC---TCTGGCTAAACAAGGTG  
                   *   **   ** ******  *  ***** *  *    *       *    **       
    -103      Y      SBS 
               h CCTCAGGACTCGTCCGCCTGTGCTCGGTGGTTTCTCCCAGAATCCTCCAAGGCGCGGGAG  
               c CCTCAGGACTCGTCCGCCTGTGCTCGGTGGTTTCTCCCAGAATCCTCCAAGGCGCGGGAG  
               d -CCGAGGGCGT-------TGCGCTCAGTGGCTCCTCCCAGAATCCTCCCGG---------  
               m TGCGGAAGCCG---CCTGATCGCTCTGTGGTTCCTCCCAGAATCCTTTGAGGCA------  
               r TACGGAAACCG---CCTGACTACTCTGTGGTTCCTCCCAGAATCCTTTGAGACA------  
                         *             *** **** * *************    *           
    -43     TATA element         +1 
               h GGGGCGGAGAGCTTAAAAGTCGCGGGGGGAGCGGACTTCCGCTGTTTTAGGGAGGGAGAG  
               c GGGGCGGAGGGCTTAAAAGCCGCGGGGGGAGCGGACTTCCGCTGTTTTAGGGAGGGTGAG  
               d ---GCGGAGGCCTTTAAAA----GGGGGGTGCCGACTTCCGGCCCTTCCCGGAGGGAGAG  
               m -AGACCGAGTGTTTAAAAG------AGGGTGCCCCAGCCACTTCCTCGCGAGTGGGAGTG  
               r -AGACCGAGTGTTTAAAAG------AGGGTGCAACTGCCCTTTCCTCGCGAGTGGGAGCG  
                     * ***   ** ***        *** **      *      *     * *** * * 
     
 
 
 
 

  B    SBS       -70 CTCCCAGAATCCTCCAAG -53 
        SBS cons.1     TACCCATAATGCATYGCG  
        SBS cons.2     YWCCCRNMATSCMYYRCR  
         ************ *** * 
 
 
 
 

Figure 2. Comparison of the promoter sequences of the human (h), chimpanzee (c), dog (d), mouse (m) 

and rat (r) SCARNA2 genes. (A) Sequences covering the -250/+17 human region and its orthologs 

were aligned with ClustalW. Asterisks represent identical nucleotides. The numbering is relative to the 

first nucleotide of the mature transcript (+1). The putative transcription factor binding sites, cis 

elements and transcription start site are highlighted in gray. (B) Alignment of the SBS sequence of the 

SCARNA2 promoter with the consensus SBS determined by binding site selection at highly (SBS 

cons.1) (31) or moderately stringent selection conditions (SBS cons.2) (24). Y, W, R, N, M and S stand 

for T/C, A/T, A/G, any nucleotide, A/C, and G/C, respectively. Identical nucleotides are indicated by 

asterisks. 



 

 

 

 

 

 

  

 

Figure 3. Identification of an hStaf/ZNF143 transcription factor binding site in the human SCARNA2 

promoter. Gel retardation assays with 
32

P-labeled promoter fragments encompassing positions -

88/+145 of the SCARNA2 promoter and containing the wild-type SBS sequence (wt probe, lanes 1-6), 

mutant SBS (SBSsub probe, lanes 7,8). In the SBSsub probe, the -70 CTCCCA-65 sequence was 

replaced by GATATC. Probes were incubated in the absence (lanes 1 and 7) or presence of 

hStaf/ZNF143 (2.5 µl of programmed reticulocyte lysate in lanes 2, 4, 5 and 8; 5µl in lane 3). 

Reactions in lanes 4 and 5 were performed in the presence of a 1000-fold molar excess of unlabeled 

specific competitor (wt SBS) and unspecific competitor (unspe). Reaction in lane 6 was performed in 

the presence of 5 µl of unprogrammed reticulocyte lysate. Lanes 1-6 and 7-8 are from separate 

experiments.  



 

 

 

 

         

 

Figure 4. Immunoprecipitation of the SCARNA2 promoter from HeLa cells. Formaldehyde cross-

linked chromatin was prepared from HeLa cells and immunoprecipitated with hStaf/ZNF143 antibody. 

DNA fragments recovered from input chromatin, or ChIP assays with anti-hStaf/ZNF143 or control 

experiment without antibody, were analyzed by semi-quantitative PCR with specific primer pairs in 

the presence of (
32

P) dCTP. Lanes 1,2 and 3,4: serial dilutions of DNA immunoprecipitated with 

anti-hStaf/ZNF143 or no antibody, respectively. Lanes 5-7: serial dilutions of input material to 

demonstrate that the assays were within the linear range of PCR amplification. Lane 8 (C, PCR 

control): PCR lacking DNA template. (A) PCR was performed with specific primer pairs for the 

human SCARNA2 promoter or (B) for the tRNA
Sec

 promoter acting as the positive control. (C) 

Negative control with the PP1 primer pair targeting a region located upstream of the tRNA
Sec

 gene and 

lacking SBS. 



 

 

 

Figure 5. Functional analysis of the elements in the human SCARNA2 promoter. (A) Schematic 

representation of the SCARNA2 promoter. The four putative promoter elements that are cross-species 

conserved are boxed. (B) Sequences of the wild-type and mutant X, Y, SBS, and TATA elements of 

SCARNA2 promoter. Mutations are highlighted in gray. (C) Contribution of the X, Y, SBS, and 

TATA elements to SCARNA2 promoter activity. Left panel: schematic representation of the 

SCARNA2 promoter-luciferase (Luc) constructs substituted in the X, Y, SBS, and TATA elements. 

Open and solid boxes represent wild-type and mutant elements, respectively. Right panel: COS-7 cells 

were transfected with the reporter constructs and the luciferase activity was normalized to that of the 

renilla lucifease obtained from the co-transfected control vector. The normalized luciferase activity of 

the wild-type construct -250/+145 was arbitrarily set as 100%. Data are presented as the mean +/-S.D. 

of three separate experiments. 

 



 

Figure 6. Transcription termination of the SCARNA2 gene occurs at least 112 nucleotides 

downstream of the region encoding the 3’ end of the mature scaRNA2. (A) Alignment of about 30 bp 

upstream and downstream of the region encoding the 3’-end of the scaRNA2 (t). Asterisks represent 

identical nucleotides. The putative 3’-element is highlighted in gray. (B) Schematic representation of 

the structures of the wt SCARNA2, miniSCARNA2 and miniSCARNA2 3’ genes used in the assays. 

The different elements are boxed and the location of P1 to P3 primers used in PCR is indicated. The 

numbering is relative to the transcription start site (+1). (C) COS-7 cells were either not transfected 

(NT) or transfected with the constructs indicated above the lanes in the presence of the 5S RNA 

maxigene. After RNA extraction, the scaRNA2, 5S maxi and U3 snoRNA contents were analyzed by 

RT-PCR. RT+ (lanes 1-3, 7-9, 13-15 and 19-21) and RT- (lanes 4-6, 10-12, 16-18 and 22-24) assays 

were performed in the presence and absence of reverse transcriptase, respectively. Lanes 1-3, 4-6, 7-9, 

10-12, 13-15, 16-18, 19-21 and 22-24: PCR assays performed as indicated with decreasing amounts of 

DNA templates. 5S maxi and U3 snoRNA indicate PCR performed with PCR primer pairs for 

amplifying the reverse transcription products of the 5S maxi RNA and U3 snoRNA, respectively. 

P1P2 and P1P3: PCR primer pairs for amplification of the reverse transcription products of scaRNA2. 

Lane 25 (C, PCR control): PCR lacking DNA template. 
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3. Discussion 

 

Chez les vertébrés, les gènes codant les ARNsca sont généralement localisés dans les introns 

de gènes d’ARNm. Après épissage du pré-ARNm, les ARNsca sont libérés par l’étape de 

débranchement de l’intron et sont maturés par des exonucléases (Bachellerie et al., 2002). 

Dans notre étude, nous avons montré que la transcription du gène SCARNA2 est assurée par 

une région minimale de 161 pb située en amont de ce gène. Ceci révèle pour la première fois 

qu’un ARNsca peut être produit à partir d’une unité transcriptionnelle indépendante. Nous 

avons également démontré que la transcription du gène SCARNA2 est dépendante de trois 

éléments conservés chez l’homme, le chimpanzé, le chien, la souris et le rat : un élément 

TATA, un site de liaison de Staf et un nouveau motif, nommé X, ne correspondant à aucun 

site connu de liaison de facteurs de transcription. Les éléments TATA et SBS sont également 

présents dans les promoteurs orthologues chez le xénope et le poisson zèbre et le fugu. 

 

La position de l’élément TATA par rapport au TSS suggère que cet élément correspond à une 

boîte TATA, élément promoteur présent dans de nombreuses régions promotrices de gènes de 

protéines transcrits par la Pol II et de gènes d’ARNsn et de type ARNsn transcrits par la Pol 

III. La séquence CTTAAAAG de cet élément identifié dans la région promotrice du gène 

SCARNA2 est divergente en 5’ par rapport à la séquence consensus de la boîte TATA 

(TATAWAAR) (Smale et Kadonaga, 2003). Cependant, plusieurs études ont montré qu’une 

grande variété de séquences riches en nucléotides A et T pouvait fonctionner in vivo et que la 

reconnaissance et la fixation de TBP sur la boîte TATA autorisaient un C et T respectivement 

en position 1 et 2 de cet élément (Singer et al., 1990; Patikoglou et al., 1999). La substitution 

de cet élément au sein de la région promotrice du gène SCARNA2 entraîne une légère 

diminution de l’efficacité de transcription. Il est probable que cet élément TATA permette 

l’initiation précise de la transcription au nucléotide correspondant à l’extrémité 5’ de 

l’ARNsca2 mature comme cela a été observé pour les gènes de protéines transcrits par la Pol 

II (Sandelin et al., 2007). Il a été observé que l’initiation de la transcription se réalise au 

niveau de sites multiples lorsque les promoteurs de gènes de protéines sont dépourvus de 

boîte TATA (Sandelin et al., 2007). Ainsi, il se peut qu’une population d’ARNsca2 

hétérogène au niveau de l’extrémité 5’ soit synthétisée suite à la substitution de l’élément 

TATA réalisée dans le promoteur du gène SCARNA2.  
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Un motif de 24 pb, nommé X, associé à aucun facteur de transcription connu, a également été 

observé en comparant les régions promotrices du gène SCARNA2 orthologues chez l’homme, 

le chimpanzé, le chien, la souris et le rat. Ce motif X n’est pas présent dans le promoteur du 

gène SCARNA2 chez le xénope, le poisson zèbre et le fugu. Ceci suggère que l’utilisation de 

ce motif soit limitée aux mammifères.  

 

Le troisième motif important dans la transcription du gène SCARNA2 est un site de liaison de 

hStaf/ZNF143. Les précédentes études ont montré que hStaf/ZNF143 est essentiel à la 

transcription des gènes d’ARNsn et de type ARNsn par la Pol II et la Pol III (Schuster et al., 

1995; Schaub et al., 1997). Récemment, il a été mis en évidence que hStaf/ZNF143 est 

également impliqué dans la transcription de gènes de protéines chez les mammifères (Kubota 

et al., 2000; Mach et al., 2002; Saur et al., 2002; Barski et al., 2004; Di Leva et al., 2004; 

Grossman et al., 2004; Ishiguchi et al., 2004; Myslinski et al., 2006; Gerard et al., 2007b; 

Myslinski et al., 2007). L’étude du promoteur du gène SCARNA2 permet d’élargir encore le 

spectre de gènes cibles de ce facteur.  

 

Le promoteur du gène SCARNA2 présente une architecture différente de celle des promoteurs 

des gènes d’ARNsn et de type ARNsn. Une des principales différences est l’absence de 

l’élément promoteur PSE caractéristique des promoteurs des gènes d’ARNsn et de type 

ARNsn (Hernandez, 2001). Les promoteurs des gènes d’ARNsn sont connus pour être des 

promoteurs forts produisant environ deux à trois millions de molécules d’ARN par cellule et 

par génération. Dans le cas des ARNsn U, cette quantité est nécessaire pour assurer l’épissage 

des nombreux pré-ARNm dans la cellule. Le gène du SCARNA2 ne nécessite pas un 

promoteur aussi fort. Ainsi, le fait que les gènes d’ARNsn et d’ARNsca soient sous le 

contrôle de promoteurs différents peut être dû aux besoins plus importants de la cellule en 

ARNsn par rapport aux ARNsca.  

 

Pour finir, nous avons montré que la transcription du gène SCARNA2 se poursuit au moins 

112 nts après la position correspondant à l’extrémité 3’ de l’ARNsca2 mature. Ce phénomène 

a déjà été observé dans le cas des gènes des ARNsn pour lesquels les précurseurs des ARNsn 

sont étendus d’au moins 250 nts après l’extrémité 3’ du transcrit mature (Cuello et al., 1999). 

Ces précurseurs sont une première fois maturés pour donner naissance à un précurseur 

intermédiaire présentant une courte extension à l’extrémité 3’. Ce clivage est couplé à la 

transcription et est dépendant de la présence d’une boîte 3’ localisée juste en aval de la région 
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spécifiant l’extrémité 3’ de l’ARNsn mature (Medlin et al., 2003; Uguen et Murphy, 2003; 

Baillat et al., 2005). L’élément conservé situé juste après la position spécifiant l’extrémité 3’ 

de l’ARNsca2 mature ne correspond pas à la boîte 3’ associée aux gènes d’ARNsn. Nos 

travaux ont montré que cet élément n’intervient pas dans la terminaison de la transcription 

mais son implication dans la maturation de l’ARNsca2 ne peut pas être exclue. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 



    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

          conclusion générale 

          et perspectives 

 

 

 

 

 



    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  Conclusion générale et perspectives   

 

 -178-

Conclusion générale et perspectives 

 

Les précédents travaux du laboratoire ainsi que ceux effectués au cours de ma thèse montrent 

que le facteur de transcription hStaf/ZNF143 régule l’activité de gènes impliqués dans des 

voies cellulaires diverses via des promoteurs présentant une architecture variée (Figure 27). 

En effet, Staf a été identifié au laboratoire comme l’activateur de la transcription du gène de 

l’ARNt
Sec

 chez le xénope (Schuster et al., 1995). Il est également essentiel à la transcription 

des gènes d’ARNnc transcrits par la Pol II comme les gènes des ARNsn U1-U5 ainsi qu’à la 

transcription d’autres gènes d’ARNnc transcrits par la Pol III comme les gènes de l’ARNsn 

U6 et de l’ARN de la MRP ou du 7SK (Figure 27) (Schuster et al., 1995; Schaub et al., 1997). 

Contrairement à certains gènes d’ARNsno et d’ARNsca localisés dans des introns de gènes 

codant des protéines, les gènes des ARNsno U3, U8 et U13 sont contrôlés par un promoteur 

reconnu par la Pol II et semblable dans son organisation à ceux des gènes des ARNsn U1-U5 

(Tyc et Steitz, 1989; Ach et Weiner, 1991). Lors de mes travaux de thèse, nous avons mis en 

évidence que le gène SCARNA2, codant l’ARNsca2 prédit pour modifier l’ARNsn U2 au 

sein des corps de Cajal, est également transcrit à partir d’une unité transcriptionnelle 

indépendante (Gerard et al., 2007 soumis pour publication). Nous avons montré, par des 

expériences de transfections transitoires, que la région promotrice minimale, d’une taille de 

161 pb, renferme trois éléments régulateurs fonctionnels responsables de la transcription du 

gène SCARNA2. Parmi ces trois éléments, nous avons identifié un site SBS dont l’intégrité 

est essentielle à l’activité de cette région promotrice. Ainsi, le gène SCARNA2 est un 

nouveau gène cible pour le facteur hStaf/ZNF143, l’orthologue humain de Staf (Figure 27).  
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Figure 27 : Représentation schématique des promoteurs des gènes régulés par hStaf/ZNF143 chez les 

vertébrés caractérisés au laboratoire (Schuster et al., 1995; Schaub et al., 1997; Gerard et al., 2007b; 

Gerard et al., 2007a soumis pour publication; Myslinski et al., 2007).  

Les sites de liaison de Staf sont représentés en rouge tandis que les autres éléments comuns aux gènes spécifiant 

les ARNs et les protéines indiqués sont représentés en gris. Les éléments spécifiques à ces gènes sont colorés en 

bleu. Les ARN polymérases responsables de la transcription des différents gènes sont indiquées pour chaque 

promoteur. La région transcrite est représentée par un trait épais. La flèche indique l’unique TSS dans le cas des 

gènes d’ARN et la double flèche indique la région contenant les différents TSS identifiés pour les gènes codant 

les protéines Tfam et BubR1. La numérotation utilisée dans le cas des gènes codant les protéines Tfam et BubR1 

est établie à partir du codon d’initiation de la traduction. Les positions indiquées pour le gène de l’ARNt
Sec

 sont 

celles du gène de Xenopus laevis et celles indiquées pour les gènes de l’ARNsca2 et des protéines Tfam et 

BubR1 sont spécifiques de l’homme.  
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Il a également été observé au laboratoire que Staf était capable d’activer la transcription d’un 

gène rapporteur d’ARNm sous le contrôle d’un promoteur chimère composé de plusieurs sites 

SBS clonés en amont du promoteur de base de la thymidine kinase (Schuster et al., 1995). De 

récentes études, réalisées par d’autres équipes, ont montré que hStaf/ZNF143 pouvait réguler 

la transcription de sept gènes de protéines (Kubota et al., 2000; Mach et al., 2002; Saur et al., 

2002; Barski et al., 2004; Di Leva et al., 2004; Grossman et al., 2004; Ishiguchi et al., 2004). 

Les travaux effectués au cours de ma thèse ont permis de caractériser finement le promoteur 

de deux nouveaux gènes de protéines cibles du facteur de transcription hStaf/ZNF143 (Gerard 

et al., 2007b; Myslinski et al., 2007). Il s’agit du gène TFAM codant le facteur de 

transcription mitochondrial Tfam et du gène BUB1B codant la protéine BubR1 constituant 

majeur du complexe de contrôle mitotique (Figure 27). L’implication du facteur 

hStaf/ZNF143 dans la transcription de ces deux gènes a été analysée par des expériences de 

retard sur gel et d’immunoprécipitation de chromatine ainsi que par des études fonctionnelles 

en transfectant différentes constructions renfermant la région promotrice sauvage ou mutée au 

niveau des sites SBS identifiés. Il existe également d’autres éléments régulateurs conservés 

dans ces deux régions promotrices. Ces éléments sont de nature variable selon le promoteur 

étudié. On peut supposer qu’il existe des facteurs de transcription particuliers impliqués dans 

la régulation de la transcription de gènes cibles de hStaf/ZNF143. L’analyse d’un plus grand 

nombre de promoteurs de gènes de protéines pourrait mettre en évidence un réseau de facteurs 

de transcription agissant en collaboration avec hStaf/ZNF143. 

 

La capacité de hStaf/ZNF143 à activer la transcription de gènes d’ARNm et d’ARNnc est liée 

à la présence de deux domaines fonctionnels distincts au sein de ce facteur. Le domaine 

protéique impliqué dans l’activation de la transcription des gènes d’ARNm est composé de 4 

répétitions d’un motif de 15 acides aminés tandis qu’une région de 18 acides aminés est 

responsable de l’activation de la transcription des gènes d’ARNnc (Schuster et al., 1998). 

hStaf/ZNF143 reconnaît une séquence dégénérée de 18 pb grâce à son domaine de liaison à 

l’ADN constitué de 7 doigts de zinc de type C2H2 (Schaub et al., 1997; Schaub et al., 1999a; 

Schaub et al., 1999b; Schaub et al., 2000).  

 

Le nombre croissant de gènes de protéines régulés par hStaf/ZNF143 nous a amené à nous 

intéresser à l’importance de ce facteur dans la transcription de ce type de gène à l’échelle du 

génome humain. Pour cela, nous avons combiné une approche bioinformatique et une 

approche biochimique qui nous ont permis de mettre en évidence un nombre inattendu de 
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SBS en amont de gènes d’ARNm humains (Myslinski et al., 2006). En utilisant la banque de 

données DBTSS, nous avons identifié 1175 SBS repartis dans 938 promoteurs de gènes de 

protéines chez l’homme et conservés dans les promoteurs des gènes orthologues chez la 

souris, le rat et le chien. 295 des régions promotrices identifiées par l’approche 

bioinformatique ont été recherchées par PCR dans un échantillon d’ADN immunoprécipité 

par des anticorps spécifiques de hStaf/ZNF143. Ces expériences de ChIP-PCR ont permis de 

montrer que hStaf/ZNF143 est lié à 90% des régions analysées. La banque DBTSS contenait 

au moment de cette étude 8793 séquences promotrices humaines. L’extrapolation des résultats 

de cette étude au génome humain laisse supposer qu’il existe 2500 SBS répartis parmi 2000 

promoteurs de gènes de protéines. Ceci suggère que hStaf/ZNF143 est un facteur majeur de la 

transcription chez les mammifères.  

 

La majorité des sites SBS identifiés lors de cette étude est localisée dans une région de 200pb 

en amont du +1. Les régions promotrices identifiées sont principalement localisées dans des 

îlots CpG et ne possèdent pas de boîte TATA. On peut observer que plusieurs SBS peuvent 

être présents au sein d’une même région promotrice. 15% des régions identifiées partagent un 

même SBS et sont organisées selon une orientation divergente. Ceci laisse supposer que 

hStaf/ZNF143 pourrait intervenir dans la régulation de la transcription initiée à partir de 

promoteurs bidirectionnels. Afin de déterminer l’implication de hStaf/ZNF143 dans ce type 

de mécanisme, différentes régions avec des TSS séparés par une distance maximale de 1 kpb 

et renfermant des SBS communs seront clonées dans un vecteur d’expression entre les gènes 

de la luciférase firefly et renilla placés en orientation inverse. La capacité de la région 

promotrice à activer la transcription dans les deux orientation sera analysée par la mesure de 

l’expression des deux luciférases après transfections dans des cellules COS7. Le rôle de 

hStaf/ZNF143 sera déterminé en mutant chacun des sites SBS de ces régions. Ces expériences 

sont en cours de réalisation au laboratoire.  

 

De manière surprenante, nous avons identifié la présence d’une séquence ACTACAN 

localisée juste en amont de l’extrémité 5’ des sites SBS pour environ la moitié des sites 

identifiés par l’approche bioinformatique. Les études réalisées par Xie et al montrent que ce 

motif est fréquemment retrouvé dans les promoteurs de gènes de protéines de quatre 

mammifères (Xie et al., 2005; Xie et al., 2007). La fonction de cette séquence ACTACAN n’a 

pas encore été établie. Il est possible qu’elle permette la fixation d’un facteur de transcription 

non caractérisé à ce jour ou qu’elle participe à une structuration de l’ADN qui favoriserait la 
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liaison optimale de hStaf/ZNF143 sur son site. La fixation d’un facteur particulier sur cette 

séquence pourra être montrée par des expériences de retard sur gel en ajoutant un extrait 

nucléaire à un fragment d’ADN renfermant les deux motifs successivement mutés. Cette 

séquence ACTACAN peut également être uniquement fonctionnelle dans certains tissus ou à 

certains stades du développement. L’identification d’un plus grand nombre de promoteurs 

renfermant un site SBS associé à cette séquence pourra permettre de vérifier cette hypothèse 

en mettant en évidence certains types de gènes spécifiquement associés à cette combinaison 

de motifs.  

 

Il a également été montré que la simple présence de SBS en amont du gène de la luciférase est 

suffisante pour permettre l’expression de ce gène. Ainsi, hStaf/ZNF143 est capable de 

permettre à lui seul le recrutement de la machinerie de transcription. L’identification des 

facteurs interagissant avec hStaf/ZNF143 permettrait de mieux comprendre le mécanisme de 

la transcription des gènes d’ARNm dépendant de hStaf/ZNF143. Pour cela, on peut imaginer 

utiliser un fragment d’ADN biotinylé renfermant une région promotrice contenant des sites 

SBS afin de sélectionner le complexe se fixant à ce promoteur. Un extrait nucléaire sera 

ajouté au fragment d’ADN immobilisé sur des billes couplées à la streptavidine et les 

protéines retenues seront séparées par électrophorèse sur gel. La détermination de la nature 

des protéines pourra être réalisée par spectrométrie de masse ou par western-blot en utilisant 

des anticorps dirigés contre des facteurs généraux de la transcription.  

 

L’analyse bioinformatique a révélé que 938 gènes de protéines contiennent des SBS dans leur 

promoteur. Parmi ces gènes, moins d’un tiers n’avait pas de fonction attribuée lors de notre 

analyse. Le classement des autres gènes en fonction du rôle de la protéine codée montre que 

hStaf/ZNF143 ne semble pas être impliqué spécifiquement dans la transcription d’une classe 

de gènes particuliers. Cependant, on estime qu’il existe environ 25000 gènes de protéines 

dans le génome. L’analyse d’un plus grand nombre de promoteurs de gènes de protéines 

pourrait peut-être mettre en évidence un enrichissement de promoteurs renfermant des SBS en 

amont de gènes dont le produit serait impliqué dans des fonctions particulières.   

 

Notre analyse de la distribution des sites SBS dans le génome humain s’est limitée aux 

régions promotrices de gènes de protéines contenues dans la banque de données DBTSS. 

L’obtention du répertoire complet des sites SBS dans le génome humain permettrait 

d’identifier tous les gènes de protéines et d’ARNnc dont l’expression est sous la dépendance 
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du facteur hStaf/ZNF143. Ceci a été initié dans l’équipe en collaboration avec le Laboratoire 

de Bioinformatique et de Génomique Intégratives de l’IGBMC (Strasbourg) en recherchant 

des SBS dans la dernière version de la séquence du génome humain. Cette recherche 

bioinformatique a été réalisée en utilisant une approche de recherche par profil sur une 

version masquée du génome qui ne contient pas les séquences répétées. La matrice de score 

position spécifique utilisée a été construite à partir des 400 SBS validés expérimentalement 

lors de notre précédente étude (Myslinski et al., 2006). Cette étude a permis de mettre en 

évidence 230 000 SBS potentiels répartis sur les différents chromosomes humains.  

 

Cette analyse bioinformatique se poursuit actuellement afin d’associer les SBS identifiés à des 

gènes de protéines ou d’ARNnc connus et à de nouveaux gènes. La corrélation entre la 

localisation des SBS et les promoteurs de gènes de protéines a déjà été réalisée. La 

cartographie obtenue montre que la répartition des SBS identifiés remplit les caractéristiques 

des sites de liaison de facteurs de transcription avec un enrichissement entre les positions 

-1000 et +100 par rapport au TSS. Comme cela a été observé pour les facteurs de 

transcription p53, cMyc ou Sp1, de nombreux sites SBS sont localisés à des positions non 

canoniques dans des gènes connus notamment dans leur premier intron (Cawley et al., 2004). 

Ces sites pourraient être impliqués dans les mécanismes de transcription sens-antisens 

importants par exemple dans la régulation de l’expression des gènes par ARN interférence.  

 

L’analyse de la conservation des divers SBS identifiés lors de l’étude bioinformatique parmi 

les régions orthologues de plusieurs mammifères permettra de révéler les SBS qui ont de 

fortes probabilités d’être des éléments régulateurs de la transcription de gènes de protéines ou 

d’ARNnc. La fixation de hStaf/ZNF143 au niveau de ces régions pourra être validée 

expérimentalement par une approche de ChIP on chip (présentée dans la partie 2.2.2 de mon 

introduction). Les échantillons d’ADN immunoprécipité par des anticorps dirigés contre 

hStaf/ZNF143 ainsi que par des anticorps pré-immuns seront alors hybridés sur des puces qui 

porteront des oligonucléotides correspondant aux SBS identifiés. L’analyse des signaux 

obtenus indiquera les régions fixant effectivement hStaf/ZNF143 in vivo.  

 

L’approche de ChIP-PET (présentée dans la partie 2.2.2 de mon introduction) en cours 

d’application au laboratoire devrait également permettre de constituer un répertoire global des 

SBS au sein du génome humain. Les parties 5’ et 3’ de l’ADN immunoprécipité par des 

anticorps spécifiques de hStaf/ZNF143 seront associées en une double étiquette spécifique de 
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chaque fragment. Ces étiquettes seront ensuite associées entre elles, clonées puis séquencées. 

L’analyse de données brutes de séquençage au sein du Laboratoire de Bioinformatique et de 

Génomique Intégratives de Strasbourg permettra de replacer les différentes étiquettes sur le 

génome humain et d’identifier les fragments renfermant un SBS.  

 

Les analyses à haut débit du niveau de transcription des génomes de mammifères ont révélé 

un nombre inattendu de transcrits par rapport au nombre de gènes connus (Kapranov et al., 

2002; Okazaki et al., 2002; Bertone et al., 2004; Carninci et al., 2005; Cheng et al., 2005). 

Ceci suggère l’existence de nombreux promoteurs de gènes d’ARNnc à identifier. Pour cela, 

nous pourrons rechercher la présence d’un élément promoteur PSE associé ou non à une boîte 

TATA, éléments promoteurs caractéristiques des gènes d’ARNnc, à proximité des SBS 

identifiés lors de l’analyse bioinformatique et non attribués à un gène de protéines ou 

d’ARNnc. Nous pourrons également mettre en relation la position des SBS et les résultats des 

études de transcriptomique afin de corréler la présence d’un SBS avec la synthèse d’un 

transcrit. 

 

Les travaux effectués au cours de ma thèse montrent que hStaf/ZNF143 régule l’activité de 

gènes impliqués dans des voies cellulaires diverses via des promoteurs présentant une 

architecture variée (Figure 27). Nous avons également identifié un nombre inattendu de sites 

de liaison de ce facteur dans le génome de quatre mammifères. Ceci suggère que 

hStaf/ZNF143 est un facteur majeur dans le mécanisme de transcription des gènes de 

protéines chez les mammifères. On peut penser que ce facteur joue un rôle également 

essentiel dans la transcription d’un grand nombre de gènes d’ARNnc dont les promoteurs ne 

sont pas encore caractérisés à l’heure actuelle. De ce fait, les études à venir se focaliseront 

principalement sur l’identification et la caractérisation des promoteurs de ces gènes d’ARNnc 

dont la transcription est potentiellement sous le contrôle du facteur de transcription 

hStaf/ZNF143.  
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