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Etude du role de TFIID et de ses complexes partiels dans Dinitiation de la transcription

(Study of the role of TFIID and its partial complexes in transcription initiation)

Résume en francgais

L'ARN polymeérase II (ARN pol II) transcrit les génes codant pour les protéines et des ARNs
non codants (Dergai and Hernandez, 2019). Son recrutement au niveau du promoteur nécessite
l'assemblage de facteurs généraux de transcription (GTFs) dans un complexe de pré-initiation (PIC)
(Chen et al., 2021). TFIID est le premier GTF qui se lie au promoteur. Par la suite, d'autres GTFs
s’agregent autour du TFIID et du promoteur permettant le recrutement de ' ARN pol II ce qui finalise la
formation du PIC. TFIID est compos¢ de la protéine de liaison a la boite TATA (TBP) et de 13 différents
facteurs associés a TBP (TAFs) (Patel et al., 2020). TFIID partage certaines sous-unités, comme TAF10,
avec le coactivateur transcriptionnel Spt-Ada-Gen5 Acétyltransférase (SAGA) (Herbst et al., 2021;
Papai et al., 2020).

Le modéle actuel d'assemblage de TFIID a été établi grace a des expériences in vitro telles que des co-
immunofluorescences, des immunoprécipitations ou encore des analyses de complexes reconstitués par
cryo-microscopie et par spectrométrie de masse (Bieniossek et al., 2013a; Gupta et al., 2017; Kamenova
et al., 2019; Soutoglou et al., 2005; Trowitzsch et al., 2015). Dans ce modele, le core-TFIID est d’abord
formé, composé de TAF4-5-6-9-12. Le sous-module TAF2-8-10 rejoint le core-TFIID et brise sa
symétrie axiale pour former un complexe 8-TAFs. Cette rupture de symétrie est importante pour
permettre l'ancrage des derniéres sous-unités (TBP, TAF1 et le sous-module TAF7-11-13). Le complexe
TFIID alors assemblé et est composé de 3 lobes : A, B et C. Ces lobes présentent une certaine mobilité
les uns par rapport aux autres permettant le placement au mieux de TBP sur le promoteur ainsi que le
recrutement des autres GTFs en fonction des caractéristiques du promoteur (Chen et al., 2021; Patel et
al., 2018).

Certains des TAFs ont des paralogues qui peuvent les remplacer dans TFIID en changeant sa
composition finale. Cette variabilité participe a la mise en place d’un programme d’expression génétique
spécifique un type cellulaire. C’est le cas par exemple de TAF4B, qui peut remplacer TAF4 dans TFIID,
mais ne le compense pas totalement car les embryons Taf4” arrétent de se développer vers 9.5jpc
(Langer et al., 2016). En revanche, TAF4B est important pour I’expression de génes nécessaire a
I’ovogenése et la spermatogenése (Falender et al., 2005; Grive et al., 2016). TAF7L, un paralogue de
TAF7, est spécifiquement impliqué dans la spermatogenése et I'adipogenese (Pointud, 2003; Zhou et al.,

2013). Taf712 est un possible autre paralogue de Taf7 mais ce géne n’a pas encore été étudié.

Un autre niveau de variabilité dans la composition de TFIID repose sur l'absence de certains TAFs. Dans
les cellules HeLa et les cellules F9, un complexe TFIID ne contenant pas TAF10 coexiste avec le
complexe canonique (Jacq et al., 1994; Mohan II et al., 2003). Bien que tous les TAFs soient requis pour
la survie et la différenciation cellulaire dans la plupart des cas, dans certains contextes cellulaires, la
perte de TAF7, de TAF8 ou bien de TAF10 n’a pas d’effet (Bardot et al., 2017; Gegonne et al., 2012;



Indra et al., 2005; Voss et al., 2000), suggérant que la présence de complexes TFIID partiels est
suffisante dans certaines situations pour la transcription. Ces découvertes soulévent des questions sur la
composition de ces complexes. De plus, leur role dans I'initiation de la transcription est encore inconnu.
L'objectif de ma thése est de mettre en évidence la composition et la possible fonction de ces complexes

TFIID alternatifs dans 1'initiation de la transcription.

Récemment, chez des embryons de souris mutants 7-Cre ; Taf10”, dans lesquels TAF10 est
conditionnellement perdu dans le mésoderme embryonnaire, nous avons montré que la somitogenése,
un processus hautement régulé sur le plan transcriptionnel n’est pas affecté durant une courte fenétre de
temps. Cependant, la perte de TAF10 empéche l'assemblage de TFIID et de SAGA (Bardot et al., 2017).
Ainsi, pour étudier le role spécifique de TFIID dans ce processus, des embryons mutants 7-Cre ; Taf7"”,
ont été produits. Chez ces mutants, nous avons observé que la somitogenese n'est pas initialement
affectée comme chez les mutants 7-Cre; Tafl0”. De maniére inattendue, leurs phénotypes sont
néanmoins légérement différents. Par exemple, les mutants 7-Cre ; Taf7” se développe plus longtemps
que les mutants 7-Cre ; Taf10”. Les mutants T-Cre ; Taf7” présentent un défaut de développement
cardiovasculaire et la morphogenése de leurs membres antérieurs est initiée. Au contraire, les mutants
T-Cre ; Taf10"/ ne semblent pas présenter de probléme de développement de la zone cardiovasculaire
mais la morphogenése de leurs membres antérieurs n’est pas du tout initiée. Cela pourrait indiquer qu'en
l'absence de TAF7 ou TAF10, des complexes alternatifs ou partiels de TFIID sont soit nouvellement
formés, soit déja présents dans les cellules, et pourraient initier d'une maniére ou d'une autre la

transcription de I'ARN pol II dans ces contextes cellulaires particuliers.

Afin de caractériser les complexes partiels TFIID, j'ai dérivé des lignées de cellules souches
embryonnaires de souris (mESC) dans lesquelles la délétion de Taf7 (lignée cellulaire RT7), de Taf10
(lignée cellulaire RT70) ou des deux (lignée cellulaire R7710) est induite par l’ajout de 4-
hydroxytamoxifene (4-OHT) (Bardot et al., 2017). Apres deux jours de traitement, la déplétion de TAF7
et/ou TAF10 est efficace dans toutes les lignées cellulaires. TAF7 et TAF10 sont essentiels aux mESC,
ces derniéres ne pouvant pas étre maintenues en culture en leur absence. Cependant, a partir du jour 4,
des différences en termes de survie cellulaire et de croissance des colonies apparaissent entre les
différentes lignées cellulaires. Les cellules mutantes R7710 présentent le phénotype le plus sévere, suivi
des cellules mutantes RT70 et enfin des cellules mutantes R77. Il est intéressant de noter que les cellules
mutantes R77 ne présentent pas d'augmentation de l'apoptose contrairement aux autres cellules
mutantes, méme apres 6 jours de traitement. Ceci n'est pas dii a un phénoméne de sauvetage du
phénotype par l'expression ectopique d’un paralogue de Taf7 car ’analyse par RT-qPCR a montré que

ces cellules sauvages ou mutantes n’expriment ni Taf7/ ni Taf712.

Une hypothése qui pourrait expliquer ces différences de phénotypes est que TAF10 est également inclus
dans SAGA et il a été¢ montré que TAF10 est requis pour son assemblage (Bardot et al., 2017). Pour
¢tudier cette question, nous avons muté le géne Supt7/ dans la lignée cellulaire RT7 par CRISPR-Cas9.
SUPT7L est le partenaire spécifique de TAF10 dans SAGA (Herbst et al., 2021; Papai et al., 2020).

Comme attendu, la réalisation d’immunoprécipitation suivi d’analyse par mass spectrométrie a montré
9
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que la perte de SUPT7L empéche l'assemblage de SAGA de maniére similaire a la perte de TAF10. De
plus, il a été récemment publié qu’au sein de mESC Supt7I”, TAF10 ne peut pas étre assemblé dans
SAGA mais uniquement dans TFIID (Fischer et al., 2021). Par conséquence, la perte SUPT7L est un
bon modele permettant d’étudier I'impacte de la perte de SAGA induit par la perte de TAF10 chez les
mESC. La perte de SUPT7L n'a pas d'impact sur la survie des cellules ni sur la croissance des colonies.
De plus, contrairement a la perte de TAF7 et/ou TAF10, la perte de SUPT7L n'empéche pas les cellules
d'étre maintenues en culture. Enfin, la perte supplémentaire de TAF7 dans cette lignée cellulaire R77 ;
Supt7l”" présente le méme phénotype que les mutants R77. Par conséquent, les différences de phénotype
observées entre les mutants R77, RT10 et RT710 ne peuvent pas étre expliquées par la perte de SAGA
induite par la perte de TAF10.

Une autre hypothese pour expliquer ces différences de phénotypes est que la perte de TAF7 ou TAF10
n'altére pas l'assemblage du TFIID aux mémes étapes. En particulier, TAF10 joue un réle important
dans la transition entre le core-TFIID et les étapes ultérieures de 1'assemblage au cours desquelles TAF7
est recruté (Bieniossek et al., 2013). Il a déja ét€é montré qu’en absence de TAF7, un complexe TFIID
presque complet peut étre formé dans lequel seul TAF7 est absent (Gegonne et al., 2012). Ce dernier
pourrait initier la transcription. En absence de TAF10, il est possible que seul le core-TFIID puisse étre
formé et ne puisse pas initier la transcription. Pour répondre a ces questions, différentes expériences
d’immunoprécipitations de TAF12 suivies d’analyse par spectrométrie de masse a différents jours de
traitement ont été réalisées. J'ai confirmé qu’en 1'absence de TAF7, un TFIID dépourvu de TAF7 est
formé (TAF7-less TFIID), ce qui corresponds aux données publiées dans Gegonne et al., 2012. J’ai
¢galement montré qu'en l'absence de TAF10 le core-TFIID est formé sur lequel s’assemble au moins
TAF1, nommé ci-aprés 7-TAFs, indiquant que des sous-unités de TFIID peuvent s’assembler au core-
TFIID non réarrangé par TAF2-8-10. A noter que la perte quasi-totale de TFIID pour ces complexes
partiels se fait a partir de trois jours de traitement, soit juste avant ’apparition des différences de
phénotypes entre les différentes lignées cellulaires mutantes. Ensuite, j'ai montré par des
immunoprécipitations de TBP suivies d’analyse par spectrométrie de masse que le TAF7-less TFIID
peut recruter TBP, encore en accord avec I’é¢tude de Gegonne et al., 2012. Ces résultats ont été confirmés
par l’analyse de fractions obtenues par chromatographie d’exclusion de taille. TBP joue un rdle
important dans I’initiation permettant de modifier la topologie de I’ADN et interagissant avec les autres
GTFs (Chen et al., 2021). Nous aimerions par conséquence savoir si TBP peut étre chargé sur le
promoteur en absence de TAF7 comme il devrait I'étre en conditions contrdles. Pour cela, des
expériences d’ immunoprécipitation de la chromatine via TBP suivie d'un séquencage (TBP ChlP-seq)

seront réalisées prochainement.

Puisque la perte de TAF10 a un effet plus dramatique sur l'assemblage de TFIID que la perte de TAF7,
nous proposons que la perte de TAF10 a plus d'impact sur la transcription que la perte de TAF7. Ceci
pourrait expliquer les différences de phénotypes observés entre les mutants. Dans cette optique, nous
avons d'abord voulu examiner le niveau global de transcription lorsque le TFIID canonique a presque
complétement disparu. L'analyse par immunofluorescence des niveaux de phosphorylation de I’ARN

pol II, RPB175% RPB175*®  indiquant I'état d’activité transcriptionnelle de I'ARN pol II, ainsi que

il



I’analyse de I’intégration du 5-éthynyl uridine (EU) aprés une courte exposition, indiquant le niveau de
synthése active des ARNs naissants, ont montré que I'ARN pol II transcrit toujours a un niveau normal
alors que la quasi-totalité des complexes TFIID sont absents, que ce soit en présence du Taf7-less TFIID
ou du 7-TAFs. Pour avoir une vision plus précise du transcriptome naissant dans ces contextes
particuliers, nous avons réalisé un séquencage transitoire du transcriptome (77-seq (Schwalb et al.,

2016)) qui est en cours d’analyse.

En conclusion, ma thése vise a mieux comprendre si les complexes TFIID partiels qui different
du complexe TFIID peuvent initier la transcription, et si oui, est-ce important dans la mise en place ou
au maintien d'un programme d'expression génique particulier. Mes résultats montrent que le complexe
TFIID canonique est requis a la fois pendant le développement embryonnaire et pour le maintien en
culture des mESC. Cependant, lorsque 1’assemblage de TFIID est affecté, la sévérité du phénotype
observé dépend a la fois du contexte cellulaire et des complexes TFIID partiels résultants. Dans le cas
des mESC, le complexe TAF7-less TFIID semble €tre plus apte a compenser la perte de TFIID que le
core-TFIID.

Il est important de garder a 'esprit que les mESC expriment également TBPL1, un paralogue de TBP
impliqué dans la transcription de ' ARN pol II indépendamment de TFIID. TBPL1 initie la transcription
principalement a partir de promoteurs ne contenant pas de boite TATA et avec la collaboration de TFIIA
(Martianov et al., 2016 ; Ohbayashi et al., 2003). Cependant, mes données ont montré que TBPL1 n'est
pas associ¢ ni avec TFIIA ni avec TFIID dans les mESC. L'importance de TBPL1 dans la transcription
de I'ARN pol II reste a étudier plus précisément.

Bien qu’un phénotype cellulaire soit visible apres la perte presque totale de TFIID, ceci n'affecte ni le
niveau de phosphorylation de ' ARN polymérase II ni le taux de transcription active. Ainsi, dans les
premiers instants de la perte de TFIID, la transcription n’est pas complétement abrogée mais pourrait
donc étre perturbée qu’aux niveaux de certains génes particuliers et/ou a des étapes particulieres de
I’initiation de la transcription. L'analyse des résultats de 7TBP ChlP-seq, TT-seq permettra de mieux
comprendre l'importance de TFIID dans I’initiation de la transcription et comment les complexes TFIID
partiels peuvent ou non maintenir cette activité. Des analyses par CAGE (Cap analysis of gene
expression (Shiraki et al., 2003)) permettant de connaitre le site de départ de la transcription
(Transcription Start Site, TSS) a I’échelle de transcriptome entier seront aussi réalisées. Ceci permettra
de savoir si, dans ces différentes lignées cellulaires mutantes, la transcription est initiée aux endroits
appropriés et par conséquence de savoir si le role fondamental de TFIID n’est pas dans I’initiation de la

transcription, mais plus spécifiquement dans le fait de I’initier aux bons endroits.
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Summary in English

The RNA polymerase II (RNA pol II) transcribes protein-coding genes and some non-coding
RNAs (Dergai and Hernandez, 2019). Its recruitment to the promoter requires the assembly of general
transcription factors (GTFs) in a preinitiation complex (PIC) (Chen et al., 2021). TFIID is the first GTF
to bind the promoter. Subsequently, other GTFs as well as the RNA pol II are recruited around the TFIID
which finalizes the transcription initiation step. TFIID is composed of the TATA-binding protein (TBP)
and 13 different TBP-associated factors (TAFs) (Patel et al., 2020), some of which are shared with other
complexes, such as TAF10 also present in the Spt-Ada-Gen5 Acetyltransferase (SAGA) transcriptional
coactivator (Herbst et al., 2021; Papai et al., 2020).

The current model of TFIID assembly has been established through in vitro experiments such as co-
immunofluorescence, immunoprecipitation and cryo-microscopy/mass spectrometry analysis of
reconstituted complexes (Bieniossek et al., 2013b; Gupta et al., 2017; Kamenova et al., 2019; Soutoglou
et al., 2005; Trowitzsch et al., 2015). In this model, the core-TFIID is first formed, consisting of TAF4-
5-6-9-12. The TAF2-8-10 sub-module joins the core-TFIID and breaks its axial symmetry to form an
8TAFs complex. This symmetry breaking is important to allow the anchoring of the last subunits (TBP,
TAF1 and the TAF7-11-13 sub-module). The assembled TFIID complex is composed of 3 lobes: A, B
and C. These lobes have a certain degree of mobility in relation to each other, allowing for the optimal
placement of TBP on the promoter as well as the recruitment of other GTFs according to the

characteristics of the promoter (Chen et al., 2021; Patel et al., 2018).

Some of the TAFs have paralogs that can replace them in TFIID by changing its final composition. This
variability would participate in the establishment of a cell type specific gene expression program. For
instance, this is the case of TAF4B, which can replace TAF4 in TFIID, but does not fully compensate
for it because Taf4"~ embryos stop developing at around E9.5 (Langer et al., 2016). In contrast, TAF4B
is important for the expression of genes required for oogenesis and spermatogenesis (Falender et al.,
2005; Grive et al., 2016). TAF7L, a paralogue of TAF7, is specifically involved in spermatogenesis and
adipogenesis (Pointud, 2003; Zhou et al., 2013) but its integration into TFIID composition has to be
confirmed. Taf712 is another possible paralogue of Taf7 but this gene has not yet been studied.

Another level of variability in TFIID composition is based on the absence of some TAFs. In HeLa cell
and F9 cells, a TFIID complex that does not contain TAF10 coexists with the canonical one (Jacq et al.,
1994; Mohan Il et al., 2003). Although all TAFs are required for cell survival and differentiation in most
cases, in some cellular contexts the loss of TAF7, TAF8 or TAF10 has no effect (Bardot et al., 2017,
Gegonne et al., 2012; Indra et al., 2005) suggesting that the presence of partial TFIID complexes is
sufficient in some situations for transcription. These discoveries raise questions about the composition

of these complexes. Moreover, their role in transcription initiation is still unknown. The goal of my PhD



is to highlight the composition and potential function of these partial TFIID complexes in transcription
initiation.

Recently, in 7-Cre; Taf10" mutant mouse embryos, in which TAF10 is conditionally lost in the
embryonic mesoderm, we have shown that somitogenesis, a highly transcriptionally regulated process,
is not affected during a short time window. However, the loss of TAF10 prevents the assembly of both
TFIID and SAGA (Bardot et al., 2017). Thus, to study the specific role of TFIID in this process, I
generated T-Cre; Taf7” mutant embryos in which the TFIID-specific subunit TAF7 is depleted in a
similar manner. In these mutants we observed that somitogenesis is not affected during a time window
as for T-Cre; Taf10"” mutants. Unexpectedly, their phenotypes are slightly different. For instance, the 7-
Cre; Taf7” mutants live longer than the Taf10 mutants. The T-Cre; Taf7” mutants show a defect in
cardiovascular development and the morphogenesis of their forelimbs is initiated. In contrast, the 7-
Cre; Taf10” mutants do not appear to have a problem with the development of the cardiovascular zone

but the morphogenesis of their forelimbs is not initiated at all.

In order to characterize TFIID partial complexes, I derived mouse embryonic stem cell (mESC) lines in
which the deletion of Taf7 (RT7 cell line), Taf10 (RT10 cell line) or both (R7710 cell line) is induced by
4-hydroxytamoxifen (4-OHT) (Bardot et al., 2017). After two days of treatment, the depletion of either
TAF7 and/or TAF10 is efficient in all the cell lines. TAF7 and TAF10 are essential for mESCs since
they cannot be maintained in culture in their absence. From day 4, differences in term of cell survival
and colony growth appear between the different cell lines. The R7710 mutant presents the most severe
phenotype, followed by the R770 mutant and finally the R77 mutant. Interestingly, the R77 mutant does
not show an increase in apoptosis unlike the other mutants, even after 6 days of treatment. This is not
due to phenotype rescue by ectopic expression of a TAF7 paralogue since RT-qPCR analysis showed
that neither 7af7!/ nor Taf712 are expressed in these wild type or mutant cells.

One hypothesis that could explain these differences of phenotypes is that TAF10 is also is required for
SAGA assembly (Bardot et al., 2017). To study this question, we deleted Supt7/ gene in RT7 cell line
by CRISPR-Cas9. SUPT7L is the SAGA-specific partner of TAF10 (Herbst et al., 2021; Papai et al.,
2020). As expected, the realization of immunoprecipitation followed by mass spectrometry analysis
showed that the loss of SUPT7L prevents the assembly of SAGA in a similar way as the loss of TAF10.
Furthermore, it has recently been published that within mESC Supt7]-/-, TAF10 cannot be assembled
into SAGA but only into TFIID (Fischer et al., 2021). Therefore, SUPT7L loss is a good model to study
the impact of SAGA loss induced by TAF10 loss in mESCs. The loss of SUPT7L does not impact either
the cell survival nor the colony growth. Moreover, unlike the loss of TAF7 and/or TAF10, Supt7l"
mESC can be maintained in culture. Finally, the additional depletion of TAF7 in this RT7; Supt7I" cell
line shows the same phenotype as R77 mutants. Therefore, the differences of phenotype observed

between RT7, RT10 et RT710 cannot be explained by the loss of SAGA induced by TAF10 loss.

Vi



Another hypothesis to explain these differences in phenotypes is that the loss of TAF7 or TAF10 does
not impair TFIID assembly at the same step. In particular, TAF10 plays an important role in the
transition from the core-TFIID to the later assembly steps in which TAF7 is recruited (Bieniossek et al.,
2013). It has already been shown that in the absence of TAF7, a nearly complete TFIID complex can be
formed in which only TAF7 is absent (Gegonne et al., 2012). The latter could initiate transcription. In
the absence of TAF10, it is possible that only the core-TFIID can be formed and cannot initiate
transcription. To answer these questions, different experiments of TAF12 immunoprecipitation followed
by mass spectrometry analysis at different days of treatment were performed. I confirmed that in the
absence of TAF7, a TAF7-less TFIID is formed. I also showed that in the absence of TAF10 the core-
TFIID is formed on which at least TAF1 assembles, hereafter referred to as 7-TAFs, indicating that
subunits of TFIID can assemble to the core-TFIID not rearranged by TAF2-8-10. Note that the almost
complete loss of TFIID for these partial complexes occurs after three days of treatment, i.e. just before
the appearance of phenotype differences between the different mutant cell lines. Then, I showed by TBP
immunoprecipitation followed by mass spectrometry analysis that TAF7-less TFIID can recruit TBP, in
agreement with the study of Gegonne et al., 2012. These results were confirmed by analysis of fractions
obtained by gel filtration. TBP plays an important role in initiation by modifying DNA topology and by
interacting with other GTFs (Chen et al., 2021). We would therefore like to know if TBP can be loaded
onto the promoter in the absence of TAF7 as it should be under control conditions. For this purpose,
chromatin immunoprecipitation experiments via TBP followed by sequencing (TBP ChIP-seq) will be

performed in the near future.

Since the loss of TAF10 has a more dramatic effect on TFIID assembly than the loss of TAF7, we
hypothesis that the loss of TAF10 impact more the transcription than the loss of TAF7. This could also
explain the differences in phenotypes observed between the mutants. With that in mind, we first wanted
to look at the global level of transcription in almost complete absence of canonical TFIID. Analysis of
the phosphorylation levels of RNA pol II, RPB175%2, RPB17%® which indicate the state of RNA pol II
transcription, as well as analysis of the integration of 5-ethynyl uridine (EU) after a short exposure,
indicating the level of RNA synthesis, showed that RNA polymerase II still transcribes at a normal level
in almost complete absence of canonical TFIID, whether in the presence of TAF7-less TFIID or 7-TAFs.
To have a more precise view of the nascent transcriptome in these particular contexts, we did a transient

transcriptome sequencing (TT-seq (Schwalb et al., 2016)) which is currently being analyzed.

In conclusion, my thesis aims to better understand whether TFIID partial complexes that differ
from the TFIID complex can initiate transcription, and if so, if this is important in setting up a particular
gene expression program. My results show that the canonical TFIID complex is required both during
embryonic development and in mESC maintenance. However, when TFIID assembly is affected, the

severity of the phenotypes depends on both the cellular context and the resulting partial TFIID

vil



complexes. In the case of mESC, the TAF7-less TFIID complex appears to be more able to compensate

for the loss of TFIID than the 7-TAFs.

The compensation achieved seems to be more fine-grained than just maintaining the overall level of
transcription. Indeed, although a cellular phenotype is visible after almost total loss of TFIID, this does
not affect the level of RNA polymerase II phosphorylation or the transcription rate. Analysis of the
results of TBP ChIP-seq, TT-seq and SLIC-CAGE will provide a better understanding of the importance
of TFIID and how TFIID partial complex may or may not maintain this activity.

It is important to keep in mind that mESCs also express TBPL1, a paralogue of TBP involved in TFIID-
independent RNA pol II transcription. TBPL1 initiates transcription primarily from promoters lacking
a TATA box and with the collaboration of TFIIA (Martianov et al., 2016; Ohbayashi et al., 2003).
However, my preliminary results from gel filtration analysis showed that TBPLI is not associated with
either TFIIA or TFIID in mESCs. The importance of TBPL1 in RNA pol II transcription remains to be

further investigated.

Finally, although a cellular phenotype is visible after almost complete loss of TFIID, this does not affect
the level of phosphorylation of RNA polymerase II or the level of active transcription. Thus, in the early
stages of TFIID loss, transcription is not completely abrogated but may only be disrupted at the levels
of particular genes and/or at particular stages of transcription initiation. Analysis of the TBP ChIP-seq,
TT-seq data will provide a better understanding of the importance of TFIID in transcription initiation
and how partial TFIID complexes may or may not maintain this activity. Cap Analysis of Gene
Expression (CAGE) (Shiraki et al., 2003) will also be performed to determine the transcription start site
at the level of the whole transcriptome. This will reveal whether, in these different mutant cell lines,
transcription is initiated at the appropriate sites, and therefore whether the fundamental role of TFIID is

not to initiate transcription but to initiate it specifically at the right site.
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Introduction
L’ADN contient l'information génétique

I. L’ADN contient I’information génétique : description générale de

sa composition, de sa structure et de son organisation

L'acide désoxyribonucléique (ADN) contient l'information génétique, c’est-a-dire 'ensemble des
instructions nécessaires a la croissance d'un organisme, a sa réaction face aux signaux provenant de
l'environnement et a sa reproduction. Dans ce chapitre, nous détaillerons la composition biochimique,

la structure et 'architecture de 'ADN.

1. L'ADN est un duplex de polymeres nucléotidiques formant une double
hélice.
i. Un acide nucléique est un polymere de nucléotide.

Deux types d’acide nucléique coexistent dans la cellule, les ADN (acide désoxyribonucléique) et
les ARN (acide ribonucléique). Ils sont tous les deux constitués de nucléotides contenant un groupement
phosphate, un pentose et une base azotée (Figure 1A). Néanmoins, ’ADN est composé¢ de
désoxyribonucléotides dont le pentose est un désoxyribose alors que I’ARN est composé de
ribonucléotides dont le pentose est un ribose (Figure 1B). De plus, ces deux acides nucléiques se
différencient par leur composition en bases azotées. Bien que 1’adénine (A), la guanine (G) et la cytosine
(C) sont retrouvées au niveau de I’ADN et de I’ARN, la thymine (T) est spécifique de ’ADN et I’uracile
(U) de ’ARN (Figure 1C).

A B
Nucléotide Base azotée
Phosphate Purpe g
4 Adenine (A) Guanine (G) ‘
‘ NH, “3‘
Base azotée | c® o 7 L o%s us |
PR S N
N C HN [
| l| I \CBH \ | >Cs“ |
c (o
H%%N/C\ﬁ H/N/z‘\%N/Al N |
‘ 3 5 3 9 )
Sucre pentose - - - - - - - - - - - =
C Pyrimidine
/ - - - - - - - - - ™
Sucre pentose Cytosine (C) Thymine (T) Uracile (U) |
i i or i i
\
CHy o H CH, o H ‘e 5 _ CH, _
N P | N o HN/:Cl\é/ HN/E\E,'H
c H c1 c H Cc1 a‘ H 3 3 ‘
SINL | CINL | | ! i J I | I
Haf~ 2| H Haf o P AN A L N
OH OH oH H \ H o i o 1
1
Ribose Désoxyribose <

Figure 1 : Schéma du nucléotide : brique élémentaire des acides nucléiques. A) Le nucléotide est composé d'un groupe
phosphate, d'un sucre pentose et d’une base azotée. B) Schéma des différentes bases azotées. C) Schéma des formes riboses et
désoxyriboses du sucre pentose. Adapté a partir de Human Molecular Genetics — 4th edition.
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Les nucléotides présent au sein de I’ADN ou de I’ARN peuvent étre modifiés par 1’ajout de nouveaux
groupements chimiques au niveau des bases azotées ou des pentoses (Roundtree et al., 2017). Les
modifications des nucléotides au sein des ARNs sont bien plus diversifiées que ceux présents au niveau
de I’ADN. Parmi les modifications connues au sein de I’ADN, il existe la méthylation des C en 5-
méthylcytosines (SmC) et des A en N6— méthyladénines (6mA). Les SmC peuvent par la suite étre
oxydées en 5-hydroximéthycytosines, 5-formylcytosines et S-carboxylcytosines (Wu and Zhang, 2017).
Récemment, il a été¢ aussi montré que les 6mA peuvent étre oxydées en N6— hydroxyméthyladénines

(Xiong et al., 2019) (Figure 2).

Cytosine (C) 5-méthylcytosine (5mC) 5-hydroxyméthylcytosine (5hmC) 5-formylcytosine (5foC) 5-carboxycytosine (5caC)
NH, NH, NH, NH, 0 NH,, 0
“c ‘e / o ‘c /\ ‘e )K “c )K
5 5 5 5 5
N NE ch NE cH OH NE cH H NE e OH
3 3 3 3 3
I o ol ol
c CH c CH c CH c c
0/2\,\,/6 o/z\N/G /2\N/6 /2\,\,/6 /2\[\,/6
H H H H H
1 1 1 1 1
Adénine (A) N6-méthyladénine (6mA) N6-hydroxyméthyladénine (hm6A)
/ o / CH\
NH; NH NH OH
6 ‘ 6 ‘ 6
cl s 7 [ 7 [ 7
=N\, N = N2 N = N2 N
1N ¢ N 1N ¢ N 1N ¢ N
o e T e e
HC C HC C HC C
2§N/4\N 2§N/4\u 2§N/4\”
3

3 9 3 9

)
Figure 2 : Schéma de quelques nucléotides modifiés. Adapté a partir de Human Molecular Genetics — 4th edition et de Xiong
etal., 2019.

Au sein des ARNs et des ADNSs, les nucléotides sont liés les uns aux autres par des liaisons 3°-5’-
phosphodiester (Figure 3A). Le squelette carboné correspond a I’ensemble des pentoses reliés par leur
liaison 3’-5’-phosphodiester. L’extrémité 5’ d’un acide nucléique correspond a I’extrémité du polymeére
ou le phosphate présent en C’5 du sucre pentose est libre. L’extrémité 3’ correspond a I’extrémité du

polymeére ou le groupement alcool présent en C’3 est libre (Figure 3A).

ii. L’ADN est organisé sous la forme d’'une double hélice

L'ADN se présente sous la forme d'un duplex de chaines polydésoxyribonucléotidiques, appelées
« brin ». Ces brins sont appariés entre eux par des liaisons hydrogénes selon le modele de I'appariement
des bases mis en évidence par Watson et Crick (Waston and Crick, 1953). Les paires A-T forment 2

liaisons hydrogénes alors que les paires G-C forment 3 liaisons hydrogeénes (Figure 3B).
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Figure 3 : L’ADN est un polymeére de nucléotides pouvant s ‘apparier via les appariements de bases azotées. A) Schéma de deux
brins d’ADN appariées [ 'une a ['autre. d+ donneur de liaisons hydrogenes, d- accepteur de liaisons hydrogenes. La croix rose
correspond a une liaison 3°-5" phosphodiester. B) Schéma d’appariement des nucléotides dit de « Watson-Crick ». Adapté a
partir de Human Molecular Genetics — 4th edition.

Plusieurs conséquences découlent de cet appariement.

e Premiérement, les deux brins formant un ADN double brin ne sont pas identiques mais

complémentaires : chaque A se trouvant en face d’un T, chaque C devant un G et vice versa. Une

paire de base (pb) correspond a deux nucléotides appariés

e Deuxiemement, les deux brins sont antiparalleles : un brin va dans le sens 5' vers 3' tandis que 'autre

va dans le sens 3' vers 5' (Figure 3A).

e Troisiémement, cet appariement spécifique donne une structure en double hélice a I'ADN : chacun

des brins tournant autour de ’autre, formant deux hélices. L'appariement des bases se produit a

l'intérieur de I'hélice tandis que le squelette carboné est présent a la périphérie de I'hélice. Entre

chaque hélice se trouvent deux types de sillons : 1'un plus étroit et moins profond qui est le sillon

mineur et I’autre plus large et plus profond qui est le sillon majeur (Figure 4B).

iii. Polymorphisme de la double hélice de I'ADN et structure

secondaire

La structure la plus connue, et pensée comme la plus physiologique, de la double hélice est la forme

B (ADN-B). Cette structure a été élucidée par James Watson et Francis Crick sur la base de la découverte
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de Rosalind Franklin, d'Erwin Chargaff et Maurice Wilkins (Cox et al., 2015; Franklin, 1953; Waston
and Crick, 1953). D’autres formes d’hélices coexistent avec la forme B, chacune d’entre clle se
caractérisant entre autres par le sens de [’hélice, son diamétre ou encore le nombre de nucléotides par

tour d’hélice (Figure 4 A, B) (Harteis and Schneider, 2014).

A B silion mineur majeur
0 e de I'AD AD A AD B AD
Sense de I'hélice Droite Droite Gauche
Diamétre de I'hélice (A) 23 20 18
Pb/tour 11 10,5 12
Montée axiale / pb 2,6 3,4 3,7
Inclinaison d'une pb
par rapport & l'axe axial de 20 -6 7
I'hélice (°)

Figure 4 : Les différentes structures de la double hélice d’ADN. A) Quelques caractéristiques de chacune des formes A (ADN-
A), B (ADN-B) et Z (ADN-Z) de la double hélice d’ADN avec leur représentation structurale en (B). Les bases azotées sont en
Jaune et le squelette carboné en bleu. Le trait horizontal violet montre le sillon mineur, celui turquoise le sillon majeur. Adapté
de Molecular Biology — Principles and Practice — Second édition et de microbenotes.com.

Par exemple, la forme A (ADN-A) se caractérise par un sillon mineur plus profond et plus étroit et
un sillon mineur plus large et moins profond. La forme Z (ADN-Z) se caractérise par un enroulement

de la double hélice par la gauche.
Plusieurs facteurs sont a I’origine de la forme de la double hélice :

1) La séquence nucléotidique : il a été montré in vitro que les séquences ADN riches en G et en C
adoptent préférentiellement la forme A (Koudelka et al., 2006; Rohs et al., 2010).

2) Les processus moléculaires se déroulant sur I’ADN : la transcription (voir introduction II & III)
entraine le super enroulement négatif de I’ADN-B, ce qui ferait basculer la topologie de la double
hélice de la forme B a la forme Z (Shin et al., 2016).

3) La modification chimique des nucléotides : des simulations informatiques ont suggéré que la
méthylation des C influencerait la largeur des sillons de I’ADN-B (Rao et al., 2018). D’autre part il
a été montré qu’in vitro les polymeres de nucléotides méthylés au C adoptent plus facilement une

forme Z qu’une forme B (Behe and Felsenfeld, 1981).

En plus de la forme en double hélice, I’ADN peut se replier sur elle-méme formant des structures
secondaires. Dans ces cas particuliers, les bases ne s’apparient plus selon les principes définis par
Watson et Crick. L’appariement se fait soit selon les principes définis par Hoogsteen (Nikolova et al.,
2013), ou A-T et C-G s’apparient via d’autres liaisons hydrogenes. Soit il se fait via des liaisons
hydrogenes permettant I’appariement des G et des C entre eux (Figure 5A). Bien que plusieurs structures
secondaires de I’ADN ont été suggérées, leurs existences in vivo est difficile a mettre en évidence, pour
des raisons techniques (Poggi and Richard, 2021). La présence in vivo des motif G-quadruplex (G4) et
des motifs I est relativement bien établie grace a de récentes études (Poggi and Richard, 2021; Tang et

al., 2020; Zeraati et al., 2018)
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Figure 5 : Les motifs G4 comme exemple de structure secondaire de I'ADN. A) Possible appariement des guanines entre elles.
B) Lorsque des séquences GpGpGpG sont suffisamment espacées, les guanines de chaque séquence peuvent s ‘apparier formant
une tétrade. La superposition des tétrades forme un motif G4. C) Structure de quelques G4 supposés. La structure d'un G4 a
["autre varie en fonction de la séquence dont ils sont issus. Adapté de Brooks and Hurley, 2009.

Les motifs G4 se forment au niveau de régions riches en CG sous contrainte physique médiée par des
processus moléculaires tel que la transcription (Brooks and Hurley, 2009). Cette structure est composée
d'un empilement de deux ou plusieurs G-tétrades, reliées entre elles par la présence de boucles (Figure
5B). Chaque G-tétrade est constituée de quatre guanines dans lesquelles chaque guanine interagit avec
les autres guanines adjacentes. Ces motifs G4 présentent des structures tres différentes en fonction du
nombre de G-tétrades empilées et de la longueur et de la composition des séquences liant les G-tétrades
(Figure 5C). Les motifs I se forment sur le brin complémentaire au brin ou se forme le motif G4 via un
empilement de paires C-C appariées 1’une a I’autre (Brooks and Hurley, 2009). La formation d’un motif
G4 stabilise et/ou conduit a la formation du motif [ sur le brin complémentaire, et réciproquement

(Dhakal et al., 2012 ; Sutherland et al., 2016).
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2. Dans le noyau, I’ADN est présent au sein de la chromatine
i. Description de [’ADN génomique

Chez les eucaryotes, 'ADN est présent dans différents organites : dans le noyau, dans les plastes,
dans les mitochondries et dans d'autres organites moins connus comme le nucléomorphe (Anisimova,
2019). Dans le noyau, I’ADN génomique (ADNg) correspond a plusieurs molécules d'ADN non
circulaires, chacune d'entre elles étant appelée chromosome. Chaque espéce se caractérise par un nombre
spécifique de chromosomes : la levure Saccharomyces cerevisiae posséde 16 paires de chromosomes
(dans son état diploide) tandis que la souris posséde 20 paires de chromosomes et I'homme possede 23
paires de chromosomes. Le nombre de chromosomes peut varier d'un type cellulaire (les gametes sont
haploides, les cellules musculaires contiennent plusieurs noyaux) a [’autre mais également entre les

différentes étapes du cycle cellulaire.

Dans le noyau, chaque chromosome occupe un territoire défini appelé territoire chromosomique (TC)
(Cremer et al., 2006) (Figure 6b). Dans chaque TC, I’ADN est organisé sous forme de chromatine (voir
ci-dessous) présentant différent niveau de compaction : faiblement condensée on parle d’euchromatine
(compartiment A), fortement condensée on parle d’hétérochromatine (compartiment B) (Figure 6a, c).
Pour finir, des séquences d’ADN non consécutives peuvent se retrouver rapprochées dans 1’espace

formant des domaines topologiquement associ¢s (Ernst et al., 2011) (Figure 6d).

Territoire
chromosomique

Nucléopore

Figure 6 : Organisation du noyau : il est délimité par une double membrane de phospholipide (gris) dans laquelle les
nucléopores sont inserés (bleu), régulant les transports des molécules entre le noyau et le cytoplasme. Les territoires
chromosomiques (b) sont occupés par des chromosomes distincts. Dans le noyau la chromatine se trouvent sous forme
d’hétérochromatine (B) ou d’euchromatine (A) (a-c). (a) est une photographie au microscope électronique d’un noyau de
cellule gliale de rat. A noter que dans certain type cellulaire, [’hétérochromatine est principalement condensée au centre du
noyau. d) Schématisation d’un TAD. Adapté de Pueschel R, et al. 2016

ii. L’ADN génomique est présent sous forme de chromatine

La chromatine est une structure retrouvée au sein du noyau des cellules eucaryotes. Celle-ci est

constituée d’une suite de nucléosomes liés les uns aux autres. Chaque nucléosome correspond a une
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séquence d’ADN entourant un octamere d’histone. L’ADN au sein du nucléosome est nommé ADN
nucléosomal et I’ADN entre deux nucléosomes est nommé ADN linker. La taille de cette ADN linker

varie de quelques pb a une centaine de pb selon la localisation du génome et I'espéce (Chen et al., 2010).
1) Structure du nucléosome

La premicere structure radiographique a haute résolution du nucléosome a été obtenue par Luger et
al. en 1997 (Luger et al., 1997). Autour d’un octameére d’histone sont enroulés environ 145-147 pb
d'ADN formant une super hélice plate s’enroulant sur la gauche. L'octameére d'histone est formé de deux
histones H2A, deux H2B, deux H3 et deux H4. Ces histones sont caractérisées par leur domaine de
repliement d'histone (histone fold domain, HFD) qui correspond a une hélice o courte N-terminale
(Nterm) suivie d'une hélice a longue et enfin d'une hélice a courte C-terminale (Cterm) séparées les unes
des autres par des boucles (Figure 7A). Ces HFD permettent la formation des hétérodimeéres H3-H4 et
H2A-H2B. H3 et H2B présentent une quatrieme hélice a courte a leur extrémité N-terminale et C-
terminale respectivement. La quatriéme hélice o de H3 permet aux deux hétérodimeres H3-H4
d’interagir ensemble et former un tétramere. La quatrieme hélice o de H2B de chaque dimere H2A-H2B
interagit avec l'un des H4 présents dans le tétramere. L'octamere assemblé est stabilisé¢ par d'autres
interactions histone-histone. L'ADN s'enroule autour de I'octamére d'histone par le biais de nombreuses
interactions telles que des contacts €lectrostatiques et non polaires, ainsi que des liaisons hydrogenes
(Figure 7B). Cela se produit principalement entre d’un coté les HFD et de ’autre coté le squelette
carboné ainsi que le sillon mineur de I'ADN. Selon la séquence nucléotidique, certaines interactions
peuvent également se produire a l'intérieur du sillon majeur. Cela indique que la séquence nucléotidique
peut avoir un impact sur la formation et la stabilité des nucléosomes. De part et d'autre de leur HFD, les
histones présentent une queue N-terminale et une queue C-terminale, qui est plus ou moins longue selon
I'histone. Les queues d'histone sortent des nucléosomes soit par un canal formé par le sillon mineur,
dans le cas de la queue H3, soit sur le coté de 1’octamere dans le cas de la queue H4. Vu de face, le
nucléosome présente une symétrie axiale, au niveau de I’axe dit dyadique (dyad axis) ou se trouvent ~70

pb de part et d’autre (Luger et al., 1997).
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Figure 7 : Les histones au cceur des nucleosomes. A) Schéma des 4 histones canoniques. Les hélices al, a2 et a3 se trouvent
au niveau de I’HFD de chaque histone. Une quatrieme hélice (04) se trouve respectivement sur la queue N terminale et C
terminale de H3 et H2B spécifiquement. B) Représentation schématique d’un nucléosome : au centre se trouve [’octamere
d’histone entouré de I’ADN (orange pale). Adapté de Martire and Banaszynski, 2020 et Molecular Biology of the cell — sixth
edition.

2) Diversité des nucléosomes

Au sein de la chromatine, il existe une diversité de nucléosome qui se caractérise par une

composition en histone particulicre et par la présence de modifications post-traductionnelles (PTMs).
e Variation de la composition des nucléosomes

Des paralogues, nommés variants, aux histones H2A, H2B, H3 et H4 ont été découverts, dont
certains ont une expression spécifique a un type-cellulaire (Figure 8A). Certains de ces variants
possedent eux-mémes des isoformes. Ainsi macroH2A correspond a un ensemble de protéines
comprenant macroH2A1.1 et macroH2A1.2 (deux isoformes du gene MACROH2AI) et macroH2A2
(seule isoforme du géne MACROH2A2) (Ghiraldini et al., 2021). IIs peuvent étre intégrés au sein des
nucléosomes modifiant la structure du nucléosome (Ghiraldini et al., 2021) (Figure 8B). Les
nucléosomes sont alors nommés « homotypiques » s’ils sont constitués des deux mémes paralogues
(contenant par exemple deux H3.3) ou « hétérotypiques » s’ils sont constitués de deux paralogues
différents (contenant par exemple un H3.3 et un H3.Y.1) (Martire and Banaszynski, 2020). Il a aussi été
rapporté ’existence d’« héminucléosome » n’ayant pas I’'un ou les deux hétérodimeres H2A-H2B

(Castillo et al., 2017).

L’intégration des histones au sein des nucléosomes est majoritairement dépendant de la réplication de
I’ADN. C’est le cas de H2A, H2B, H3, H4 ainsi que certaines variantes d'histones, comme H3.1 et H3.2.
Pour d’autres variants d’histone, comme H3.3 et H2A.Z, I’intégration au sein des nucléosomes n’est pas
réalisée durant la réplication de I’ADN. Ils sont alors incorporés dans les nucléosomes déja formés,
modifiant ainsi leur composition, via des machineries moléculaires appelées remodeleur de la
chromatine (voir introduction III.2.ii). Dans tous les cas, 1’assemblage des nucléosomes, ou la

modification de leur composition, fait appel a des protéines chaperonnes (Talbert and Henikoff, 2017).
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Figure 8 : Présentation des variants histones modifiant la structure des nucléosomes et leur possibilité d’étre modifiés
covalemment. A) Représentation schématique des différents variants d’histones retrouvés chez les mammiferes. Pour certains
d’entre eux est mis en exergue leur différence au niveau de la séquence en acides aminés. Ces différences sont a l'origine de
la spécificité d’une histone pour une protéines chaperonnes particuliere (CAF1 pour H3.1 et H3.2 et ATRX/DAXX pour H3.3
via la reconnaissance spécifique de la séquence au niveau de [’HFD). De plus, par ces différences certaines PTMs ne sont pas
possible au niveau de certains variants. Contrairement a H3.1 et H3.2 n’ayant pas de sérine en position 31, H3.3 peut étre
phosphorylé a cette sérine. Enfin, les différences entre variants d’histone modifient la stabilité des nucléosomes. Les histones
H2A4.B, H2A.L et H2A.P présentent un patch acidique moins important que H2A.Z au niveau de la queue C-terminale. Les
patchs acidiques favorisent les interactions entre nucléosomes. B) Variant d’histone au sein des nucléosomes. En fonction du
variant intégreé, la structure du nucléosome est faiblement modifiée (H3.1 VS CENP-A ou H2A VS H2A.Z) ou fortement modifiée
(H2A VS macroH2A). Adapté de Ghiraldini et al., 2021 & Martire and Banaszynski, 2020.

e Modification post-traductionnelle des histones
En plus de ces variants d’histone, les nucléosomes varient également en fonction des
modifications post-traductionnelles (PTMs) des histones. A I’heure actuelle, une vingtaine de PTMs ont

¢été mise en évidence (Bannister and Kouzarides, 2011; Castillo et al., 2017; Cavalieri, 2021) (Figure 9).

Les lysines (K) sont la cible d’une quinzaine de PTMs différentes, dont la méthylation, 1’ubiquitination
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ou encore 1’acétylation (Figure 9). Les complexes qui mettent en place ou suppriment les PTMs sont
respectivement appelés « writers » et « erasers » (Castillo et al., 2017). Le complexe coactivateur
SAGA (Spt-Ada-GenS-acetyltransferase) est un exemple de complexe ayant a la fois une activité writer
et eraser. Via son domaine acétyletransférase, SAGA acétyle les histones H3 et avec son domaine

déubiquitinase, il déubiquitine les histones H2B.
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Figure 9 : Diagramme montrant les différentes PTMs répertoriées pouvant étre mises en place sur les
4 histones canoniques. La premiére méthionine a été omise des séquences. Illustration issue de Cavalieri
etal 2021.

e Histone modification cross-talk

La mise en place des PTMs ou des variants d’histones dépend des PTMs et des variants d’histones déja
présent au niveau de la chromatine. Ce processus est appelé « Histone modification cross-talk » et est

régulé a trois grands niveaux (Bannister and Kouzarides, 2011) (Figure 10):

- Un résidu particulier d’une histone peut-étre la cible de différents complexes, il existe donc une
compétition entre les PTMs

- Le recrutement d’un complexe writer, eraser ou remodeleur de la chromatine au niveau de
nucléosomes particuliers est régulé par la présence d’un ou de plusieurs PTMs ou variants d’histone
présent au niveau de ces nucléosomes, agissant parfois en synergie (voir introduction I.3.iii).

- La mise en place d’'une PTM ou d’un variant d’histone est influencée par la structure/composition

du nucléosome.
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3) Les histones linker pour former les chromatosomes

Les histones /inker H1 sont des histones qui se lient aux nucléosomes en interagissant avec
I’ADN nucléosomal et I’ADN /inker, au niveau de I’axe dyadique (Bednar et al., 2017; Travers, 1999).
L’ensemble est alors nommé chromatosome. La présence des histones /inker protége environ 20 pbs
supplémentaires par rapport au nucléosome, pour un total d’environ 165-168 pb (Bednar et al., 2017,
Travers, 1999). Ces histones sont impliqués dans la condensation de la chromatine et la formation des

TADs (Bednar et al., 2017; Fan et al., 2003; Fyodorov et al., 2018).

Il existe une variété de chromatosomes dil I’existence de multiples variants d’histones H1 pouvant porter
différentes PTMs. Tous comme les histones H2A, H2B, H3 et H4, les histones H1 correspondent a une
famille de protéines paralogues. Le génome de [’humain ainsi que de la souris présentent 11 paralogues.
Certains ne sont exprimés que dans certains types cellulaires. Les variants H1 sont impliqués dans
I’Histone modification cross-talk. 1ls sont sujets a des PTMs tel que la phosphorylation, méthylation,
acétylation, citrullination ou ubiquitination. Ces modifications vont réguler le taux de compaction de
I’ADN et leur affinité pour les nucléosomes. De plus ces PTMs permettent de recruter différentes

protéines tel que des writers ou erasers (Fyodorov et al., 2018; Kostova et al., 2013).
3. La chromatine interagit avec un ensemble de protéines dont le recrutement
est régulé.
Les interactions protéine-chromatine sont importantes pour la mise en place et la régulation des
processus moléculaires impliquant I’ADN. La régulation de I’organisation, de la structure et de la

composition chimique de la chromatine permet le recrutement des protéines appropriées sur leurs sites

de liaison. Le recrutement des protéines dépend d’une part de ’ADN et d’autre part des histones.

i. Interactions protéine-chromatine dépendant de [’ADN

Dans le cas du recrutement des protéines via I’ADN, deux mécanismes non exclusifs sont
impliqués : 1) la lecture des bases (base readout), dite lecture directe, est fondée sur 1'identité chimique

des séquences nucléotidiques, 2) La lecture de forme (shape readout), dite indirecte, fait référence a une
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reconnaissance partielle de la séquence nucléotidique en l'absence d'interaction directe entre les acides

amings et les nucléotides (Koudelka et al., 2006; Rohs et al., 2010).
1) Base readout

La reconnaissance d'une séquence par un protéine est fondée principalement sur des liaisons
hydrogenes (liaisons H) et des contacts hydrophobes entre le domaine de liaison a I’ADN de la protéine
(DBD, DNA binding domain) et les bases azotées. Pour une méme séquence, les caractéristiques
chimiques "lisibles" sont différentes entre le sillon majeur et le sillon mineur, ce qui peut affecter la

spécificité de liaison de la protéine (Chiu et al., 2017).
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Figure 11 : Base readout : le sillon majeur apporte plus d’information que le sillon mineur. (A & B) Représentation des
groupements chimiques « lisibles » (rond de couleur) dans le sillon mineur (haut) et majeur (bas) pour le pb G-C (A) et A-T
(B). (C & D) Méme représentation que (A & B) pour des pb G-5mC (C) et 6mA-T (D). Les méthylations ne sont lisibles que
dans le sillon majeur. C) Diagramme montrant les groupements chimiques lisibles dans le sillon majeur et le sillon mineur
pour la séquence 5’-ATCG-3". Plus de groupements chimiques sont lisibles dans le sillon majeur que dans le sillon mineur. De
plus, au sein du sillon majeur, les pb A-T, T-4, C-G et G-C sont bien reconnaissables, ce qui n’est pas le cas dans le sillon
mineur. Adapté de Chiu, T. et al. 2017.
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e Lecture par le sillon majeur

Dans le sillon majeur, le profil des accepteurs et des donneurs de liaisons hydrogenes est spécifique
pour chaque nucléotide (Figure 11 A, B, E). De plus, alors que les interactions protéine-purine sont
médiées uniquement par des liaisons hydrogenes, les liaisons protéine-pyrimidine font également appel
a des interactions hydrophobes (Figure 11 A, B). Pour ces raisons, la reconnaissance d'une séquence par
le sillon majeur est spécifique (Rohs et al., 2010). La modification des A et C (méthylation et oxydation)
font apparaitre de nouveaux groupements chimiques dans le sillon majeur (Kribelbauer et al., 2020)
(Figure 11 C, D). Ces groupements pourraient réguler le recrutement des protéines par le sillon majeur.
En particulier, les MBPs (Methyl-CpG binding protein) reconnaissent spécifiquement les séquences
contenant des SmC (Hodges et al., 2020) (Figure 11 C). A I’heure actuelle, I’'impact de la 6m A ou des
différentes formes oxydées de SmC sur le recrutement des protéines via le sillon majeur n’a pas été

montré.
e Lecture par le sillon mineur

Le c6té du sillon mineur est chimiquement monotone. Le schéma des donneurs et accepteurs de
liaisons hydrogene ne permet pas de distinguer les pb A-T de T-A ou G-C de C-G (Chiu et al., 2017,
Rohs et al., 2010) (Figure 11 A, B, E). Seul le groupe amine exocyclique dépassant de la guanine a la
position G2 permet de distinguer les paires de bases A-T/T-A et G-C/C-G (Patikoglou et al., 1999)
(Figure 10 E). Les SmC et 6mA, et leurs possibles formes oxydées, ne sont pas chimiquement lisibles
de ce coté (Figure 11 C, D). Par conséquent, les protéines interagissant avec le sillon mineur
reconnaissent les séquences nucléotidiques avec une spécificité moindre. Cela leur permet de se lier a

une large gamme de séquences d'ADN.

Ainsi, une méme séquence n’est pas reconnue de la méme fagon en fonction du sillon utilis¢ pour
I’interaction. Une petite séquence comme 5’-ATCG-3" présente dans le sillon majeur une grande
variabilit¢ de groupement chimique a utiliser pour recruter et stabiliser une protéine sur ’ADN. Au
contraire, dans le sillon mineur, le nombre et la richesse des groupement chimique sont moindres et par
conséquent le recrutement d’une protéine est bien moins spécifique (Figure 11 E). Les protéines
interagissent dans les sillons par leur domaine de liaison a I’ADN (DNA-binding domain, DBD) (Rohs
etal., 2010). Ces domaines contiennent des hélices a et/ou des feuillets f. Ils envahissent le sillon majeur
ou le sillon mineur pour interagir avec les nucléotides. La force et la stabilité d'une interaction dépendent
de la proximité et de l'angle entre les acides aminés et les nucléotides, qui dépendent eux-mémes de la

capacité d'un DBD a entrer dans le sillon.
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1) Shape readout

Dans ce mécanisme, la protéine est sensible a la topologie et a la déformabilité de 1'hélice d'ADN
qui dépend elle-méme de la séquence nucléotidique. De ce fait, il a €t€ montré que certaines protéines
présentent une affinité pour des structures secondaires particulieres de I’ADN comme les motifs G4 et
les motifs I (Brooks and Hurley, 2009; Lannes et al., 2017; Niu et al., 2018; Sutherland et al., 2016)
(voir I, 1, iii) . Pour d’autres protéines, leur recrutement au niveau d’une séquence nucléotidique
nécessite que ’ADN soit courbé (Patikoglou et al., 1999). La déformabilité de I’ADN est liée a sa

séquence nucléotidique.

En conclusion, le base readout et le shape readout peuvent agir en synergie et augmenter la spécificité
de l'interaction. D’une part, une structure d'ADN spécifique favorisera ou non la mise en exergue des
groupements chimiques d’une séquence nucléotidique. D’autre part, une séquence spécifique favorisera
l'acquisition d'une forme ou d'une flexibilité d'ADN particuliere. De plus, la liaison d’une protéine ou la
réalisation de processus moléculaire comme la transcription peut également avoir un impact sur la

forme/flexibilité de I'ADN et peut réguler le recrutement d'autres protéines.

ii. Interaction protéine-chromatine dépendant des histones

Le recrutement d’une protéine au niveau des histones dépend a la fois de la composition des histones
et a la fois des PTMs (Figure 10). En particulier, les PTMs sont reconnues par des domaines protéiques
particuliers tels que les chromodomaines, WD40, MBT et Tudor reconnaissent les histones méthylées,
alors que les domaines 14-3-3 reconnaissent les histones phosphorylées. Enfin les bromodomaines et les
domaines PHD (Plant homeodomain) reconnaissent les histones actétylées (Yun et al,
2011). Cependant le recrutement d’une protéine au niveau d’une PTM peut également étre perturbé, ou
sa liaison déstabilisée, par la présence d’une PTM voisine. Ainsi, la protéine HP1 est recrutée au niveau
des histones H3 méthylés, tel que les histones H3 méthylés au niveau de la lysine 9 (H3K9me3). La
phosphorylation de H3 (H3S10) décroche HP1 des nucléosomes (Fischle et al., 2005). Le phénoméne
par lequel la méthylation et la phosphorylation ont un effet antagoniste dans le recrutement/ maintien
d’une protéine a la chromatine s’appelle le « phospho-methyl switch » (Poleshko et al., 2019). Celui-ci
a été a été démontré comme régulant le recrutement de différentes protéines ou complexes protéiques

(Poleshko et al., 2019).

En plus du code mis en place par les PTMs, les variants d’histones agissent en synergie avec les PTMs
et régulent le recrutement des protéines. Ainsi le recrutement de la protéine BRD2 (bromodomain-
containing protein 2) dépend a la fois de ’acétylation de H4 et de la présence de H2A.Z (Martire and
Banaszynski, 2020).
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iii. Role de la compaction de la chromatine dans le recrutement des
protéines

La compaction de la chromatine influence également le recrutement des protéines au niveau de

celle-ci. Les PTMs des histones et leur variant jouent un role important dans le processus de compaction.
1) Impact des PTMs des histones sur la condensation de la chromatine :

La modification de I'environnement ¢lectrostatique par des PTMs module la compaction de I’ ADN.
Des expériences in vitro ont montré que la chromatine se replie sur elle-méme en augmentant la
concentration en sels de la solution. Ce phénomeéne a été expliqué par la neutralisation des charges
négatives de 'ADN qui, a faibles concentrations en sels, repoussent le contact des nucléosomes avec
I'ADN et maintien la chromatine étendue (Tolsma and Hansen, 2019). De méme, 1’acétylation ou la
phosphorylation des histones réduisent la charge positive globale des histones, ce qui altere les
interactions électrostatiques entre histones ou entre histones et ADN. De ce fait, I’acétylation et la
phosphorylation maintiennent la chromatine décondensée (Bannister and Kouzarides, 2011). Par
exemple, dans des conditions in vitro, 'acétylation de résidus de lysine spécifiques, comme H4K16ac
et H4K12ac, est suffisante pour maintenir la chromatine tendue sous une forte concentration de sels

(Tolsma and Hansen, 2019).

D’autres PTMs modifient le repliement de la chromatine en impactant la structure du nucléosome. Par
exemple, I'ubiquitination et la sumoylation correspondent a la formation d'une liaison covalente entre
respectivement un résidu lysine et un peptide ubiquitine ou SUMO (Small Uniquitine-like Modifier
molecule). L'ajout d'un peptide supplémentaire entraine un encombrement stérique défavorisant le

contact nucléosome-nucléosome (Bannister and Kouzarides, 2011; Tolsma and Hansen, 2019).
2) Impact de la composition des nucléosomes sur la condensation de la chromatine :

Comme vu précédemment, il existe une diversité de protéines histones pouvant intégrer les
nucléosomes ou chromatosomes. Certains nucléosomes/chromatosomes favorisent ainsi la formation
d’hétérochromatine (H3.3, H2A.Z, macroH2A, CENP-A, HS). HS présente d’une part une meilleure
affinité pour les nucléosomes et d’autre part une composition riche en arginine capable de neutraliser
les charges négatives de I’ADN, ces deux facteurs favorisant la compaction de I’ADN (Kowalski and
Patyga, 2011). D’autres, comme I’histone H3.Y.1, favorisent la déstabilisation des nucléosomes et donc

I’¢tat décondensé de la chromatine (Martire and Banaszynski, 2020).
3) Impact des protéines se liant a la chromatine sur la condensation de la chromatine :

Un certain nombre de protéines présentent une capacité a réguler la condensation de la chromatine.
Par exemple, HP1 est une famille de protéines liant I’un a I’autre deux nucléosomes (Machida et al.,

2018) et favorisant alors la formation d’hétérochromatine (Zenk et al., 2021). Dans d’autres cas, les
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protéines permettent d’ancrer la chromatine dans une zone favorisant le maintien de 1’hétérochromatine.
Ainsi, certaines protéines, comme CEC-4, se lient d’une part a la périphérie du noyau et d’autre part a
H3K9me2 permettant de maintenir la chromatine dans une zone favorisant la condensation de la

chromatine (Finlan et al., 2008; Holla et al., 2020; Poleshko et al., 2017, 2019).
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II. La transcription au sein du noyau est réalisée par trois ARN
polymérases différentes.

L’expression génétique est I’ensemble des mécanismes de transcription et de traduction mettant
en place le transcriptome et le protéome d’une cellule. La transcription est le processus moléculaire
conduisant a la production d’une molécule d’ARN complémentaire a la molécule d’ADN utilisée
comme patron. Cette production est assurée par des enzymes appelées ARN polymérases ADN

dépendante (ARN pol). Les ARN pol :

- 1) assurent la sélection des nucléotides complémentaires a la séquence d’ADN lue et donc

assurent la fidélit¢ de I’ARN produit (Cheung and Cramer, 2012),
- 2) catalysent la syntheése des ARNs (Cheung and Cramer, 2012).

Les eucaryotes se caractérisent par 3 ARN polymérases nucléaires (ARN pol I, ARN pol II et ’ARN
pol III), a I’exception des plantes qui ont deux ARN pol supplémentaires (IV et V). L’ARN pol [, II et
IIT sont constituées de 14, 12 et 17 sous-unités respectivement (environ 0,5 a 1MDa). Cinq sous-unités
sont partagées entre les trois ARN pol et 2 supplémentaires sont partagées uniquement entre I’ ARN pol
I et PARN pol III. (Mart nez-Fernindez and Navarro, 2018; Vannini, 2012, ensembl) (Tableau 1). Ces
sous-unités partagées sont présentes au sein du corps catalytique. Ce corps forme une griffe composée
d’une « pince » et d’une « machoire » au sein de laquelle ’ADN est engagé (Gamarra and Narlikar,
2021). Au cours de la transcription, le corps catalytique permettent le positionnement correct du
nucléotide triphosphate, catalyse la réaction de phosphodiestérification et le déplacement du duplex
ARN-ADN (Cheung and Cramer, 2012; Griesenbeck et al., 2017). Parmi les autres sous-unités, certaines
ont des homologues présents dans les autres ARN pol. C’est le cas des sous-unités du module stalk qui
interagissent avec des régulateurs transcriptionnels et I’ARN en cours de synthése (Gamarra and

Narlikar, 2021) (Tableau 1).

Chacune des ARN pol est responsable de la transcription de génes particuliers. Un geéne peut
étre défini par " une séquence d'ADN qui spécifie un ou plusieurs ARNs/protéines dont I’expression est
d’une part régulée par les réseaux de régulation génétique (GRNs, Genetic Regulatory Networks) et
d’autre part participent en tant qu'éléments des GRNs, souvent avec des effets indirects, ou en tant que
résultante des GRNs, ces derniéres produisant des effets phénotypiques plus directs." (Portin and
Wilkins, 2017). Un GRNs est défini par I'ensemble des régulateurs moléculaires (séquence d'ADN,
ARN, protéines) d'une cellule qui interagissent entre eux directement ou indirectement et avec d'autres
substances de la cellule, le tout permettant de réguler les processus moléculaires au sein d’une cellule
(Liu et al., 2018). La transcription médi¢e par I’ARN pol I, II et III sont régulées par un ensemble de
facteurs de transcriptions et des cofacteurs et par conséquent par I’épigénome et la structure de la
chromatine (Sharifi and Bierhoff, 2018). Dans le chapitre suivant sera décrit les mécanismes régulant la

transcription médiée par I’ARN pol II. Mais ces mécanismes sont partagés entre les trois machineries
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de transcriptions. Des perturbations de la transcription médiée par I’ARN pol I, II ou III sont impliquées

dans de nombreuses maladies (Park et al., 2017; Sharifi and Bierhoff, 2018).

ARN polymérase I ARN polymérase II ARN polymérase IIT
S.cerevisiae H.sapiens S.cerevisiae H.sapiens S.cerevisiae H.sapiens
A190 RPA190/POLRIA RPB1/B220 RPB1/POLR2A |C160 RPC1/POLR3A
Al35 RPA127/POLR1B RPB2/B150 RPB2/POLR2B |C128 RPC2/POLR3B
8 _ |lAc40 RPAS5/POLRIC RPB3/B4 RPB3/POLR2C AC40 RPAS/POLRIC
g ‘Z% ACI19 RPAY/POLRID RPB11/B12.5 RPB11/POLR2J2 AC19 RPA9/POLRID
% E RPB6/ABC23 RPB6/POLR2F RPB6/ABC23 RPB6/POLR2F RPB6/ABC23 RPB6/POLR2F
é § RPB5/ABC27 RPB5/POLR2E RPB5/ABC27 RPB5/POLR2E RPB5/ABC27 RPB5/POLR2E
8 RPB8/ABC14.5 RPBS/POLR2H RPB8/ABC14.5 RPBS/POLR2H RPB8/ABCI4.5 RPB8/POLR2H
RPB10/ABC10a RPB10/POLR2L RPB10/ABC10a RPB10/POLR2L RPB10/ABC10a RPB10/POLR2L
RPB12/ABC10B RPB12/POLR2K RPB12/ABC10B RPB12/POLR2K RPB12/ABCI10B RPB12/POLR2K
% % Al4 ? RPB4/B32 RPB4/POLR2D C17 RPCY9/POLR3I
® g A43 RPA43/POLRIF |RPB7/B16 RPB7/POLR2G C25 RPC8/POLR3H
Al22 RPA12/POLRIH RPBY9/B12.6 RPBY9/POLR2I |c11 RPC10/POL3K
A49 RPA49/POLRIE C53 RPC4/POLR3D
A34.5 RPA34/POLR1G C37 RPC5/POLR3E
C82 RPC3/POLR3C
C34 RPC6/POLR3F
C31 RPC7/POLR3G

Tableau 1 : Récapitulatif des sous-unités présentes dans les différentes ARN pol. Uniquement les ARN pol
eucaryotiques 1, Il et 11l sont présentées ici. Pour les eucaryotes, le nom des sous-unités est donné pour la
levure S.cerevisae et H.sapiens. Sur une méme ligne sont écrites les sous-unités identiques (bleu) ou
homologues (noir). Les sous-unités en gras correspondent a celles utilisées pour recruter spécifiquement
I’ARN pol a ses promoteurs. Tableau réalisé a partir des informations issu de Schramm et al 2002;
Griesenbeck et al 2017, Russell et al 2006, site internet : ensembl et SGD

1. Transcription médiée par I’ARN pol |

L’ARN pol I est responsable de la transcription des précurseurs des ARNr ribosomiques (ARNr) 45S.
Les séquences a ’origine des précurseurs sont répétées en tandem, séparées les unes des autres par des
séquences intergéniques (Figure 12, haut) (Locati et al., 2018; Sharifi and Bierhoff, 2018). Au sein du
noyau, cette transcription se fait spécifiquement au niveau du nucléole, lieu ou sont également préformés
les ribosomes (Pederson, 2011; Sharifi and Bierhoff, 2018). L’ ARNr 458 aprés maturation donnera le
28S, 18S et 5.8S qui sont trois des quatre ARNr composant les ribosomes (Figure 12). Les voies de
maturation de I’ARNTr 458 varient d’un organisme a un autre (Tomecki et al., 2017). De plus, chez la
plupart des insectes, I’ARNr 28S est clivé en deux parties de taille plus ou moins identiques proche du

18S (Winnebeck et al., 2010).

Via la maturation des ARNTr sont produits des petits ARN ribosomiques (RNAsr : small rRNA-derived
RNAs) dont la fonction n’est pas encore connue (Locati et al., 2018). De plus, I’ARN pol I transcrit
¢galement des longs ARNs non codant (IARNnc) a partir des « espaceurs intergéniques » comme
I’ ARNnc promoteur (pRNA : promoteur RNA) impliqué dans la régulation de la transcription des ARNr
(Sharifi and Bierhoff, 2018) (Figure 12).
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Figure 12: Synthese des ARNr et ARNnc transcrits par I’ARN pol I. Les genes codant les ARNr son répétés en tandem. Apres
la transcription de pré-ARNr 455, il est clivé en plusieurs ARNr donnant les ARN 5.8S, 18S et 28S ainsi que des pARNr. L’ARNr
5.8 peut par la suite étre clivé en son centre pour donner deux autres pARNr. La fonction de ces pARNr n’est pas encore
connue. La transcription au niveau des espaceurs intergéniques synthétise des IARNnc impliqués dans la régulation de la
transcription médié par I’ARN pol 1. Adapté de Sharifi and Bierhoff; 2018.

2. Transcription médiée par I’ARN pol 11

L’ARN pol II transcrit I’ensemble des génes codant des protéines produisant les ARNs messagers
(ARNm). Ils en existent environ 22 000 au sein du génome de la souris [Ensembl, référence du génome
de la souris GRCm39]. Les ARNm sont traduits dans le cytoplasme par les ribosomes pour produire des
protéines (Figure 13c). Ces geénes se caractérisent par un ensemble d’exon et d’intron. Les introns sont
transcrits puis retirés par épissage, alors que les exons sont conservés au sein des I’ARNm. L’épissage
permet également de produire plusieurs ARNm matures a partir d’un seul géne codant. De ce fait, un
gene peut étre a I’origine de plusieurs protéines (Figure 13, isoforme 1 VS isoforme 2). Il est intéressant
de noter que les régions introniques et exoniques correspondent a environ 41% du génome : 3,4% de

séquences exoniques et 37,7% de séquences introniques (Yue et al., 2014).

L’ARN pol II transcrit également un grand nombre d’ARN non-codant (ARNnc). Cette famille
correspond a un ensemble hétérogene d’ARNs répartis dans une vingtaine de sous-famille (Tableau 2,
liste non exhaustive). Certains ARNnc, tel que les snRNA (small nuclear RNA), sont transcrits a partir
de séquence d’ADN qui leur sont propres [Ensembl, référence du génome de la souris GRCm39]. Dans
d’autres cas, les ARNnc, tel que certains miRNA (microRNA), sont le produit de maturation d’intron
¢épissé. Grace a ’amélioration des techniques de séquencage a haut débit, il est maintenant admis que
I’ARN pol II peut transcrire en réalité une grande partie du génome : que ce soit dans des régions

intergéniques ou a I’intérieur des génes, que ce soit sur un ou I’autre des brins d’ADN, donnant naissance
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a une myriade de longs ou courts ARNnc aux fonctions variées (Griesenbeck et al., 2017; Tudek et al.,

2015).

Géne codant 1 Géne codant 2
3’ 5
e R = Pt

L Transcritpion (a)

5 == = B 3' Pré-ARNm
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Figure 13 : Transcription, épissage et traduction des ARNm. En bleu et en rose, deux genes codant pour des protéines. La
transcription des genes (a) est a l’origine des pré-ARNm contenant les exons (rectangle de couleur) et les introns (trait de
couleur). Durant [’épissage (b) les introns sont enlevés par coupure et ligature du pré-ARNm. L épissage est dit alternatif
lorsqu 'un ou plusieurs exons également sont enlevés. Ainsi un pré-ARNm peut étre a [’origine de plusieurs ARNm matures, et
par conséquent de plusieurs protéines, nommeées isoformes. Apres [’épissage, certains introns peuvent devenir des ARNnc ayant
des fonctions a part entiére. C’est le cas ici d’un miRNA qui, en se liant a des séquences particulieres des ARNm inhibe leur
traduction (trait pointillé). Adapté de Kapranov, P. et al. 2007

Acronyme | Nom entier Role biologique Références

snoRNAs small nucleolar RNAs Impliqué dans la maturation de divers ARN | (Taft et al., 2009)

SdRNAs sno-derived small RNAs Régule la traduction des ARNm (Taft et al., 2009)

miRNAs microRNAs Régule la transcription et traduction des (O’Brien et al., 2018)
ARNm

SiRNAs small interfering RNA Régule la traduction des ARNm (Dana et al., 2017)

PIRNAs PIWI-associated RNA Régule la transcription (Ozata et al., 2019)

snRNAs small nuclear RNAs Sous-unité de la machinerie d'épissage (Dergai and Hernandez,

2019)

Impliqué dans la régulation entre autres
circRNAs circular RNAs I'épissage alternatif, de la transcription et de | (Tang et al., 2021)
la traduction

long intergenic non-coding Impliqué dans la régulation de la

lincRNAs RNAs transcription et de la condensation de la| (Ransohoff et al., 2018)
chromatine
Impliqué dans la régulation de la

IncRNAs long non-coding RNAs transcription et de la condensation de la| (Yao etal., 2019)
chromatine

eRNAs enhanceur RNA Impliqué ~ dans la  régulation —de la (Bose and Berger, 2017)

transcription

Impliqué dans la régulation de la

moRNAs miRNA-offset-RNAs ranscription

(Agnelli et al., 2019)

Tableau 2 : Liste non exhaustive les ARNnc transcrits par [’ARN pol 11
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La plus grosse sous-unité de I’ARN pol I, RPB1, a la particularité d’avoir une extrémité C terminal
non structurée, nommée queue CTD (C-ferminal domain) (Figure 14). Elle est constituée d’une
répétition en tandem d’un hexapeptide (Harlen and Churchman, 2017). La séquence consensus de cette
héxapeptide est Tyr-Ser-Pro-Thr-Ser-Pro-Ser, certaines répétitions présentent des substitutions d’acide
aminé. Ces résidus peuvent étre modifiés covalemment par phosphorylation, méthylation, acétylation
entre autres. Ceci permet de réguler plusieurs étapes de la transcription et de la maturation des ARNs
(Harlen and Churchman, 2017). Le role de la phosphorylation de RPBI*?, RPBI**”°, RPBI*” sera

présenté dans le chapitre 1. 3.
ARN
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Figure 14 : Composition de la queue CTD de RPBI1. Chaque rectangle correspond a
une répétition de [’hexapeptide Tyr(Y)-Ser(S)-Pro(P)-Thr(T)-Ser(S)-Pro(P)-Ser(S).
Chez S.cerevisiae il existe 27 répétitions et chez [’humain 52 répétitions. Bien qu’il
existe quelques variations, la séquence consensus est relativement bien conservée d’'un
organisme a l’autre et d 'une répétition a l'autre. Issue de Harlen and Churchman 2017.
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3. Transcription médiée par I’ARN pol 111

L’ARN pol III transcrit un grand nombre d’ARNnc (Dieci et al., 2007; Yeganeh and Hernandez,
2020; Yu et al., 2020b) (Tableau 3). Les transcrits synthétisés par I’ARN pol III sont impliqués dans la

régulation de la transcription médiée par I’ARN pol II ainsi que la synthese des protéines (Tableau 3).

Par exemple, ’ARNnc BC200/NC1 est exprimé quasi-exclusivement dans les neurones chez les

mammiferes. Cet ARNnc est impliqué dans le transport et la répression de la traduction des ARNm qui

sont transcrits qu’au niveau des synapses (Sosinska et al., 2015).

Nom

Role biologique

tRNA (transfert RNA)

Apporte les acides aminés au niveau des ribosomes

tRF (tRNA-derived fragments)

Impliqué dans la régulation de la transcription et de la traduction

rRNA 5s (ribosomal RNA 5S)

Sous-unité des ribosomes

SnRNA U6 (U6 small nuclear RNA)

Sous-unité de la machinerie d'épissage

RNase P RNA (RNA component of RNase P)

Impliqué dans la maturation des pré-ARNt

Rnase MRP
(The RNase mitochondrial RNA processing)

RNA

Impliqué dans la maturation des pré-ARNr

7SI RNA Impliqué .dans relocalisation des ribosomes au réticulum
endoplasmique

Vault RNA Implrl.que dans l'assemblage et le transport des complexes
proteiques

Y RNA Non connu

7SK RNA Régule l'action de p-TEFB et par conséquent la transcription

médiée par I'ARN pol II.

BCI1/BC200 RNA (Brain cytoplasmicl/200 RNA)

Régule la traduction des ARNm

SINEs (short interspersed nuclear elements)

Rétrotransposon non autonome

Tableau 3 : Liste non exhaustive des ARNnc transcrits par [’ARN pol 111
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III. M¢écanismes de la transcription médiée par I’ARN pol II
1. Promoteur minimum (core promoter) et séquence activatrice

Le promoteur minimum est défini comme une séquence présente en amont du site de début de
transcription (TSS), suffisante pour assembler les machineries de transcription et initier la transcription.

(Haberle and Stark, 2018).

i. Promoteur minimum des genes codant des promoteurs.

Au niveau des geénes codant des protéines, H3K4me2/me3, H3K27ac et H3K9ac ainsi que les
variants H2A.Z et H3.3 sont retrouvés au niveau des promoteurs dont la transcription est activée (Ernst
etal.,2011; Haberle and Stark, 2018). Ils existent deux classes de promoteur : les promoteurs minimums

a TSS unique et les promoteurs minimums a TSS multiples.
e [es promoteurs minimums a TSS unique :

Ces promoteurs se définissent par la présence de séquences cis particulieres (Figure 15) telles que
la boite TATA (TATA-box) et le motif initiateur (Inr) (Haberle and Stark, 2018). Néanmoins, rares sont

A B les promoteurs présentant la séquence
Core promoteur Core promoteur

aTSS unique aTSS multiple canonique d’un de ces motifs. Ainsi, chez

Positionnement I’humain seulement ~2% des promoteurs
J pr?cis

@ I ﬂ; ,/E l ||| || I M des geénes ont la séquence consensus de la

boite TATA (TATAWAWR, W=AouT,R

|| = A ou G) et ~20% ont une séquence qui

s S CCl . A .
: ressemble a une boite TATA (TATA-like)
C s (Yang et al., 2007). De plus, il est également
osition
. Sequence ) . .
Mot Seavence Consensus’ S rare qu’un géne cumule plusieurs motifs. Par
TATA-box TATAWAWR -31tc-24 TBP
..[MAEKAA exemple, alors que ~46% des promoteurs
inrthuman)  GA ' YR “Tto+1 contiennent le motif Inr consensus
- TAF1
CA : BRCABWY o3 (YYANWYY,Y=CouT,N= A,C, Tou
=5Vl 1 A 1
e . G), seulement ~15% contiennent a la fois le
CA C AAC‘“ CSARCSSAACGS +18to+29 TAF1 et TAF2 . , N
GlAVasNAWG motif Inr et une séquence TATA (boite
DPE RGWCGTG +28to0+34
AGACGTG ownT 25115 TATA ou TATA-like) (Yang et al., 2007).
= TAF1
G ) GCGWKCGGTTS  +24t0+32 Enfin que ce soit chez la levure ou chez
GQ A‘EC&GIIC , . o \
o " e A I’homme, un peu moins de 50% des genes
IICT”I‘% ne contiennent ni boite TATA ni séquence
BRE! SSRCGCC -38to-32 TFIIB
‘ GCC “ Inr (Yang et al., 2007).
£CacVy
?Ji:DCE"I NA‘ RGT_[::KKK ;z;:‘: 1;';? Chez les mammifeéres et le modéle
;-2? :;g:z:; Drosophile, ce type de promoteur sont
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Figure 15 : Promoteur minimum des génes codant des protéines chez les mammiferes. A-B) Schéma représentant [ ’organisation
des nucléosomes (haut) et des séquences (bas) au niveau de promoteur minimum a TSS unique (A) et a TSS multiples (B). C)
Tableau récapitulatif des séquences présentes au promoteur a motif défini. TATA-boxe : Boite TATA. Inr : motif initiateur.
MTE : Motif Ten element. DPE : Downstream promoteur element. BRE : TFIIB recognition element, upstream (u), downstream
(d). DCE : Downstream core element. Adapté de Haberle and Stark, 2018.

spécifique de génes exprimés dans les cellules différenciées des tissus adultes. Chez la Drosophile, ce
type de promoteur est également retrouvé au niveau de genes codant des facteurs de transcription
impliqués dans 1I’embryogenése. Le promoteur minimum de ces génes se caractérise par un ¢lément

promoteur en aval (DPE, Downstream promoteur element) et un motif Inr (Haberle and Stark, 2018).
e Les promoteurs minimums a TSS multiple :

Ces promoteurs se trouvent dans une région déplétée en nucléosome (NDR : nucleosome depleted
region). Les nucléosomes présents en aval du TSS sont précisément positionnés. Chez les mammifeéres,
ces promoteurs minimums se caractérisent par une haute densité de dinucléotide CpG que 1I’on nomme
ilot CpG. Ils sont retrouvés au niveau des genes dits de ménage et de génes codant des facteurs de
transcription durant I’embryogenese. Chez les drosophiles, ces promoteurs minimums ont tendance a
avoir des séquences Ohlerl, Olher6 et I’élément li¢ a la réplication (DRE ; DNA replication-related
element). Ces promoteurs minimums ne sont retrouvés qu’au niveau des genes de ménage (Haberle and

Stark, 2018).

ii. Promoteur minimum des genes codant des ARNnc

Certains ARNnc sont transcrits a partir de promoteur qui leur son propre. Par exemple, le promoteur
minimum des genes codant les snRNA se caractérise par la présence d’un unique élément de séquence

proximal (proximal sequence element, PSE) (Dergai and Hernandez, 2019) (Figure 26).

Dans d’autre cas, le promoteur minimum des geénes codant peut étre utilisé pour synthétiser des ARNnc.
C’est le cas pour les ARNnc issu de la maturation des introns (Kapranov et al., 2007). C’est également
le cas d’un certain nombre de /ncRNAs et lincRNAs. Leurs transcriptions sont initiées au niveau des
promoteurs minimums de geénes codant des ARNm mais se déroulent en anti-sens, transcrivant la
séquence se trouvant en amont du géne (Haberle and Stark, 2018; Ransohoff et al., 2018; Yao et al.,

2019). Ce phénomeéne est appelé « transcription bidirectionnelle » (Haberle and Stark, 2018).

Enfin, dans certain cas, la transcription ne semble ne pas étre réalisée au niveau de séquences
particulieres. La transcription des eRNA a partir des séquences enhancers est corrélée avec le niveau
d’activité de I’enhancer ainsi que la présence de NDR, de H3K4mel/me2/me3, de H3K4me3 et de
H3K9ac (Ernst et al., 2011; Haberle and Stark, 2018).

iii. Séquence cis-régulatrice
Il existe deux types séquences activatrices. Les promoteurs en amont et les enhancers. Les promoteurs
en amont se trouvent, comme le nom l’indique, en amont du promoteur minimum. Ensemble, le

promoteur minimum et le promoteur en amont forment le promoteur. Les enhancers, quant a eux, sont
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¢loignés des promoteurs minimums, jusqu’a plusieurs milliers de bases, se trouvant soit en amont soit
en aval du promoteur. Ces séquences activatrices recrutent des facteurs de transcription et des cofacteurs
qui d’une part active le promoteur minimum pour la transcription en, par exemple, remodelant la
chromatine et d’autre part régule le recrutement et le fonctionnement de la machinerie de transcription

(Haberle and Stark, 2018).

Les enhancers activent la transcription des génes qui se trouvent dans le mémes TADs qu’eux. Ainsi, la
formation des boucles au sein du TADs favorise le contact entre le enhancer et le promoteur minimum.
La mise en place des TADs est régulée par des séquences dites isolatrices. Au niveau de ces séquences,
un ensemble de protéines, dont CTFC, est recruté permettant d’isoler les TADs les uns par rapport aux

autres (Kim et al., 2015).

o Isolateur

() Enhancer
@ Promoteur en amont
@ Core-promoteur
Site de début de transcription
(Transcription Start Site, TSS)
— Régulation de la transcription

~ A

Figure 16 : Role fonctionnel des séquences cis-régulatrices dans la transcription. Au sein d'un
TAD, les enhancers stimulent la transcription au niveau des promoteurs minimuns. Chaque
TAD est délimité par des séquences isolatrices.

2. Accessibilité des promoteurs

i. L’hétérochromatine et la zone périnucléaire : deux zones non
permissives pour initier la transcription

La localisation des génes au niveau de la zone périnucléaire réprime la transcription (Finlan et al.,
2008). La méthylation de H3K9 et H3K27 favorise la localisation de la chromatine au niveau de la
périphérie du noyau interagissant indirectement avec la membrane du noyau (Gonzalez-Sandoval et al.,
2015; Poleshko etal., 2017, 2019; Towbin et al., 2012). En particulier, H3K9me?2 est présent uniquement
au niveau de la périphérie nucléaire (Poleshko et al., 2017 ; Poleshko et al., 2019 ; See et al., 2019).
Dans cette région, des marques €pigénétiques sont mises en place réprimant la transcription et favorisant
la condensation de la chromatine (Finlan et al., 2008; Holla et al., 2020; Peric-Hupkes et al., 2010;
Poleshko et al., 2017; Pueschel et al., 2016).

L’activation de la transcription d’un gene est corrélée directement a la libération de ce geéne de la
périphérie nucléaire et a I’acquisition de marques épigénétiques activatrices de la transcription (Peric-
Hupkes et al., 2010; Poleshko et al., 2017; See et al., 2019). Les nucléopores pourraient jouer un role

important dans ce processus puisqu'ils sont capables d’activer la transcription (Buchwalter et al., 2019).
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Cela peut également se faire pendant la mitose ou juste apres celle-ci puisque toute 'organisation
nucléaire est remodelée (Buchwalter et al., 2019 ; Poleshko et al., 2019). Ainsi la différenciation
cellulaire a souvent lieu en méme temps que la prolifération cellulaire (Halley-Stott et al., 2014). Il a
aussi ¢té démontré que les cellules en mitoses sont plus faciles a reprogrammer que les cellules en

interphase (Halley-Stott et al., 2014).

ii. Réorganisation des nucléosomes pour la mise en place du PIC

L’initiation de la transcription au niveau d’un promoteur minimum nécessite que ce dernier soit
accessible a la machinerie de transcription. La présence de nucléosome au niveau du promoteur
minimum inhibe la transcription (Lorch et al., 1987). Ainsi, les promoteurs minimums activés pour la
transcription sont soit présents au sein d’une NDR (Haberle and Stark, 2018; Yuan et al., 2005), soit
constitués de nucléosomes labiles tel que H2A.Z (Haberle and Stark, 2018).

La régulation de la localisation des nucléosomes au niveau des promoteurs est régulée par les
«remodeleur de la chromatine ». Ces complexes permettent de déplacer, éjecter, restructurer ou
modifier la composition des nucléosomes (Figure 17). Pour cela, ils utilisent 1’énergie délivrée par
I’hydrolyse de I’ATP (Clapier and Cairns, 2009; Kobayashi and Kurumizaka, 2019). Les remodeleurs
sont répartis dans 4 familles, chacune se définissant par leur ATPase. Tous ces ATPase partagent le
méme domaine ATPase qui est divisé en deux parties : DExx et HELICc (Figure 17). Mais ils différent
les uns des autres par les domaines qui se trouvent de part et d'autre, ou a l'intérieur, du domaine ATPase

(Clapier and Cairns, 2009; Clapier et al., 2017) (Figure 17)

Famille Domaine de 'ATPase Complexe Fonction
HSA Bromo .
BAF Glissement
SwisnF | K ] e Ll peaF Ejection
DExx Courte HELICc
insertion
SANT SLIDE CHRAF Glissement
Iswi | | ] T ] ACF Ejection
NURF Activité writers
Zi”,;‘;”; CHD1 Assemblage
cHp [ T T 1 | NuRD Edition
: Glissement
HSA Long insertion INO80 Glissement
INOBD [ [ [ 1 [ ] SRCAP Edition
DExx HELICc TIP60 Activité writers

Figure 17 : Récapitulatif des différentes familles de remodeleurs de la chromatine présente
chez les mammiferes. Sont notifiées les caractéristiques de leur ATPase, les complexes que [’on
retrouve dans chaque famille et leur role. « Edition » correspond au fait de modifier la
composition du nucléosome.

Ces familles sont :

e Les complexes de la famille SWI/SNF (switching defective/sucrose non-fermenting) qui
permettent le glissement et I’éjection des nucléosomes permettant 1’activation de la
transcription. Ils ne peuvent pas assembler les nucléosomes. Cette famille contient deux
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complexes différents nommés chez les métazoaires BAF et PBAF (Clapier and Cairns, 2009;
Clapier et al., 2017; Lorch and Kornberg, 2017). Cependant la composition des complexes
peuvent varier en fonction du type cellulaire (Ho and Crabtree, 2010).

e La famille ISWI (imitation switch) contient trois complexes nommés chez les métazoaires
CHRAF, ACF et NURF. Alors que les deux premiers complexes ont été décrits comme
optimisant I’espacement des nucléosomes (Barisic et al., 2019), réprimant la transcription, le
complexe NURF randomise I’espacement des nucléosomes favorisant la transcription (Clapier
and Cairns, 2009; Clapier et al., 2017).

e Les complexes de la famille CHD (chromodomain, helicase, DNA binding) sont aussi décrits
dans le glissement, 1’¢jection des nucléosomes et 1’incorporation de H3.3. Certains d’entre eux
présentent une activité enzymatique permettant la mise en place de marques épigénétiques. Chez
les mammiferes, il existe un grand nombre de complexes CHD tels que CHD1 et NuRD (Clapier
and Cairns, 2009; Clapier et al., 2017; Kobayashi and Kurumizaka, 2019).

o Les complexes de la famille INO8O (inositol requiring 80) présentent différentes fonctions
permettant 1’activation de la transcription, la réparation de I’ADN et la réplication de I’ADN.
Cette famille se distingue des autres par sa capacité a changer le dimer H2A-H2B dans les
nucléosomes par le dimer H2A.Z.-H2B et vice-versa. INO80, SRCAP et TIP60 sont les noms
des trois complexes que 1’on retrouve chez I’humain (Clapier and Cairns, 2009; Clapier et al.,
2017; Kobayashi and Kurumizaka, 2019). A noter que TIP60 a également une activité acétyle

transférase.

3. Mise en ¢évidence de I’importance des GTFs dans la transcription médié¢e

par I’ARN pol I, IT et IIL.

L’initiation de la transcription débute par le recrutement de facteur généraux de la transcription
(GTFs ; General Transcription Factor) et de I’ ARN pol II au niveau du promoteur, formant le complexe

de pré-initiation (PIC ; Pre Initiation Complex).
Les GTFs sont, pour la plupart, des complexes multiprotéiques. Ils sont requis pour :
- 1) lareconnaissance spécifique des promoteurs,
- 2) le recrutement de I’ARN pol approprié au niveau de ce promoteur,
- 3) déterminer le sens et le TSS,
- 4) initier une transcription efficace.

L’importance des GTFs a été premi¢rement observée par le fait que les ARN pol ont besoin de facteurs
additionnels pour initier la transcription au niveau d’un site particulier. (Weil et al., 1979). Par la suite
les GTFs spécifiques a chaque ARN pol ont commencé a étre caractérisés, dans un premier temps, en

fractionnant des extraits cellulaires et en testant quelles fractions étaient requises pour initier la
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transcription pour chaque ARN pol (Learned et al., 1985; Matsui et al., 1980; Mishina et al., 1982; Segall
et al., 1980). Apres 40 ans de recherches, la composition et le role de chaque GTFs dans la transcription
médiée par I’'une des trois ARN pol sont relativement bien connues. Dans le tableau 4 sont récapitulés
les différents GTFs spécifiques a chaque ARN pol (Chen et al., 2021a; Hantsche and Cramer, 2017,
Sainsbury et al., 2015; Schramm and Hernandez, 2002; Vannini, 2013).

S.cerevisiae H.sapiens
GTFs Sous-unités GTFs Sous-unités
UAF |Histone H3, H4, UAF30, RRN5, RRN9 et RRN 10 UBF |Dimére de protéines UBF
RNA polymérase | | CF |TBP, TFIIB-like factor RRN7, RRN6 et RRN11 SL1 |TBP, TFIB-like factor TAF1B, TAFIA, TAFIC et TAFID
RRN3 |[RRN3 TIF-IA |TIF-IA
TFIIA |TOAT et TOA2 TFIIA | TFITAa, TFITAP, TFITAY
TFIB |TFB TFUB |TFIB
TFIID |TBP + 14 différents TAFs (de TAF1 a TAF14) TFIID |TBP + 13 différents TAFs (de TAF1 a TAF13)
RNA polymérase IT | TFIIE [TFA1 et TFA2 TFIE |TFIIEq ct TFIER
TFIF |TFGL, TFG2 et TAF14 TFIF [TFIFa/RAP74 et TFIFB/RAP30
Corps : p62, p52. p44, p34, p8, XPB et XPD Corps : SSL2, TFB1, TFB2, TFB4, TFB5 et SSL1
TEIH yodule kinase : CDK7, Cyclin H et MATI TEIH  Module kinase : KIN28, CCL1 et TFB3
TFHIA | TFIIA/PZF1 TEHIA TFIIA
TBP TBP
BDP1 BDP1
TFIIC|[TFC1,2,3,6,7 et 8. TFHIC | TFIIC63, 220, 102, 110, 35 et 90

Tableau 4 : Récapitulatif des GTFs spécifiques a chaque ARN pol avec les noms de leur sous-unités pour la levure S.cerevisiae
a gauche et I’humain a droite. Quelques différences apparaissent entre ces deux organismes, comme pour TFIID constitué de
21 sous-unités chez la levure et de 20 sous-unités chez [’homme. Réalisé a partir de Dergai and Hernandez, 2019, Sainsbury
et al., 2015, Schier and Taatjes, 2020, Sharifi and Bierhoff; 2018, Vannini, 2013; Vannini and Cramer, 2012.

Lors de I'initiation de la transcription dépendante de I’ARN pol II, 6 GTFs (TFIIA, TFIIB,
TFIID, TFIIE, TFIIF, TFIIH) vont s’assembler pour former le PIC au niveau du promoteur (Chen et al.,
2021a; Sainsbury et al., 2015). Ce modele d’assemblage a été mis en place d’abord par la reconstitution
de systémes de transcription in vitro, essayant I’addition aléatoire de différentes fractions purifices
(Matsui et al., 1980). Puis par I’analyse de complexe reconstitu¢ a partir de complexes purifiés et

analysés par cryo-microscopie électronique (Cryo-EM) (He et al., 2013).

i. TFIID : premier GTFs a [’origine de la formation du PIC
TFIID

&) promoteur D

Figure 18 : Recrutement de TFIID par le promoteur minimum, des facteurs de transcription et des marques
épigénétiques.
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Chez les mammiferes, TFIID est un complexe de ~1.2MDa composé de la TATA-binding
protein (TBP) ainsi que 13 TBP-associated factors (TAFs). Chaque TAF est numéroté de 1 a 13 en
fonction de son poids moléculaire (Tora, 2002). Au sein du PIC il est le plus gros complexe, suivi de
I’ARN pol II et de TFIIH. Le recrutement de TFIID est régulé par les séquences nucléotidiques, les
marques €pigénétiques et les facteurs de transcription présents au niveau des promoteurs (Chen et al.,
2021a; van Ingen et al., 2008; Kalogeropoulou et al., 2010; Louder et al., 2016; Papadopoulos et al.,
2015; Patel et al., 2018). Apres son recrutement, TFIID va charger TBP au niveau de I’ADN entrainant
sa courbure (Chen et al., 2021a; Guzikevich-guerstein and Shakked, 1996; Patel et al., 2018). D’autre
part, il va réguler la formation du PIC (Chen et al., 2021a, 2021b). Comme TFIID est le point central de
mon sujet de thése, dans le chapitre suivant (voir introduction, IV) sera développé avec de plus amples
détails sa structure, son assemblage, son recrutement et sa stabilisation sur le promoteur ainsi que son

importance dans I’initiation de la transcription.

Le recrutement de TFIID comme premier GTFs n’est pas une régle générale. Dans le cas de la
transcription des snRNA, le complexe SNAPc (snRNA activating protein complex) reconnait le PSE et
recrute les GTFs pour initier la transcription (Dergai et al., 2018). Des essais de transcription in vitro
ont montré que la transcription efficace de I’snRNA Ul nécessite la présence de TBP, TFIIA, TFIIB,
TFIIF et TFIIE (Kuhlman et al., 1999).

ii. TFIIA et TFIIB : deuxieme et troisieme GTFs recrutés aupres de
TFIID.

TFIA
TFIIB

FT

Figure 19 : Recrutement de TFIIA et B au niveau de TBP.
e TFIIA

TFIA est constitué des sous-unités nommées TFIIAa, TFIIAB et TFIIAy (Heiby et al.,
2007). TFIIAa et TFIIAP sont issus d’une unique protéine qui est clivée via la Taspase 1 au niveau de
la séquence conservée QVD|G. Au sein du PIC, TFIIA interagit avec I’hétérodimere TAF4-TAF12 de
TFIID ainsi qu’avec TBP (Chen et al., 2021a; Kraemer et al., 2001; Patel et al., 2018; Schier and Taatjes,
2020). TFIIA est important pour décrocher TBP de TFIID permettant son chargement au sein du sillon
mineur induisant la courbure de I’ADN (Chen et al., 2021a; Patel et al., 2018). Néanmoins, dans des
conditions de transcription in vitro, I’'importance de TFIIA varie d’un systeme a un autre (Fant et al.,

2020; Orphanides et al., 1996). Dans un contexte in vivo, TFIIA est important pour contrecarrer 1’ effet
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du complexe NC2 (nom chez la levure, orthologue de DR1/DRAPT). Ce complexe, en interagissant avec
TBP, régule la formation du PIC au promoteur (Klejman et al., 2004; Koster et al., 2014; Thomas and
Chiang, 2006). En particulier, au niveau de promoteurs contenant une séquence Inr, le complexe
TFIIAa-B-y, ou a et B sont séparés, inhibe I’activité de NC2 et favorise le recrutement de TFIID et le
chargement de TBP au promoteur (Malecova et al., 2015). De ce fait, I’activité de la Taspase 1 a cliver
TFIIAaf permet de réguler la transcription (Zhou et al., 2006). La mutation de TFIIAafl empéchant son
clivage entraine la mort de la majorité des souris mutantes apres la naissance (Oyama et al., 2013). Parmi
les survivantes, ’ensemble des males sont infertiles dii a la perturbation de la différenciation des
spermatides (Oyama et al., 2013). Ainsi, la coupure de TFIIAaf en TFIIAa et TFIIAP est essentielle

pour la mise en place du programme génétique requis pour la spermatogencse.

Pour finir TFIIAof a un paralogue, nommé ALF, qui s’assemble avec TFIIAy (Upadhyaya et al., 2002).
Il est exprimé uniquement dans les cellules germinales (Martianov et al., 2016; Xiao et al., 2006). In
vitro, ALF est capable de stabiliser TBP sur une séquence TATA (Upadhyaya et al., 2002). Durant la
spermatogenése chez la souris, ALF interagit avec la paralogue a TBP, TBPL1 (TBP-like 1). La présence

et le role de ALF au sein du PIC ne sont pas connues.
e TFIIB

Dans des conditions de transcription in vitro, TFIIB est requis pour initier la transcription au niveau
d’un TSS unique (Matsui et al., 1980). TFIIB peut également se lier a TBP sans la présence de TFIIA
(Kraemer et al., 2001). Contrairement a TFIIA, TFIIB est requis pour la transcription. La déplétion de
TFIIB au sein de S.cerevisiae empéche 1’expression de la quasi-totalité¢ des génes codant pour des
ARNm ou ARN non codant. L’expression de 5007 génes, sur un total de 5080, est significativement

réduite (Tourigny et al., 2021).

TFIIB est le seul des 6 GTFs a n’étre constitué que d’une unique protéine de 316 acides aminés chez
I’humain. TFIIB vient contacter TBP d’une part et d’autre part I’ADN au niveau du TFIIB recognition
element (BRE), stabilisant le complexe de pré-initiation en formation (Sainsbury et al., 2015). TFIIB
contacte également la grosse sous-unit¢ RPB1 de I’ARN pol II (Bushnell et al., 2004) participant a son

recrutement et a son positionnement au niveau du promoteur (Liu et al., 2010)
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iii. TFIIF : quatrieme GTFs recruté apportant I’ARN pol 11

TFIIF
RNA pol I

Figure 20 : Recrutement du complexe TFIIF-RNA pol 11

TFIIF est constitu¢ de 2 sous-unités TFIIFa et TFIIFB. TFIIF est li¢ a I’ARN pol II au niveau de la
fente de I’ARN pol II avec des points de contact proches du lobe RPB2, de RPB9 et de I’extrémité C
terminale de RPB1 (Schier and Taatjes, 2020). L’interaction de TFIIF a I’ARN pol II prévient la liaison
non spécifique de I’ARN pol I a I’ADN et par conséquent inhibe I’initiation de transcription aberrante

(Sainsbury et al., 2015).

TFIIF est recruté au niveau du PIC en formation en contact avec TFIIA, TFIIB et TFIID (Chen et al.,
2021a). De ce fait, il permet, avec I’aide de TFIIB, de recruter I’ARN pol II au niveau du promoteur en
plus de stabiliser le PIC en formation (Bushnell et al., 2004; Chen et al., 2021a; Schier and Taatjes,
2020)

iv. TFIIE et TFIIH : Cinquieme et sixieme GTF recrutés
TFIE

RPB1 (
A~

Figure 21 : Recrutement du complexe TFIIE et TFIIH

e TFIIE

TFIIE est composé deux sous-unités TFIIEa et TFIIEB. Une fois recruté, il contacte principalement
différentes sous-unités de I’ARN pol II ainsi que TFIIF, TFIIB, TFIID (Chen et al., 2021a; Thomas and
Chiang, 2006). Son principal role est de recruter et de positionner TFIIH, avec 1’aide de TFIID, au sein
du PIC (Chen et al., 2021a) et de stimuler I’activité ATPase de TFIIH (Sainsbury et al., 2015).

e TFIH
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TFIIH est le troisiéme plus gros complexe a étre recruté, avec ces 10 sous-unités pour un poids total
d’environ 0.5 MDa (Greber et al., 2019). En plus de son role important dans la mise en place de la
transcription, TFIIH est impliqué dans les mécanismes de réparation des dommages a I’ADN (Kokic et
al., 2019). Le complexe central est constitué de 7 sous-unités. Parmi eux, XPB est une ATPase ADN-
dépendant et XPD est une 5°-3” hélicase. Les trois sous-unités restantes forment un module kinase, dont

CDK7 est I’enzyme (Greber et al., 2019).

TFIIH est recruté par TFIIE. Ces derniers interagissent ensemble a de nombreux points de contact.
L’intégration de TFIIH au complexe va réarranger sa structure conduisant a son interaction avec I’ARN
pol. L’arrivée de TFIIH dans le complexe va d’une part finaliser la formation du complexe de pré-

initiation (PIC) (Chen et al., 2021a; Greber et al., 2019)

v. Le médiateur : nouveau composant du PIC

Médiateur

Figure 22 : Recrutement du médiateur

Le médiateur est considéré comme partie intégrante du PIC (Schier and Taatjes, 2020). Ce
complexe est constitué de 25 et 30 sous-unités chez respectivement S. cerevisiae et ’humain. Sa
structure générale a été découpée en 4 modules : une téte, un corps, une queue et un module kinase qui
n’est associé que transitoirement aux 3 autres. Les sous-unités MED14 et MED17 sont les deux sous-

unités principales permettant de lier la téte, le corps et la queue.

Le médiateur est recruté au niveau des promoteurs via la liaison de sa queue au niveau de
facteurs de transcription (Allen and Taatjes, 2015; Haberle and Stark, 2018; Poss et al., 2013;
Soutourina, 2018). Il interagit avec certains coactivateurs pour réguler la transcription et la mise en place
du PIC. Dans les cellules mammiferes, CHD1 est recruté par le médiateur aux niveaux des genes activés
par la transcription (Lin et al., 2011). Dans le mode¢le S.cerevisae, SWI/SNF et SAGA sont recrutés par
le médiateur au niveau des génes (Lemieux and Gaudreau, 2004). D’autre part, il entre en contact avec
le PIC pour le stabiliser. Les mutations nulles de Med[4 et Med17 entrainent la délocalisation de TFIIB,
TBP, TFIIH et I’ARN pol II et réduit drastiquement I’expression des ARNm, snRNA et snoRNA chez la
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levure. Chez le mammifgre, le médiateur n’est pas requis pour la formation du PIC, mais est néanmoins

important pour 1’expression du programme génétique (Jaeger et al., 2020; Sun et al., 2021).

vi. Quverture de |’ ADN

La deuxiéme étape de cette initiation de la transcription est le passage du PIC fermé au PIC ouvert.
L’activité ATPase de la sous-unité XPB de TFIIH va relaxer ’ADN et I’insérer dans le centre active de
I’ARN pol II (Figure 23 A). Ainsi le triptolide (TLP), en se liant a XPB, inhibe ’activit¢ ATPase de
TFIIH et empéche la transcription (Bensaude, 2011; Forero-Quintero et al., 2021). TFIID et le médiateur
favorise 1’activité de TFIIH dans I’ouverture de la double hélice (Chen et al., 2021b). Cette structure
composée du PIC avec I’ADN ouverte, maintenue a I’aide de TFIIB et TFIIF, est la bulle de transcription
(Sainsbury et al., 2015). A partir de cette étape, la syntheése de I’ARN va débuter.

A B

Bt Activité CDK7
B Phosphorylation de
RPB1%¢5 et RPB157

Activité ATPase de XPB
Ouverture de I'ADN

TFIIF
RNA pol I

Figure 23 : Début d’élongation et réinitiation de la transcription. A) Apres la formation du PIC, [’activité
XPB permet I'ouverture de la bulle de transcription. B) L activité de CDK7 permet la phosphorylation de la
sérine 5 et 7 de RPB1. Le médiateur favorise la phosphorylation du CTD. C) Apres le départ de I’ARN pol 11,
une partir du PIC reste au promoteur pour faciliter la réinitiation.
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vii.  Premiere élongation précoce :

Aprées la mise en place du PIC, la kinase CDK7 de TFIIH, régulé par TFIIE, TFIID et le
médiateur, phosphoryle les serine 5 et 7 de I’extrémité C-terminale (CTD) de la sous-unit¢ RPB1 de
I’ARN pol 1T (RPBP***, RPB"*'") (Chen et al., 2021b; Harlen and Churchman, 2017) (Figure 23 B). En
particulier, le médiateur contacte le CTD non phosphorylé et le dirige vers CDK7 facilitant sa
phosphorylation. Une fois phosphorylé, le médiateur présente une bien moindre affinité pour le CTD.
Le traitement de cellule par THZ1, un inhibiteur spécifique de CDK7 abroge également la transcription
(Forero-Quintero et al., 2021). Ces phosphorylations libérent I’ARN pol II du PIC (Haberle and Stark,
2018).

Lors de cette premiere phase de transcription, TFIIB stimule la synthése de I’ARN naissant, permet a
I’ARN de sortir de I’ARN polymérase Il et favorise la séparation du dimer ADN-ARN (Bushnell et al.,
2004; Sainsbury et al., 2015). Lorsque I’ARN atteint 12 a 13 nucléotides TFIIB est relaché du PIC.

En ce qui concerne le complexe de pré-initiation, il a été suggéré que TFIID, TFIIA, TFIIH, TFIIE
ainsi que le médiateur resterait au niveau du promoteur. Ceci favoriserait la réinitiation de la
transcription en facilitant le recrutement d’une nouvelle ARN pol II (Yudkovsky et al., 2000) (Figure
23 C).

viii.  La pause et reprise de la transcription :
A B C

PIO0I6) Activite cOka () B®) @@ Activite cOke (). DO (@)
@ Phosphorylation de Phosphorylation de. %
@ RPB15s RPB15®

(= @Q’/
\/‘ ARN
"~ 3050nt
®

Figure 24 : Pause et reprise de la transcription. A) Le recrutement de DSIF et NELF au niveau de I’ARN pol Il bloque sa
progression de long du gene. B) Le recrutement de P-TEFp au CTD de I’ARN pol Il entraine la phosphorylation de DSIF,
NELF, et de la sérine 2 du CTD. C) NELF phosphorylé est décroché de I’ARN pol 1l et DSIF phosphorylé favorise
[’élongation.

30-50nt

Apres la synthese de 30 a 50 de nucléotides, les complexes NELF (Negative ELongation Factor)
et DSIF (DRB-Sensitivity Inducing Factor) se lie a I’ARN pol II bloquant la transcription (Schier and
Taatjes, 2020) (Figure 24 A). En particulier, NELF stabilise la liaison de ’ARN a I’ADN, défavorise
Iarrivé de nouveaux nucléotides dans le site catalytique de I’ARN pol II, et empéche le recrutement de
TFIIS (Schier and Taatjes, 2020). TFIIS est impliqué dans la reprise de la transcription, lorsque celle-ci
est bloquée, en se liant a I’ARN pol II et en clivant I’ARN naissant (Izban and Luse, 1992). La pause de

la transcription pourrait également étre favorisée par 1’apparition rapide de super enroulement négatif

40



Introduction
Mécanismes de la transcription médiée par [’ARN pol 11

de ’ADN empéchant physiquement la progression de ’ARN pol II et la présence des nucléosomes

(Haberle and Stark, 2018).

La pause de I’ARN pol II permet :
1) de maintenir la chromatine ouverte pour faciliter la réinitiation d’une nouvelle transcription,
2) de faciliter la transition du complexe de pré initiation au complexe d’¢longation,

3) étre un nouveau point de régulation de la transcription permettant I’expression rapide et
synchrone d’un certain nombre de génes (Adelman and Lis, 2012; Pimmett et al., 2021; Schier and

Taatjes, 2020).

Le recrutement de P-TEFP (Positive transcription elongation factor b) par le médiateur cause
la reprise de la transcription (Allen and Taatjes, 2015; Jaeger et al., 2020) (Figure 24 B). La kinase
CDKO9 de P-TEFp phosphoryle (Figure 24 C) :

1) NELF, le dissociant de I’ARN pol I,
2) DSIF, le rendant activateur de I’élongation,
3) la sérine 2 du CTD de RBP1 (RPB175¢%),

Cette nouvelle phosphorylation du CTD favorise le recrutement d’un ensemble de complexes permettant
la maturation de I’ARN naissant ou la modification de la composition de la chromatine (Adelman and
Lis, 2012). Le flavopiridole, inhibiteur de CDK9, perturbe la phosphorylation RBP1 a la sérine 2 et
maintien I’ARN pol II en pause.

Durant I’¢longation, I’ARN pol II transcrit a une vitesse variant entre 0.4 et 5 kb/min (Ben-Ari et al.,
2010; Darzacq et al., 2007; Jonkers et al., 2014; Singh and Padgett, 2009; Wada et al., 2009). La vitesse
de transcription a tendance a augmenter le long du corps du géne et la méthylation d’histone
(H3K79me2). La présence d’une importante densité d’exon ou de régions riches en CG réduit la vitesse
de transcription (Jonkers et al., 2014). Il est intéressant de noter que seulement 1% des transcriptions
initiées meéne a la production d’un ARNm totale. Plus précisément, seulement 13% des ARN pol II
interagissant avec le promoteur sont libérés du PIC, et parmi eux seulement 8.6% réaliseront I’¢longation

(Darzacq et al., 2007).

4. Promoteurs et GTFs contrélent la spécificit¢ de [’initiation de la

transcription dépendant de I’ARN pol 11

Environ 85% du génome d’humain est transcrit par I’ARN pol II et est & I’origine d’un grand nombre
d’ ARNnc (voir introduction, II). Bien qu’il existe de nombreuses régulations pour réguler sa spécificité,

I’ARN pol II est présent au niveau de gene réprim¢é pour la transcription ainsi que des zones
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intergéniques (Federico et al., 2020). La mutation de facteurs régulant la spécificité de transcription de
I’ARN pol II entraine I’apparition de transcription aberrante. Ainsi, chez S.cerevisiae, en absence de
MOTT1 et NC2, deux complexes régulateurs du chargement de TBP sur I’ADN, entrainent la formation
du PIC au niveau de promoteur cryptique et la transcription de séquence intergénique (Koster et al.,
2014). De plus, des mutations dans les machineries transcriptionnelles de I’ARN pol I ou I, ou des

promoteurs de leurs génes, entrainent le recrutement de I’ARN pol II a leurs promoteurs.

i. Transcription des ARNr par [’ARN pol 11

La transcription médiée par I’ARN pol I est initiée a partir d’un promoteur minimum constitué
de deux éléments : un élément en amont (upstream element : UE) et un €lément corps (core element :
CFE) (Figure 25 A). UE et CE sont reconnus tout d’abord par le GTFs UBF, vient alors le recrutement
de SL1 (aussi nommé TIF-IB) et de TIF-IA au niveau de CE (Figure 25 A). Il a ét¢ montré que la
mutation nulle des sous-unités Uaf30 ou de Rrn9 de UBF dans S.cerevisiae, empéche la liaison efficace
de UBF au promoteur. Dans ce contexte mutant particulier, les ARNr sont alors transcrits par I’ARN

pol II (Figure 25 B).

Geéne codant le pré-ARNr 45S

A
Contrdle ' - —>

B

Uaf30 ‘

Rm9 —>

-

TIF-1A

- e

A\ =TBP @D = Complexe TFIIB-like

ARN pol |

ARN pol Il

Figure 25 : Initiation de la transcription au promoteur des génes 455 en condition normale (A) et en condition mutante nulle
pour Uaf30 et Rnr9 entrainant la perte de UBF (B). En absence UBF, le pré-ARNr 45S est transcrit par la machinerie de
transcription pol II. A noter que le PIC dessiné est hypothétique.

ii. Transcription du snRNA U6 par [’ARN pol 11

Le promoteur minimum des snRNA U6 est composé d’une séquence PSE et une boite TATA. La
transcription est initiée par le recrutement d’une part de SNAPc au niveau de PSE et d’autre part de

TFIIIB, contenant TBP, au niveau de la boite TATA. S’ensuit alors le recrutement de I’ARN pol III.

Contrairement au promoteur minimum du U6, le promoteur minimum situé¢ en amont des genes snRNA
transcrit par I’ARN pol I sont dépourvus de boite TATA. La présence ou non de la boite TATA confére
la spécificité de recrutement de I’ARN pol II ou III. L’ajout d’une boite TATA dans le promoteur
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minimum de U2 entraine le recrutement de ’ARN pol III. La mutation de la boite TATA dans le
promoteur minimum de U6 entraine le recrutement de I’ARN pol II (Dergai and Hernandez, 2019; Lobo

and Hernandez, 1989).

Les mécanismes expliquant I’importance de la boite TATA dans le recrutement spécifique de I’ARN
pol III ne sont pas complétement ¢lucidés. Il a cependant été montré que TFIIA et BRF2 interagissent
avec TBP au méme point de contact, et donc que leurs interactions sont mutuellement exclusives. Quand
TBP est recruté par BRF2, il favorise le recrutement de BRF2 au promoteur a boite TATA et empéche
le recrutement de BRF2 au niveau des promoteurs sans boite TATA. La présence simultanée de BRF2
au niveau de la boite TATA et de SNAPc au niveau de PSE favorise la formation du PIC spécifique a
I’ARN pol III. 4 contrario, quand TBP est recruté par TFIIA, TFIIA favorise le recrutement de TBP au
niveau de SNAPc li¢ au PSE et empéche ’interaction de TBP avec BRF2. TFIIB est ¢galement recruté
au niveau de SNAPc au méme point de contact utilis¢ par BRF2, ce qui permet 1) d’inhiber le
recrutement de BRF2, 2) de stabiliser le complexe PSE-SNAPc-TFIIA-TBP, 3) la mise en place du PIC
spécifique a I’ARN pol II (Dergai and Hernandez, 2019; Dergai et al., 2018).

A Géne codant I'’ARNsn U6

e

ARN pol Il

B Géne codant un ARNsn (ex : U1)

ARN pol Il

Figure 26 : La présence de la boite TATA spécifie le recrutement de la machinerie de transcription ARN pol Il (A). Dans le
cas des snRNA Ul a U5, I’absence de boite TATA entraine le recrutement de la machinerie de transcription ARN pol 1. 4
noter que le dessin du PIC spécifique a I’ARN pol Il est hypothétique. En particulier, I'importance de TFIID dans la
transcription des snRNA n’a pas été montreée.
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5. Impact du RNA buffering sur 1’é¢tude des complexes impliqués dans la

transcription

Au sein de la cellule I’abondance d’ARNSs particuliers dépend de leur synthése et de leur

dégradation. Ce principe s’appelle le tamponnage des ARNs, ou RNA buffering (Hartenian and

Glaunsinger, 2019). Dans ce cas, la synthése et la dégradation des ARNs se régulent I’un 1’autre :

I’altération de la transcription est compensée par une diminution de la dégradation des ARNs et

inversement. Ainsi, le niveau global d’ARNs total reste constant malgré les possibles perturbations de

la transcription (Sun et al., 2012) (Figure 27, A-B). Ainsi, I’analyse des ARN totaux pour étudier le role

d’un complexe ne permet pas d’avoir qu’une vision partielle de son importance dans la transcription

(Figure 27 C-D). De nouvelles approches permettent dorénavant d’étudier le transcriptome naissant

(Wissink et al., 2019).
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Figure 27 : Mécanisme du RNA buffering. Le niveau d’ARN total est un équilibre entre le
niveau de transcription et le niveau de dégradation (A). Lorsqu ’une mutation entraine
l'arrét de la transcription, des mécanismes de régulation entraine la diminution de la
dégradation. Ainsi, le niveau total d’ARN reste constant. Issus de la these de Tiago
Baptista. C-D) Analyse par séquengage, des ARN totaux (C) ou nouvellement synthétisés
(D) apreés la déplétion conditionnelle de la sous-unité du médiateur MEDI4 chez
S.cerevisiae. A gauche se trouve les transcrits sous représentés par rapport au controle et
a droite ceux sur représentés. Issu de Tourigny et al. 2021.

L’analyse des ARNSs naissant est réalisée a partir de I’extraction des ARNs en cours de synthese

se trouvant a I'intérieur de I’ARN pol II. Pour cela, la technique est d’isoler la chromatine puis de

fortement la laver afin de ne récupérer que les ARNs associés a la chromatine (chromatine-associated

RNA). Cependant beaucoup d’ARNs n’étant pas associés aux ARN pol sont également récupérés. Une
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autre technique repose sur I’'immunoprécipitation des ARN pol II puis I’extraction des ARNs (Po! II-

associated RNA) (Wissink et al., 2019).

L’analyse des ARN nouvellement synthétisés repose sur le marquage métabolique des ARNs en
cours de synthése durant un court intervalle de temps. Pour cela, plusieurs types de nucléotides modifiés
peuvent étre utilisés tels que le 4-thiouridine (4sU), le 5-bromouridine (BrU) ou le 5-ethenyl-uridine
(EU) (Dufty et al., 2019). Par la suite, les ARNs marqués sont purifiés et séquencés. Dans le cas du
marquage au 4sU, il est également possible de traiter chimiques les ARNs marqués entrainant la
conversion des 4sU incorporés en une base azoté ressemblant a la cytosine (C). Apres le séquengage des
ARNSs totaux, la mutation de U en C permettra de séparer les ARNs marqués de ceux non marqués
(Wissink et al., 2019). Dans la review (Wissink et al., 2019) est décrit un grand nombre d’approches

permettant d’étudier la transcriptome naissant (Table 1).

Les mécanismes du RNA buffering reposent sur la communication entre les machineries de
transcription d’une part et de dégradation et de traduction d’autre part. Chacun des facteurs de ces
machineries sont capables d’étre transloqué du cytoplasme au noyau et inversement. De ce fait, ils
pourraient agir en tant que régulateur de la transcription ou de la dégradation en fonction du niveau
globale d’ARN dans la cellule. Néanmoins, a I’heure actuelle, les facteurs impliqués dans le RNA

buffering restent a étre élucidés (Timmers and Tora, 2018).
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Principe

A "

Considération

Lavage intensive de la chromatine

Peut étre utilisé pour isoler toutes les especes de
chromatine-ARN associées a la chromatine
Peut étre combiné avec des méthodes qui testent les

Séquence également les ARN non naissants qui sont stables et

Lxtraction des ARNs _ " . . . .
AT Séquenca: processus de co-transcription, y compris la méthylation liées a la machinerie de transcription (ex : snRNA)
SHquengage et I'édition de I'ARN,
Lavage intensive de la chromatine
Start Extraction des ARNs Identifie simultanément les TSS et de pause Ne détecte pas de transcription au-dela des
artseq Trie des ARNs en fonction de la taille et de leur coiffe 5 Permet d'identifier de nouveaux enhancers premiers ~100 nucléotides
Séquengage
I : '
Yeast Immunoprécipitation de 'ARN pol 1L Deteclt‘e fes ARNS. présent dans| A,RN pol Il . Néeessite d'avoir une lignée de cellules avee I'ARN pol 11
NET-s Extraction des ARNs Identifie les positions de la Pol 11 & une résolution UE par un énitone.
4 nucléotidique a I'échelle du génome. P pitope.
Détecté les ARNs présent dans I'ARN pol I1. Séquence également les ARN non naissants qui sont stables et
NET. Immunoprécipitation de I'ARN pol 11 Identifie les positions de la Pol 11 & une résolution liées a la machinerie de transcription (ex : sSnRNA)
m *4 Extraction des ARNs nucléotidique a I'échelle du génome. Ne détecte pas les ARNs ayant moins de 30 nucléotides.
Peut isoler I'ARN pol II ayant différentes PTMs Ne détecte que les eRNA d'enhancers déja connus
Perméabilisation des cellules
crmeabliisation s ce .u ‘.‘N T Capture les ARNs des polymérases compétentes sur le
Marquage avec des nucléotides biotinylés lan transcriptionnel
Lxtraction des ARNs p . P L . P Ne mesure pas le retour en arriere des ARN pol (backiracking)
Pro-seq 3 . Identific les positions de transcription active a unc . R )
Fragmentation . . I . N Capture également les ARN en cours de transcription & partir
e . résolution nucléotidique et & I'échelle du génome.
Purification " . des ARN pol I et ARN pol III.
o Permet d'identifier de nouveaux enhancers
Séquengage
. - Identifie les TSS Ne détecte pas de transcription au-dela des
Pro-cap Protocole pro-seq avec séléction des ARNs coiffés en 5 " i ) P . P
Permet d'identifier de nouveaux enhancers premiers ~100 nucléotides
. Identifie simultanément les TSS et de pause Ne mesure pas la transcription au-deld du site
CoPRO  Variant du PRO-cap o e ; P pas P
Mesure I'état de coiffage de 'ARN de pause proximal
Protocole similaire au caRNA seq mais avec une étape pour amplifier . . iose . .
SMIT-seq N . . © q mai ctape p piilie Mesure I'élat de I'épissage pendant la transcription Limité aux espéces a introns courts
des séquences introniques
Marquage des ARNs avec du 4-thiouridine Capture des ARNs des polymérases en cours de
TT-se Lxtraction et sonication des ARNs transcription. Ne détecte pas les pauses de I'ARN pol 11
1 Purification des ARNs marqués Peut étre utilisé pour déterminer la stabilité de 'ARN  Ne détecte que les eRNA d'enhancers déja connus
Séquengage Identific les sites de terminaison de la transeription
Marquage des ARNs avec du 4-thiouridine . . .
. § . . Nécessite un séquengage profond pour mesurer le taux de
Extraction des ARNs Caplure les ARN des polymérases en transcription . L
SLAM-seq - e . . . conversion chimique
. Traitement chimique permettant l'oxidation des 4sU incorporés en C. active.
TimeLapse-seq Les longs temps de marquage ne permettent pas de capturer les

Séquengage : I'analyse bio-informatique permet de différencier les
ARNs marqués porteur de la mutation des autres ARNs non marqués.

Peut étre utilisé pour déterminer la stabilité de 'ARN

ARNs qui viennent d'étre synthétisés

Table 1 : Récapitulatif de quelques techniques associées au séquengage permettant d’analyser le transcriptome naissant. caRNA- seq,
chromatin- associated RNA sequencing; CoPRO, coordinated precision run- on and sequencing, eRNA enhancer RNA; mNET- seq,
mammalian native elongating transcript sequencing, NET- seq, native elongating transcript sequencing, PRO- cap, precision run-on with
cap selection; PRO- seq, precision run- on sequencing, SLAM- seq, thiol (SH)-linked alkylation for the metabolic sequencing of RNA ; SMIT-
seq, single- molecule intron tracking sequencing,; TT- seq, transient transcriptome sequencing. Issu de (Wissink et al., 2019).
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IV. Description du ‘Transcription Factor IID’ (TFIID): son
évolution, sa composition et son role dans la transcription

1. Récapitulatif bréve de la découverte de TFIID

Les premieres évidences de I’apparition de TFIID, ainsi que des autres GTFs, sont issues de 1’étude
de Weil et al. en 1979, soit 10 ans apres la mise en évidence des trois ARN pol (Roeder and Rutter,
1969; Weil et al., 1979). Dans cette étude, les auteurs mettent en évidence 1’extrait cellulaire S-100
contenant des facteurs permettant d’initier précisément la transcription a partir d’un fragment d’ADN
de I’Adénovirus Ad2. Un an plus tard, cet extrait a été séparé en 4 fractions A, B, C et D par
chromatographie sur colonne de phosphocellulose (Figure 28). Des essaies de transcription in vitro
permettent de mettre en évidence I’importance des fractions A, C et D pour que I’ARN pol II initie la
transcription a un TSS unique (Matsui et al., 1980). Par la suite, il a ét¢ montré que la fraction D contenait

d’autres facteurs tel que TFIIH (Flores et al., 1992).
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Figure 28 : Premiere évidence de la présence d’un complexe 1 2 3 4
TFIID. A) Profils d’absorbance A280nm pour les fractions A, B, Figure 29 : Premiére évidence du caractére
C et D obtenus par chromatographie sur colonne de cellulose de multiprotéique de TFID. La fraction TFIID
Uextraits de cellules humaines KD S100 B) Essaie de transcription avant immunoprécipitation (2) et 1'élution de
in vitro utilisant I’extrait S100 (1) ou différentes combinaisons de I'immnoprécipitation anti-TBP (3-4) ont été
fractions A, B, C et D. C) Schéma du fragment d’ADN Ad2 analysés par silver staining. Issu de Dynlacht et

contenant le promoteur a boite TATA Major Late Promoter (PRO). al., 1991
Issu de Matsui et al. 1980

De 1980 a 1991, la composition de TFIID n’est pas siire. Ainsi, il a ét¢ méme considéré comme une
protéine de liaison a la boite TATA (Kao et al., 1990; Peterson et al., 1990). En 1991, les travaux de
Dynlacht et al. ont découvert que TFIID est un complexe de protéines (Dynlacht et al., 1991) (Figure
29). TFIID a alors été décrit comme constitu¢ de TBP (TATA-binding protein) et des protéines TAFs
(TBP-associated factors). Les TAFs ont été décrits comme des co-facteurs nécessaires pour activer la
transcription au niveau de certains promoteurs via I’induction des facteurs de transcription (Dynlacht et
al., 1991). Dans les années qui ont suivi, les génes des Tafs dans différents modeles biologiques ont été

découverts. Dans chaque modele des noms différents ont ét¢ données aux TAFs complexifiant la
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compréhension générale de TFIID dans les différents modeles. En 2002, une nomenclature a été définie
par Dr Laszlo Tora dans le but d’unifier le nom des protéines TAFs (Tora, 2002) (Tableau 6).

Table 1. New Pol II TAF nomenclature including the corresponding known orthologs and paralogs

C. elegans (ce)

New name H. sapiens (hs) D. melanogaster [dm) previous name new name S. cerevisiae (sc]  S. pombe (sp)
TAF1 TAF;250 TAF;230 taf-1 [W04A8.7) taf-1 Taf145/130 TAF,111
TAF2 TAF;150 TAF,150 taf-2 (Y37F11B.4) taf-2 Tafl50 or TSM1  (T38673)
TAF3 TAF,140 TAF,155 or BIP2 (C11G6.1) taf-3 Taf47

TAF4 TAF,130/135 TAF,110 taf-5 [R119.6) taj-4 Taf48 or MPT1 (T50183)
TAF4h TAF,105

TAF5 TAF;100 TAF;80 taf-d |F30F8.8) taf-5 Tafo0 TAF,72
TAF5b TAF,73
TAF5L PAF65B Cannonball

TAF6 TAF,80 TAF,60 taf-3.1 (WO9B6.2) taf-6.1  Tafé (CAA20756)
TAF6L PAF65a (AAF52013) taf-3.2 [Y37E11AL.8) taf-6.2

TAF7 TAF,55 [AAF54162) taf-8.1 (F54F7.1) taf-7.1  Taf67 TAF,62/PTR6
TAF7L TAF2Q taf-8.2 (YI11B2A.16) taf-7.2

TAFS (BAB71460) Prodos (ZK1320.12) taj-8 Taf65 (T40895)
TAF9 TAF,32/31 TAF,40 taf-10 (T12D8.7) taf-9 Tafl7 (S62536)
TAF9L TAF,31L (AAGO9711)

TAF10 TAF,30 TAF,24 taf-11 (KO3B4.3) taf-10 Taf25 (T39928)
TAF10b TAF, 16

TAFI11 TAF;28 TAF,30B taf-7.1 (F48D6.1) taf-11.1 Tafd0 (CAA93543)
TAF11L taf-7.2 (K10D3.3) taj-11.2

TAF12 TAF,20/15 TAF,30a taf-9 [Y56A4.3) taf-12 Taf61/68 (T37702)
TAF13 TAF;18 [AAF53875) taf-6 (C14A4.10) taf-13 Tafl9 or FUNS1 (CAA19300)
TAF14 Taf30

TAF15 TAF,68

Tableau 5 : Tableau issu de Tora, L. 2002 proposant une nomenclature unifiée pour les TAFs pour [’ensemble des modéles.

2. Histoire évolutive de TFIID

TFIID est constitué¢ d’un ensemble de TAFs dont 1’origine provient de pre-LECA (Last Eukaryotic
Common Ancestor) (Antonova et al., 2019). On suppose que le complexe TFIID ancestrale (aTFIID), si
il existait, était composé des TAFs ancestraux (aTAF) 1, 2,4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 12 ainsi que aSPT3 et
aTBP. Des duplications génétiques successives ont permis de faire apparaitre au fur et a mesure
I’ensemble des TAFs que I’on connait a I’heure actuelle. Du fait de 1’apparition progressive des
homologues TAFs, certaines ne sont présent que dans un embranchement particulier. 7afl/ est
spécifique des Cercopithecidae aussi connus sous le nom de « singes de 1’ancien monde », Taf9b des
placentaires, Taf7! des mammiferes, Taf4b des vertébrés. Taf4x est issu de la duplication de Taf4b mais
a ét¢ perdu chez les tétrapodes. Ainsi ils ne sont présents que chez les Actinopterygii et Sarcopterygii,
les poissons a nageoires rayonnées et charnues respectivement. 7af3 provient de la duplication de aZ7af8
de tel sorte que les plantes (Archeaplastidia) n’ont pas de protéine TAF3. Les plantes a fleurs ont quant
a elle une protéine EER4 homologue a TAF12 (Antonova et al., 2019). La mouche D.melanogaster
semble étre I’une des seule a présenter un paralogue a Taf10 : Taf10b (Pahi et al., 2017) (ensembl). Les
clades des souris et des rats ont la particularité d’avoir un paralogue 7af7/2, indiquant une possible

duplication de Taf7 chez I’ancétre commun Myomorpha (Kojima et al., 2019) (ensembl) (Figure 30).
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Figure 30 : Arbres phylogénétiques récapitulant I’évolution des TAFs au cours des dges géologiques. En bleu sont les TAFs connus
comme spécifiques de TFIID, en orange ceux spécifiques de SAGA, en noir ceux communs aux deux sous-unités. Il est important de
noter que la présence de chacune des TAFs dans TFIID et/ou SAGA n’a pas été verifiée pour chacun des clades. Ainsi la répartition
des TAFs dans ['un ou l'autre des complexes (tableaux a gauche) sont des hypothéses qui reposent sur nos connaissance de la
composition de TFIID et de SAGA dans S.cerevisiae, D.melanogaster et les modéles mammiferes.
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TFIID partage son histoire évolutive avec le complexe coactivateur SAGA. Chez les mammiferes,
SAGA partage 3 sous-unités avec TFIID, contre 8 estimés chez pré-LECA (Figure 30). Cette
différenciation entre SAGA et TFIID est due a I’apparition d’un ensemble de paralogues se spécialisant
soit comme sous-unités de SAGA ou de TFIID. Entre le pré-LECA et LECA, aTaf4 s’est dupliqué
faisant apparaitre la sous-unité spécifique de SAGA Adal, TAF4 se spécialisant pour TFIID. Durant la
méme période, Spt3, Tafl1 et Tafl3 sont apparus du méme gene ancestral, le premier étant spécifique a
SAGA et les deux autres a TFIID. La création de Supt7/ a partir de Taf8 s’est réalisée soit avant
I’apparition des eucaryotes soit chez I’ancétre commun Unikonta. Enfin, a I’apparition des métazoaires,
la duplication de aTaf5 et aTaf6 donnérent naissance aux sous-unités 7af5 et Taf6 spécifiques a TFIID
et Taf51 et Taf6l spécifiques a SAGA (Antonova et al., 2019). Ainsi, chez les métazoaires, seul TAF9,
TAF10 et TAF12 sont partagés entre TFIID et SAGA (Bardot et al., 2017; Herbst et al., 2021). Chez la
levure S.cerevisiae en plus de ces trois TAFs, TAF5 et TAF6 sont également partagés entre ces deux

complexes (Papai et al., 2020; Taatjes, 2017) (Figure 30)

3. Structure de TFIID

Les TAFs sont des protéines principalement structurales dépourvus d’activité enzymatique
(Wassarman and Sauer, 2001). Grace a un ensemble de domaines protéiques (Figure 31) (Miiller et al.,
2010), les TAFs interagissent ensemble et sont a I’origine de la structure flexible de TFIID (Chen et al.,
2021a; Louder et al., 2016; Patel et al., 2018) (Figure 33 A). En particulier, 8 TAFs ont des HFDs
permettant de former spécifiquement les paires TAF3-TAF10 (TAF3-10), TAF8-10, TAF6-9, TAF4-13
et TAF11-13 (Bieniossek et al., 2013a; Chen et al., 2021c; Louder et al., 2016; Patel et al., 2018;
Soutoglou et al., 2005) (Figure 31).

TFIID est formé de trois lobes nommés A, B et C (Figure 33 B, C, D). Le lobe A et B sont tous deux
formés d’un tétramere composé de TAF4-12, TAF6-9. Ce tétramére est en contact avec les domaines
NTD2 et WD40 de TAFS (Bieniossek et al., 2013a; Chen et al., 2021a; Patel et al., 2018) (Figure 32).
De ce fait, les lobe A et B sont structurellement similaires (Figure 32 A et B). Néanmoins dans le lobe
A contient I’hétérodimeére TAF3-10 alors que le lobe B contient TAF8-10 (Chen et al., 2021c; Patel et
al., 2018) (Figure 32 A et B). Au sein du lobe A, TAF11-13 est ¢galement présent contactant d’une part
TBP et de I’autre TAF4-12 (Figure 32 B). L’interaction TAF6-9, TAF4-12, TAF3-10 et TAF11-13
forment un octameére a la structure proche de ’octameére d’histone (Figure 32 B et C). Quelques
différences visibles tels que le désaxement de TAF11-13 est 1égérement désaxé par rapport a H2A et

H2B (Patel et al., 2018) (Figure 32 B et C).
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Figure 31 : Récapitulatif des domaines présents au niveau de chaque TAFs présent dans TFIID chez les métazoaires. Les TAFs
de méme couleur s’associe via les HFD pour former des hétérodimeres. Adapté de Miiller et al. 2010.
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Figure 32 : Le lobe B (A) et B (4) et ’'octamer d’histone présentent des similitudes structurales. Le cercle en pointillé montre
une des différences entre ces trois structures. Issu de Patel et al. 2018.
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Figure 33 : Vue d’ensemble de la structure de TFIID. A-D) Structure de TFIID immunoprécipité a partir de cellules HeLa
et résolue par Cryo-EM. En (A) est illustré la mobilité du lobe A par rapport au lobe B et C. (D) est une vue a 90° dans le
sens indiqué par la fleche de (C). Issu de Patel et al. 2018. E) Représentation de [’ensemble des intéractions au sein de
TFIID. Issu de Chen et al. 2021.

Le lobe A et B sont liés via les deux domaines HEAT de chaque TAF6 qui les compose (HEAT™AF64
issu de TAF6 du lobe A et HEAT™ B issu du TAF6 du lobe B) (Chen et al., 2021a; Kolesnikova et al.,
2018; Louder et al., 2016; Patel et al., 2018) (Figure 33 C et E). Ces HEAT dimérisés sont stabilisés par
TAFS8 et TAF1 (Chen et al., 2021a; Patel et al., 2018) (Figure 33 E). TAFS8 a une expansion qui va le
long des domaines HEAT dimérisés (Chen et al., 2021a; Louder et al., 2016) (Figure 33 C et E). Son
extrémité C-terminal est associée a TAF2 présent dans le lobe C (Chen et al., 2021a; Louder et al., 2016;
Patel et al., 2018; Trowitzsch et al., 2015) (Figure 33 D et E). TAF1 contacte les deux domaines HEAT
via trois motifs de liaison a TAF6 (TAF6-binding motifs, T6BMs) (Figure 33 E) (Chen et al., 2021a).
TAF1 contacte par ailleurs TBP via ses domaines TAND1 et 2 (Anandapadamanaban et al., 2013; Liu
et al., 1998) et avec TAF7 via son domaine DU3591 (Bhattacharya et al., 2014; Wang et al., 2014)
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(Figure 33 C, D et E). Par ces deux points de contact (TAF1-HEAT™F¢ et TAF8-TAF2), le double lobe
B-C (bilobe BC) forme une structure rigide alors que lobe A conserve une certaine flexibilité par rapport

au reste du complexe (Chen et al., 2021a; Patel et al., 2018) (Figure 33 A).

4. Assemblage de TFIID

D’apres le modele actuel, I’assemblage de TFIID est séquentiel. En premier lieu, un ensemble de
modules TAF se forme au sein du cytoplasme. Les dimérisations de certains sous-unités de TFIID sont
réalisés soit co-traductionnelles telles que TAFS8-TAF10 (TAF8-10), TAF6-9 ou TAF1-TBP (Figure 34,
Etape 1), ou de facon indépendante a la traduction, telles que TAF3-10 (Kamenova et al., 2019). D’autre
part, certains TAFs vont étre repliés a I’aide de chaperonne tels que le domaine WD40 de TAFS via le
complexe TRiC/CCT (Antonova et al., 2018).

L’assemblage de TFIID suit avec la formation de sous module TFIID (Figure 34, Etape 2). La formation
du core-TFIID débute par le recrutement de TAF6-9 au niveau du WD40 de TAFS. Deux modules
TAF5-6-9 ainsi que deux hétérodimeres TAF4-12 s’assemblent alors pour former le core-TFIID,
présentant une symétrie axiale (Bieniossek et al., 2013b). D’autre part, TAF2 est recruté au niveau de
I’extrémité C-terminal de TAFS de I’hétérodimere TAF8-10 formant le module TAF2-8-10 (Soutoglou
et al., 2005; Trowitzsch et al., 2015). Il a été montré que TAF7 est associ¢ a TAF11-13 dans le
cytoplasme (Gupta et al., 2017). TAF7 interagit avec TAF1 (Bhattacharya et al., 2014; Wang et al.,
2014). Il a du coup été suggéré qu’un complexe TAF1-7-11-13 existe peut-étre comme sous-module

mais cela reste a étre montré (Patel et al., 2020).

L’assemblage du complexe TFIID continue par la formation du module 8-TAFs. Par TAF8, le module
TAF2-8-10 est associé au core-TFIID (Demény et al., 2007a; Scheer et al., 2021) (Figure 34, étape 3).
Le recrutement spécifique de TAF8-10 au niveau du lobe B est induit par les contraintes physiques
imposés par I’asymétrie de D’interaction des domaines HEATs™F (Chen et al., 2021a). Cette
incorporation entraine une réorganisation du core-TFIID : le pré-lobe B se balance vers le pré-lobe A
d’environ 40 A° et le pré-lobe A de 14 A° vers le pré-lobe B (Bieniossek et al., 2013b). Cette
réorganisation a €té suggérée comme important pour le recrutement des autres modules. Ainsi, TAF3-
10, TAF11-13, TAF1-TBP et TAF7 (avec TAF1 ou TAF11-13) s’assemble sur le module 8TAFs
formant TFIID (Figure 34, étape 3).

Certaines études suggerent que 1’assemblage final de TFIID est réalisé dans le noyau (Bieniossek et al.,
2013a; Patel et al., 2020; Trowitzsch et al., 2015). Cela concorde avec le fait que TAF10 requicre TAFS8
ou TAF3 pour étre importé¢ dans noyau (Soutoglou et al., 2005). Cependant, seul TAF3, TAF8 et TAF1
semblent présenter une signal de localisation nucléaire (nuclear localization signal, NLS) (Soutoglou et
al., 2005, uniprot). De ce fait, I’importation de TAF7, TAF11-13 et du coreTFIID au sein du noyau reste
a étre ¢lucideé.
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Etape 1 :Hétérodimérisation de modules TAFs : exemple d'assemblage co-traductionnel avec TAF8-10
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Figure 34 : Assemblage séquentiel de SAGA

5. TFID et SAGA proche parente
i. Structure de SAGA

Le complexe SAGA (Spt-Ada-Gen5 acetyltransferase) est composé de 19 a 20 sous-unités, en
fonction des especes, réparties en 5 modules : le module histone acetyltransferase (HAT), un module
histone déubiquitinase (DUB), le module TRRAP, et le module splicing (SPL) ainsi que le module corps
autour duquel les 4 premiers modules sont positionnés (Helmlinger and Tora, 2017; Herbst et al., 2021)

(Figure 35).

Ce module corps contient 3 TAFs partagés avec TFIID : TAF9/9B, TAF10 et TAF12 (Herbst et al.,
2021). Ils forment les 3 hétérodimeres TAF6L-9/9B, TAF10-SUPT7L, TAF12-TADAI, dont les
interactions sont médiées par leurs HFDs. Dans ce corps est également présent SUPT3H, qui contient
deux HFDs qui se dimérisent entre eux. Ces 4 appariements basés sur les HFDs forment un pseudo-
octamere déformé a la structure différentes de 1’octamere d’histone (Herbst et al., 2021). Tout comme

dans TFIID, ce pseudo-octamére est en contact proche avec le domaine WD40 de TAF5L. Enfin, le
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corps €galement formé de la protéine SUPT20H qui parcourt tout le corps SAGA servant de squelette.
Sa présence est important pour le maintien de TRRAP, SPL et HAT dans SAGA (Herbst et al., 2021;
Nagy et al., 2009) (Figure 35).

La composition et la structure de SAGA de S.cerevisiae sont différentes de celles du SAGA de
mammifeére (Herbst et al., 2021; Papai et al., 2020). En particulier, une protéine SPT8 est ¢galement
présente au niveau du corps de SAGA, permettant le recrutement de TBP. Cette interaction est
¢galement favorisée par le contacte de TBP avec les HFDs de SPT7 (orthologue de SUPT7L). L’absence
de SPT8 ainsi que le fait que les HFDs de SUPT7L soient repliés I’un sur 1’autre fait que TBP n’est pas
recruté par SAGA chez les mammiféres (Fischer et al., 2021a; Papai et al., 2020) (Figure 35).

SAGA humain

SUPT20H

TAF5L

[EEEE :

Figure 35 : Structure du complexe SAGA humain (haut) et de S.cerevisiae (bas). Le cercle pointillé bleu indique le lieu de
liaison de TBP dans le complexe SAGA de S.cerevisiae. Adapté de Herbst et al., 2021 & Papai et al., 2020.
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ii. Fonction de SAGA

SAGA régule la transcription par sa capacité a acétyler les histones, via son domaine HAT, ou
a les déubiquitiner, via son domaine DUB (Fischer et al., 2019; Helmlinger and Tora, 2017). Chez
S.cerevisae SAGA a tout d’abord été décrit comme régulant la transcription de genes en lien avec la
réponse au stress (Huisinga, 2005). Néanmoins, de plus récentes études ont montré que SAGA est requis
pour I’expression de I’ensemble des geénes chez S.cerevisae. D’une part, SAGA est retrouvé aux
promoteurs de tous les génes transcrits. D’autre part, les mutations nulles de Stp20™" et Spt7” , deux
sous-unités du module corps, entrainent une réduction globale de la transcription des ARNm (Baptista

etal., 2017).

Chez les mammiféres, SAGA ne semble pas étre requis pour I’expression de I’ensemble des genes. La
mutation de différentes sous-unités de SAGA entraine la morte tardive des embryons (Tableau 7). Chez
les mESC, la perte conditionnelle de SUPT20H (orthologue de SPT20) ou de SUPT7L (orthologue de
SPT7) n’entraine pas la réduction totale de la transcription. SAGA a été décrit comme important pour
stabiliser le programme d’expression génétique nécessaire au maintien de la pluripotence des mESC
(Fischer et al., 2021b). De plus les cellules mutantes présentent des phénotypes différents en fonction
du milieu de culture utilisé (Fischer et al., 2021b). En particulier, en condition 2i+lif+serum les cellules
mutantes présentent un phénotype moins important que lorsqu’elles sont cultivées en milieu lif+serum.
Le 2i (2 inhibitor) correspond a deux molécules : CHIR99021 et PD0325901. Elles inhibent les voies
de signalisations de MEK/ERK et GSK3 impliquées la répression de I’expression des facteurs de
transcriptions de pluripotences (Martello and Smith, 2014). D’autre part, le 2i entraine une
hypométhylation de la chromatine et augmente la quantité de ShmC (Huisinga, 2005). Ainsi, la fonction
de SAGA semblerait étre dépend de 1’épigénome. Ensemble ces données suggerent que, contrairement
a SAGA chez S.cerevisae, la fonction de SAGA chez les mammiféres est spécifique a I’expression de

genes particuliers dans un contexte particulier.

Mutant Se développe jusqu'a Référence

(Warrier et al., 2017,

Supt20h | Mutant hypomorphe | 9,5 jpc Zohn et al., 2006)
(Perez-Garcia et al.,

Supt3h | Mutant nul 14,5 jpc 2018)

Usp22 Mutant nul 13,5 jpc (Wang et al., 2021)

Atxn7I3 | Mutant nul 7,5 jpc. (Wang et al., 2021)

Trrap Mutant nul 7,5 jpc (Herceg et al., 2001)

Tableau 6 : Récapitulatif de quelques mutants murins
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Figure 36 : SAGA partage ses sous-unités avec de nombreux complexes participant
eux aussi a la mise en place et/ou la régulation de la transcription. Issu de
Helmlinger and Tora, 2017.
L’étude du role de SAGA dans la transcription est difficile car d’une part ce dernier partage de

nombreuses sous-unités avec d’autres complexes, et d’autre part d’autres complexes sont impliqués dans

I’acétylation et la déubiquitination des histones.
e [emodule DUB

Le module DUB de SAGA entraine la déubiquitination de H2B mono-ubiquitiné (Helmlinger
and Tora, 2017). La sous-unités catalytique du module DUB a I’origine de la déubiquitination est
yUbp8/hUSP22 (Zhang et al., 2008). Chez les levures, Ubp10 est une autre déubiquitinase indépendante
de SAGA. La mutation nulle de Ubp10 ou Ubp$§ entraine une augmentation importante H2Bub (Bonnet
et al., 2014; Emre et al., 2005). Néanmoins, alors que ’activit¢ de UBP10 est impliquée dans la

répression de la transcription, 1’activité de UBP8 permet ’activation de la transcription.

Chez les cellules mammiferes, I’activité¢ de déubiquitination est également supportée par deux autres

complexes DUB indépendants de SAGA. Ces deux complexes contiennent ATXN7L3 et ENY2 ainsi
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que la déubiquitinase USP27X ou USP51. (Helmlinger and Tora, 2017) (Figure 36). La mutation nulle
de hUsp22, hUsp27x ou hUsp5 1 n’entraine pas une modification importante du niveau de H2Bub. Seul
la mutation nulle d’4#n7I3 ou des trois déubiquitinase entraine une augmentation significative de
H2Bub (Atanassov et al., 2016). Il semblerait que les trois complexes agiraient en concert, régulant
I’activité de déubiquitination aux niveaux de loci particuliers. Par conséquent ils auraient des activités
différentes que ce soit au niveau de la régulation de la transcription, de la maturation des ARNs ou bien

de la réplication de I’ADN (Atanassov et al., 2016).
e Lemodule HAT

Le module HAT de SAGA acétyle principalement les histones H3 aux résidus K9 et K14
(Helmlinger and Tora, 2017). Chez S.cerevisae, GCNS5 est I’acétylase du module HAT de SAGA, mais
il est également retrouvé dans le complexe ADA (Helmlinger and Tora, 2017) (Figure 36). La mutation
nulle de Gen5” entraine une diminution de H3K9ac (Baptista et al., 2017; Bonnet et al., 2014). En
absence de GCNS le niveau globale de la transcription est diminué ce qui suggere le réle important de

I’acétylation des histones par GCNS pour I’initiation de la transcription (Baptista et al., 2017).

Chez les cellules mammiferes, GCN5 a un paralogue nommé PCAF qui peut également se trouver dans
SAGA (Helmlinger and Tora, 2017). La double mutation nulle Gen5™ ; Pcaf’” chez des MEFs entraine
une disparition compléte de H3K9ac mais pas H3K 14ac (Jin et al., 2011). GCNS5 et PCAF ne sont pas
équivalent dans leur activité acétylase : alors que les mutants nuls Pcaf’” se développent sans probléme
apparent, indiquant qu’il n’est pas requis pour I’embryogenése, la mutation nulle de Gen5 est 1étale au
stable embryonnaire, des problémes développementaux apparaissant a partir de E7.5 (Xu et al., 2000).
GCNS et PCAF sont par ailleurs partagés avec le complexe ATAC (Helmlinger and Tora, 2017). ATAC
et SAGA ne présentent pas eux non plus de redondance compléte au niveau de leur activité d’acétylation
et de régulation de ’expression des genes (Fischer et al., 2021b; Helmlinger and Tora, 2017) (Figure
36). Bien que les deux complexes semblent important pour maintenir 1’état d’auto-renouvellement des
mESC, I’induction de la perte conditionnelle de sous-unités spécifiques a I’un ou ’autre des complexes
diminue I’accessibilité de la chromatine, le niveau globale de H3k9ac et I’expression de différant genes
(Fischer et al., 2021b). Ainsi chez les mESC SAGA et ATAC seraient impliqués dans la régulation de

I’expression de genes particulier.
e TRRAP

scTral/hTRRAP est la sous-unité la plus grosse du complexe (~420kDa). Il est partagé avec le
complexe de scNuA4/hTIP60 a I’origine de I’acétylation de H4, H2A et H2A.Z (Figure 36). Que ce soit
chez S.cerevisiae ou I’humain, scTral/hTRRAP a ét¢ montré comme étant capable de se lier a différents
facteurs de transcription (Brown et al., 2001; McMahon et al., 1998). Chez S.cerevisiae, la mutation
scTral I’empéchant de se lier au facteur de transcription GCN4p entraine a la fois une diminution de

I’acétylation de H3 et de H4 au niveau des promoteurs des geénes dont I’expression est stimulée par
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GCN4P ainsi qu’une diminution de I’expression de ces génes (Brown et al., 2001). De la méme fagon,
chez les mESC TRRAP semble étre recruter au niveau de OCT4 pour maintenir I’expression de geénes
de pluripotence (Sawan et al., 2013). La mutation nulle conditionnelle de 77rap diminue 1’acétylation
de H3K9 et H4, favorisant la mise en place de H3K27me3, une marque répressive pour la transcription,
au niveaux des promoteurs des geénes de pluripotences, entrainant une diminution de I’expression de ces

genes et favorisant par conséquent la différenciation des mESCs (Sawan et al., 2013).
e Le module SPL

Le module SPL n’est présent que dans les complexes SAGA présents chez la Drosophile ainsi que
ceux présents dans les mammiféres (Fischer et al., 2021a; Helmlinger and Tora, 2017). Ce module
pourrait donc étre apparu chez I’ancétre des métazoaires. La fonction de ce complexe n’a pour I’instant

pas été étudiée.

6. Role de TFIID dans I’initiation de la transcription :

TFIID est considéré comme le premier GTFs a étre recruté au niveau des genes transcrit par I’ARN

pol II (Voir chapitre III).

1) Cibler le site d’initiation de la transcription.

Le recrutement de TFIID au niveau des promoteurs dépend d’une part de I’épigénome. H3K4me3
et I’acétylation de H3 et H4 sont des marques d’activation de la transcription retrouvées au niveau du
nucléosome +1 (Ernst et al., 2011; Heintzman et al., 2007). Chez les mammiféres, H3K4me3 permet de
recruter TFIID via TAF3 et facilite la mise en place du PIC a tout type de promoteur (van Ingen et al.,
2008; Lauberth et al., 2013; Vermeulen et al., 2007). La phosphorylation de H3T3 entraine la
dissociation de TAF3 de H3K4me3 (Varier et al., 2010). Cette découverte permet de comprendre
I’importance de la régulation de 1’épigénome dans le recrutement de TFIID. Les deux bromodomaines
de TAF1 permettraient également le recrutement de TFIID au promoteur (Jacobson et al., 2000). En
particulier, la présence de H3K9ac et de H3K14ac au niveau de H3K4me3 favorise le recrutement de

TFIID (Vermeulen et al., 2007).

D’autre part les facteurs de transcription favorisent le recrutement de TFIID. Par exemple, le facteur de
transcription p53 permet de recruter et de stabiliser TFIID au niveau des promoteurs des genes dont p53
active la transcription (Coleman et al., 2017). Pour autre exemple, I’interaction de TAF10 avec GATALI
est requise I’expression du programme d’expression génétique nécessaire a 1’érythropoiése chez la
souris (Papadopoulos et al., 2015). L’interaction entre TAF4B et le facteur de transcription ZFP628 est
requis pour la spermatogenese chez la souris (Gustafson et al., 2020). Dans les cellules cancéreuses de
cancer colorectale, TAF4B interagit avec différents facteurs de transcription de la famille Jun régulant

I’expression de ’integrin a6 (Varier et al., 2010).
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Enfin, plusieurs TAFs sont impliqués dans la liaison a I’ADN. En particulier, TAF1 reconnait les
promoteurs minimuns régions aux niveaux des séquences MTE, DPE et DCE (Lee et al., 2005; Louder
et al., 2016; Wang et al., 2014). Le domaine winged-helix (WH) de TAF1 contacte DPE/MTE (Louder
et al., 2016; Wang et al., 2014). TAF1 a également un domaine CCHC zinc knuckle (ZnK) qui contacte
I’Inr (Curran et al., 2018; Louder et al., 2016). Chez S.cerevisiae, I’extrémité C-terminal de TAF1, non
conservé chez I’humain, est également une zone de liaison a ’ADN (Mencia and Struhl, 2001).
L’interaction de TFIID avec I’Inr est également réalisée par TAF2 (Chalkley and Verrijzer, 1999;
Louder et al., 2016). D’autres TAFs ont ét¢ suggérés comme interagissant avec I’ADN tels que

I’hétérodimere TAF4-12 (Gazit et al., 2009)

2) Chargement de TBP dans la double hélice d’ADN

L’analyse par Cryo-EM de complexes PIC entiers ou partiellement assemblés a permis de mettre en
¢vidence I’importance fonctionnelle de TFIID dans le chargement de TBP dans I’ADN. Deux études
différents a permis de mettre en évidence deux modeles pour le chargement de TBP relativement

similaire (Chen et al., 2021a; Patel et al., 2018).
- Le modele Nogales (Patel et al., 2018)

Le modele Nogales explique comment TFIID charge TBP au niveau d’un promoteur contenant une boite
TATA, une séquence Inr, DPE et MTE. Dans ce cas, 6 états de TFIID ont ét¢ décrits correspondant a
six conformations du lobe A par rapport au reste au bilobe BC : ‘canonique’, ‘étendu’, ‘scanning’,

‘réarrang¢é’ et ‘engagé’.
e Canonique et étendu

Dans I’état canonique et étendu, le lobe A se déplace librement entre le lobe B et C. TBP est en
contact avec d’une part TAF11-13 sur un c6té et d’autre part avec le domaine TAND2 de TAF1 de
I’autre coté. De plus, le domaine TAND1 de TAF1 se trouve a I’intérieur du domaine de liaison a I’ADN
(Gupta et al., 2017; Liu et al., 1998; Patel et al., 2018). Sous cette forme, TBP ne peut donc ni interagir
a I’ADN ni avec TFIIA (Patel et al., 2018) (Figure 37 A a et b).

En présence de séquences ressemblant a une séquence Inr, MTE et DPE, le lobe C, formé de TAF1-2-7
rentre en contact avec I’ADN. Le high mobility group (HMG) de TAF1 contacte I’ADN au niveau de
I’Inr dans le sillon mineur. TAF1 contact également, avec TAF2, le MTE et le DPE au niveau des deux
sillons de la double hélice (Figure 37 B ¢ et d, étoile). TAF1 est rapporté comme vraiment flexible par
rapport a son point d’accrochage qu’est TAF6, optimisant sa liaison a I’ADN (Chen et al., 2021a; Louder
et al., 2016). Ce contact du lobe C avec I’ADN va étre consolidé avec la liaison du lobe B a I’ADN.
TAF4 contacte I’ADN juste en amont de la boite TATA via une la boucle située entre la troisi¢me et la

quatrieéme I’hélice a (respectivement a3 et a4) (Figure 37 D, I, TAF4).
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e Scanning et réarrangé

L’interaction de TFIID avec I’ADN déplace le TAND1 du domaine de liaison a ’ADN de TBP. Ainsi
TBP est en contact proche avec I’ADN (Figure 37 A, ¢). TFIID est dans ’état scanning (Figure 37 A c).
TFIIA est alors recruté au niveau de TBP, déplacant le TAND2 de TAF1. TFIID est alors sous 1’état
réarrangé (Figure 37 A d). Cette nouvelle interaction stabilise le contacte entre le lobe A et le lobe B.

TBP s’insere dans le sillon mineur de I’ADN au niveau de la séquence TATA.
e Engagé

TFIID est alors sous la forme engagée : TBP se trouve au niveau du lobe B, interagit avec TFIIA
et est inséré dans I’ADN plié. L’insertion de TBP dans I’ADN rompt le contact de TBP avec TAF11-13
(Figure 37 B e). Ceci permet le recrutement de TFIIB et le début de la formation du PIC (Figure 37 A

f).

Le modele Nogales a été mis en lumiére en utilisant un promoteur synthétique (SCP : Super Core
Promoter) contenant la boite TATA, I'Inr, le DPE et le MTE (Louder et al., 2016). Or ce genre de

promoteur n’est pas retrouvé, ou trés rarement, au sein du génome (voir chapitre I11.1.)
- Le modele Xu (Chen et al., 2021a)

Le modele de Xu a déterminé comment TFIID charger TBP dans ’ADN a partir de promoteur
endogene ne contenant qu’un ou deux séquences permettant le recrutement de TFIID. Le modele est

assez proche du modele de Nogales, a quelques exceptions pres.

Tout d’abord, TFIIA est indiqué comment capable de se lier a TBP sans la présence d’ADN (Figure
37 B a, b). TFIID passe alors d’une conformation canonique dans laquelle le lobe A est proche du lobe
C (Figure 37 B a), a une conformation réarrangée dans laquelle le lobe A est proche du lobe B et TBP
interagit avec TFIIA (Figure 37 B b). Sous conformation canonique ou réarrangée, TFIID est recruté au
niveau du corps promoteur. TFIID est alors juste posé sur I’ADN. Contrairement au modéle de Nogales,

le lobe A est décrit comme pouvant se déplacer librement du lobe B a C.

Le chargement de TBP ainsi que 1’assemblage du PIC dépend par la suite du type de promoteur
présent. Dans tous les cas, la formation du PIC est initi¢e avant que TBP soit chargée dans I’ADN. TFIIB
est alors recruté au niveau de TBP au niveau du lobe B. Puis, TFIIF et I’ARN pol II sont également

recrutés, formant un PIC intermédiaire (Figure 37 C).

Au niveau d’un SCP, le lobe C est verrouillé au niveau des séquences Inr, MTE et DPE et TBP est
chargé au niveau de la boite TATA. L’ADN est alors pli¢ d’un anglais de 45°. TFIID reste en contact
avec I’ARN pol II. TBP et le lobe C sont séparés de ~32pb (Figure 37 C L et D I).

Dans le cas d’une absence de boite TATA, le complexe TFIID est repositionné de tel fagon que TBP va

scanner la séquence en amont et se lier a une séquence similaire a une boite TATA (Figure 37 C Ila et
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D IIa). De la méme fagon, en absence des séquences Inr, DPE, le lobe C va scanner la séquence se
trouvant en aval, jusqu’a trouver une séquence permettant au lobe C de s’ancrer (Figure 37 C IIb et D
IIb). Dans ces deux cas, I’engagement de TBP dans I’ADN va courber I’ADN d’un angle de 100°. TFIID
n'est plus en contact direct avec I’ARN pol II. TBP et le lobe C sont séparés de ~42pb.

Dans les trois cas, TBP et TFIID n’ont plus qu’un contact indirect via I’interaction entre TAF4-

TFIIA-TBP.

3) Recruter le GTFs

TFIID joue un réle important dans le recrutement de GTFs. Ainsi la déplétion conditionnelle de
TAF12 au sein des mESC perturbe la localisation de TFIIA, TFIIB et le médiateur au niveau des
promoteurs (Sun et al., 2021). II est intéressant de noter que la modification post-traductionnelle des
TAFs permet de réguler la mise en place du PIC. Par exemple, lors de la différenciation des cellules FO
en endoderme pariétal, la méthylase SET9 est présent au niveau des promoteurs des génes dont
I’expression est activée durant la différenciation. Lors du recrutement de TFIID a ces promoteurs,
TAF10 va étre méthylé par SET9 ce qui favorise la transcription de ces génes (Kouskouti et al., 2004).
Ceci peut suggérer que la méthylation de TAF10 favorise la mise en place du PIC.

4) Favorise la phosphorylation de la Ser2 et Ser7 de CTD®"®!

La présence de TFIID au sein du PIC favorise le positionnement du module CAK de TFIIH,
contenant CDK?7, prés de I’ARN pol II. La résolution de la structure de PIC contenant TBP seul, sans
TFIID, montrait précédemment un autre positionnement ne favorisant pas ce contact. La présence de
TFIID favorise donc le contact de CTD®™®' au niveau de CDK7 et par conséquent favorise sa
phosphorylation au niveau de la RPB157 et de la RPB15°?, ce que TBP seul ne fait pas (Chen et al.,
2021a).

En conclusion, TFIID intervient tout au long de la mise en place du PIC, de la reconnaissance
du promoteur a la phosphorylation de RPB1 nécessaire a I’initiation de 1’¢longation. De ce fait, il permet

de coordonner les différentes étapes de I’initiation de la transcription.
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Figure 37 Schéma expliquant le recrutement de TFIID au niveau des promoteurs, le chargement de
TBP dans I’ADN et le recrutement des premiers GTFs en fonction du modele de Nogales (A) ou de Xu
(B, C et D). Adaptés de Patel et al. 2018 et Chen et al. 2021.
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7. Importance fonctionnelle des TAFs.
iii. Les TAFs sont requis pour le développement embryonnaire chez

la souris

L’importance des TAFs in vivo a été montré par I’étude d’embryons de souris mutés pour 7af7, TafS
et Taf10 (Gegonne et al., 2012; Mohan II et al., 2003; Voss et al., 2000). La mutation nulle de chacune
de ces protéines bloque le développement embryonnaire 4,5 jours apres la fécondation (E). Il est
intéressant de noter que les embryons murins délétés en Thp arrétent également de se développer vers
E4,5 (Martianov et al., 2002a) indiquant I’importance d’un TFIID complet pour les premicres étapes de

du développement embryonnaire murins.

Les mutants 7af8 et Taf10 présentent des phénotypes relativement similaires (Mohan II et al., 2003;
Voss et al., 2000). Ils éclosent de la zonae pellucidae et s’implantent. Les boutons embryonnaires de ces
mutants présentent un taux important d’apoptose et par conséquent la production de mESC a partir des
blastocystes mutants n’est pas possible. La similitude des phénotypes des mutants Taf8" et des mutants
Taf10” peut étre mis en lien avec le fait que TAF10 est requis pour maintenir I’intégrité de TAFS8
(Kamenova et al., 2019). Les mutants nuls zygotiques Taf7”" ont été bien moins décrits. Contrairement
aux deux autres mutants, les mutants Taf7” ne semblent pas étre capable de s’implanter. Les auteurs
n’ont pas regardé si le niveau d’apoptose était augmenté chez les mutants au niveau du bouton

embryonnaire ou si il était possible d’en générer des mESC (Gegonne et al., 2012).

iv. Role des paralogues au TAFs dans [’établissement d’un
programme d’expression génétique particulier.
1) TAF4 vs TAF4B

La génération de mutants zygotiques Taf4" ou Taf4b”" a permis de mettre en évidence que ces deux
protéines n’ont pas de fonction complétement redondante. Les embryons Taf4” sont capables de se
développer jusqu’a E8.5 (Langer et al., 2016). Cependant des E6,5, les embryons mutants commencent
a se distinguer par une taille plus petite, indiquant que le développement commence a étre perturbé.
L’analyse de la composition de TFIID a partir des mESC dérivés des mutants a permis de montrer que
TAF4B est intégre dans TFIID en absence de TAF4. Ainsi, il a été suggéré que TAF4B peut compenser
la perte de TAF4 pour maintenir la viabilit¢ des mESC et initier les premieres étapes précoces du
développement embryonnaire. Par la suite, dans les stades tardifs du développement, TAF4 est requis
pour la mise en place des programmes d’expression génétique nécessaire a la différenciation cellulaire

(Langer et al., 2016).
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La mutation nulle de Taf4b est viable. Cependant, les souris deviennent rapidement infertiles. Les males
Taf4b”" deviennent progressivement infertile vers 11 semaines. TAF4B est exprimé dans les
spermatogonies. Il est nécessaire pour leur prolifération et 1I’expression des geénes impliquées dans la
spermatogénése (Falender et al., 2005a). Chez les femelles, TAF4B est exprimé dans les ovocytes. Les
femelles Taf4b”" sont infertiles dés la naissance. TAF4B a été montré comme requis pour la mise en

place des follicules et la reprise de la méiose apres la fécondation (Falender et al., 2005b).

2) TAF9 vs TAF9B

Chez les mammiferes, TAF9 et TAF9B ont en partie des fonctions spécifiques. La perte de TAF9B
chez les mESC n’affecte pas leur capacité d’auto-renouvellement et les souris Taf9bh” sont viable et
fertile (Herrera et al., 2014). TAF9B semble spécifiquement important pour mettre en place le
programme d’expression génétique lors de la différenciation neuronale. Il est cependant important de
noter que dans ce processus de différenciation, TAF9B fonctionne principalement au sein de SAGA

(Herrera et al., 2014). A I’heure actuelle, il n’existe pas de souris Taf9”.

Au sein des cellules HeLa, TAF9 et TAF9B sont tous deux requis pour maintenir la viabilité cellulaire.
Néanmoins, la fonction de TAF9 et TAFIB ne se chevauchent pas complétement : la réduction de leur

quantité au sein des cellules perturbe 1’expression de genes différents (Frontini et al., 2005).

3) TAF7vs TAFTL

TAF7 et TAF7L ont des fonctions spécifiques. Alors que la mutation nulle 7af7" est 1étale au stade
blastocyste, la mutation nulle de Taf7!” est viable. TAF7L est requis d’une part pour la spermatogenése.
Durant la spermatogenese, TAF7L est transloqué dans le noyau a un moment précis de la différenciation
cellulaire et remplace TAF7 dans TFIID (Pointud, 2003). La perte de TAF7L perturbe I’expression de
genes spécifiquement exprimé dans les cellules germinales et réduit la production et la mobilité¢ des
spermatozoide (Zhou et al., 2013). TAF7L est également requis pour I’adipogenése. Il est impliqué dans
la mise en place du programme d’expression génétique nécessaire a la différenciation. Dans ce contexte,

TAF7L est li¢ a TBP, et par conséquent potentiellement a TFIID (Zhou et al., 2013).

v. L’importance de TAF10 et de TAF7 dépend du contexte cellulaire

et du programme d'expression génétique.
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1) TAF7

TAF7 semble étre requis pour la transcription dans des contextes cellulaires particuliers. La
différenciation des lymphocytes T a partir de leurs progéniteurs se fait en deux étapes. TAF7 a été
montré comme requis pour la premicre étape de différenciation, mais pas pour la deuxi¢me étape. 1l est
cependant important a noter que la déplétion de TAF7 n’était pas totale lors de ces expériences. Les
progéniteurs ayant passé la premicre étape de différenciation ne présentaient qu’un faible nombre de
genes dérégulés. Ainsi dans ce contexte TAF7 n’est pas requis pour 1’expression de ’ensemble des
genes (Gegonne et al., 2012). Au sein des mESC, TAF7 n’est pas requis pour maintenir leur état de
pluripotence. Il est intéressant de noter que cette particularité lui est spécifique, les autres TAFs 1, 3, 4,
4B, 5,6,9, 11, 12 et 13 ont été€ montré eux comme requis pour maintenir cette état pluripotent (Pijnappel

et al., 2013).
2) TAFI10

Chez les mammiferes, TAF10 n’a pas de paralogue. Les études de mutants dans lesquelles 7af70
est délété ont démontré que I’importance fonctionnelle de TAF10 dans la survie et la différenciation
cellulaire dépend du contexte cellulaire. Ainsi, alors que la mutation nulle zygotique de 7af70 entraine
la mort du bouton embryonnaire, les cellules trophoblastiques de ces mémes embryons survivent un
certaine temps en culture (Mohan II et al., 2003). De plus, TAF10 a ét¢ montré comme facultatif pour
certaine différenciation cellulaire. En absence de TAF10, les cellules F9 de carcinome embryonnaire
meurent. Néanmoins, le traitement de ces cellules a 1’acide rétinoique les maintient en vie durant la
différenciation en type endodermique primitive (Metzger et al., 1999). 4 contrario, ces mémes cellules
mutantes ne peuvent pas se différencier en type endoderme pariétale lorsqu’elles sont traitées avec de
I’acide rétinoique et du AMP cyclique dibutyryle (AMPc). Dans un contexte in vivo il a également été
montré que la délétion conditionnelle de 7af10 dans les kératinocytes chez la souris adulte n’a pas d’effet
sur sa capacité de régénération de la peau. Mais la encore, la méme délétion réalisée chez le feetus
empéchait la différenciation des kératinocytes (Indra et al., 2005). Le dernier exemple en date est la
délétion conditionnelle de 7af70 au sein des mésodermes embryonnaires. La délétion est initiée peu
avant 7 jours apres la fécondation et TAF10 est absent des mésodermes a partir de 8,5 jours apres la
fécondation (Bardot et al., 2017; Perantoni et al., 2005). Ces mutants sont capables de se développer
jusqu’a 9.5 jours apres la fécondation. Chez ces mutants, le mésoderme des plaques latérales n’est pas
capable de former de bourgeon de membres alors que le mésoderme présomitique continue a produire

des somites, tous les deux heures, processus appelé somitogenese (Bardot et al., 2017).

11 est intéressant de noter que la perte de TAF10 n’abroge pas complétement la transcription. La
somitogenese est un processus hautement régulé qui requiere I’expression cyclique de geénes. Du fait
que la somitogenese continue de se réaliser pendant une journée en absence de TAF10 indique que

TAF10 n’est pas requis pour la transcription durant cet intervalle de temps. Ainsi, Lfing, un geéne
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présentant une expression cyclique au cours de la somitogenése, conserve cette expression cyclique en
absence de TAF10 (Bardot et al., 2017). De plus, des analyses sur micropuce a partir de mésoderme
présomitique ne présentaient pas une réduction globale du niveau d’abondance des ARNs. D’autres
¢tudes ont montré que TAF10 n’est pas requis pour I’expression de I’ensemble des génes. Ainsi, TAF10
est requis au sein des cellules F9 pour I’expression de la cycline E mais pas des cyclines A, B1, C, D1,

D3 et F (Metzger et al., 1999).

TAF10 est requis pour maintenir 1’intégrité de TFIID (Bardot et al., 2017; Tatarakis et al., 2008).
Par conséquent, le fait que la transcription est maintenue en absence de TAF10 indique que la

transcription est initiée sans la présence de TFIID.

8. Existence de complexes TFIID partiels fonctionnels dans la transcription.

Dans différents modeles des complexes TAFs contenant ou non TBP, différent de TFIID, ont été

mises en évidence (Tableau 8).

A partir d’extrait de cellules HeLa, plusieurs populations de complexes TAFs ont été découverts
présentant des capacités différentes a activer la transcription (Brou et al., 1993). Par la suite des
approches de co-immunoprécipitation a permis de définir la composition d’un complexe TAFs
contenant TAF10 et d’un autre complexe TAFs ne contenant pas TAF10 (Jacq et al., 1994). 1l est
important de noter que les complexes purifiés ont été analysés par coloration a I’argent (silver staining).
L’identité de chaque peptide indiqué reste par conséquent a étre confirmée. Néanmoins, il semble que
les deux complexes soient formés du core-TFIID ainsi que de TAF1, TAF7 et TBP. Le complexe
contenant TAF10 semble avoir en plus les TAFs 3, 8, 11 et 13, et correspondrait donc au complexe
TFIID (Tableau 8). Plus tard, d’autres analyses a partir de cellules HeLa ont montré 1’existence d’un
complexe appelé TFTC (TBP-Free Taf-containing Complex). 11 est au moins constitu¢ de TAF4, TAFS,
TAF6, TAF7, TAFS, TAF10 et TAF12 (Demény et al., 2007b; Wieczorek et al., 1998). Il ne contient ni
TAFI1, ni TBP, ni TAF11. La présence de TAF3, TAF2, TAF9 et TAF13 au sein du complexe n’a pas
été étudié dans ces ¢tudes (Tableau 8). Néanmoins, il s’est révélé par la suite que la fraction purifiée
contenait également le complexe SAGA, qui était alors non connu (Brand et al., 1999; Demény et al.,
2007b; Wieczorek et al., 1998) (Tableau 8). Cette fraction est capable d’induire une transcription a partir

de promoteur contenant ou non une boite TATA en condition in vitro (Wieczorek et al., 1998).

Dans les cellules souches embryonnaires humaines (hESC : human embryonic stem cell) H9,
seuls les TAFs 2,3, 5,6, 7 et 11 sont exprimés (Maston et al., 2012). Ces cellules ont un complexe TAFs
d’environ 443 kDa et composé seulement des TAFs 1, 7, 11, 13 ainsi que TBP (Maston et al., 2012)
(Tableau 8). Ce complexe a été nommé récemment S-TAFs (Small TAFs) (Fant et al., 2020). Alors que
TAF3 et TAFS sont retrouvés au niveau de quasi ’ensemble des promoteurs des geénes exprimés, le

complexe S-TAFs n’est retrouvé qu’au niveau des promoteurs d’un sous-ensemble de génes. Chacun
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des TAFs exprimés a été montré comme important pour maintenir 1’état indifférencié¢ des cellules. De
la méme manicere, I’expression ectopique des TAFs non exprimés dans ces hESC perturbe leur
expression génétique et induise leur différenciation. Le traitement des hESC a 1’acide rétinoique, les
engageant dans une voie de différenciation neuro-ectodermique, induit I’expression des TAFs 1, 4, §, 9,
10,12, 13 (Maston et al., 2012). La fonctionnalité du complexe S-TAF dans la transcription a été étudiée
par des essaies de transcription in vitro (Fant et al., 2020). A partir d’un SCP, le complexe S-TAF a été
montré comme capable d’initier la transcription et de supporter la pause de I’ARN pol II. Cependant, il
est important de noter qu’une autre ¢tude (Langer et al., 2016) a montré au contraire que dans ces mémes

hESC H9, la plus part des sous-unités de TFIID sont exprimées (Tableau 8).

Embryon de souris Cellules Hel.a hESC
Bardot et al. 2017 Jacq et al. 1994 “Hzr:gnr:kcfﬁl'zfl)zzs Maston et al. 2012 Langer et al. 2016
Complexe TAFs Complexe TAFs
Holo-TFIID contenant TAF10  ne contenant pas TFTC S-TAF
= holo-TFIID TAF10
TAF4 I AF4 [AF4 AF4 AF4B
(=] - - s e . -
= IAF3 AFS IFAF3 TAF3
Z TAF6 I'Al6 [AF6 A6 TAF6
3 I'AF9 I'AFQ [AF9 I AF9? [ AFO 7
IaF12 TAF12 TAF12 IAF12 IAF12
TAF2 TAF2? TAF2? TAF2
2 TAF8 TAF8 TAF8 ?
ﬁ TAF10 TAF10 TAF10 TAF10
TAF3 TAF3 TAF3 ?
TAF1 TAFI] TAFI1 TAF1
o TAF7 TAF7 TAF7 TAF7 TAFT TAFT
E, TAF11 TAF11 TAF11 TAF11?
“ [AF13? [AF13 [AF137? TAF13 TAF13
TBP TBP TBP TBP TBP
SUPTTL
5 SUPT3H
7 GONS
SAP130

Tableau 7 : Récapitulatif de la composition des complexes TAFs purifiés dans les différents articles cités ci-dessus.
Le ? indique les TAFs qui n’ont pas été analysés mais que |’on peut penser comme présent dans le complexe compte
tenu des connaissances actuelles sur [’assemblage de TFIID. Pour information, SUPT7L et SUPT3H sont deux sous-
unités du corps SAGA, GCNS est la kinase du module HAT et SAP130 est une sous-unité du complexe SF3b du module
SPL

9. Le chargement de TBP au promoteur n’est pas toujours requis pour initier
la transcription : rdle des paralogues a TBP dans [Dinitiation de la
transcription.

Le corps TBP a une structure a deux lobes en fer a cheval (Figure 38 A). Le premier TBP est
retrouvé chez les archées et on le retrouve chez I’ensemble des eucaryotes (Ravarani et al., 2020). Bien
que les orthologues chez les protistes présentent une grande diversité en séquence d’acide amin¢ (Parra-

Marin et al., 2020), le corps des orthologues TBP de I’humain a la souris en passant par les plantes

présentent un haut taux d’identité (Figure 38B). L’ensemble des acides aminés impliqués dans la liaison
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de TBP au boite TATA en condition in vitro sont également fortement conservé (Ravarani et al., 2020).

Les orthologues TBP se différencient les uns des autres par I’extrémité N-terminal. Chez les vertébrés,

B % identité sTBP
hTBP 100

pTBP 100
xeTBP 100
pzTBP 99
ceTBP 91
drTBP 91
scTBP 80
atTBP 86

Figure 38 : TBP est conservé au sein des eucaryotes. A) Structure de TBP d’Arabidopsis thaliana lié a une boite TATA. Issu
de Kim et al. 1993. B) Alignement de différents orthologues TBP. L alignement a été fait sur Kalign. Les numéro d’accession
des protéines TBP sont : souris (sTBP), P29037 ; humain (hTBP), P20226 ; poule (pTBP), Q6JLBI ; xénope (xeTBP),
P27633 ; poisson-zébre (pzTBP), Q7SXL3 ; C.elegans (ceTBP), P32085 ; D. melanogaster (drTBP), P20227 ; S.cerevisiae
(scTBP), P13393 ; A.thaliana (atTBP), P28148

cette extrémité présentent une taille variable avec nombre en répétitions poly-glutamine différent

(Ravarani et al., 2020).

TBP est impliqué dans la transcription médiée par I’ARN pol I, II et III (Cormack and Struhl,
1992; Veenstra et al., 2000) (voir introduction, II). De ce fait, la mutation nulle de TBP est toujours
létale quelques soit 1’organisme vertébré (Jallow et al., 2004; Martianov et al., 2002a; Miiller et al.,
2001; Veenstra et al., 2000). Dans le mode¢le levure, il a été montré que la transcription de certains génes
médiée par I’ARN pol Il requicre la liaison de TBP aux promoteurs de ces génes. Néanmoins, TBP n’est
pas requis pour I’expression de I’ensemble des genes. Ainsi, chez le modéle Xénope, la transcription
d’un certain nombre de génes ne varient pas en absence de TBP (Veenstra et al., 2000). Dans les
embryons de souris 7hp™", une transcription médiée par 1I’ARN pol II est toujours détectable peu aprés a
3,5 jpc au sein du bouton embryonnaire du blastocyste (Martianov et al., 2002a). Une récente étude a
¢galement montré que la déplétion de TBP au sein des mESC, qui sont issu du bouton embryonnaire des
blastocystes, ne perturbe pas la transcription des génes transcrits par I’ARN pol II (Kwan et al., 2021).
Néanmoins, la perte de TBP affecte I’expression des ARN.

i. Initiation de la transcription par TBPLI

Dans cette dernicre étude, il a été¢ montré que TBPL1 (TBP-like 1, nommé aussi TRF2, TLF ou
TRP pour respectivement 7BP-related factor 2, TBP-like factor et TBP-related protein) est présent au
niveau de I’ensemble des génes transcrits par I’ARN pol II dans les mESC (Kwan et al., 2021).

TBPL1 est un paralogue de TBP apparu chez I’ancétre commun des bilatériens (Ravarani et al., 2020).
A I’heure actuelle la structure de TBPL1 n’a pas été résolue, mais des prédictions bio-informatiques ont
indiqué que TBPL1 devrait avoir la méme structure que le cTBP (Di Pietro et al., 2007). Le cTBP et

TBPL1 présentent tres peu de similarité : 39% d’identité chez ’humain et la souris, et 42% chez le
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poisson ze¢bre (Bartfai et al., 2004; Ohbayashi et al., 2001). Notamment, parmi les 35 acides aminés de
TBP impliqué dans sa liaison au boite TATA (Kim et al., 1993), 21 sont différents chez TBPLI. Il est
notable que parmi ces résidus différents, 13 n’ont pas les méme caractéristiques hydrophile/hydrophobe
(D1i Pietro et al., 2007) (Figure 39 A). Enfin, TBPL1 se différencie de TBP ¢galement par le fait qu’il ne
présente pas d’extrémité N terminal désordonnée. Par ailleurs, TBPL1 est trés conservés au sein des
vertébrés : TBPL1 de la souris a 100% d’identités avec celui humain, 97% d’identité avec celui de la

poule, 94% d’identité avec celui du xénope et 82% d’identité avec celui du poisson-zebre (Figure 39 B).
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Figure 39 : Les orthologues TBPLI, trés conservés au sein des vertébreés, ont divergé par rapport a TBP et ne présentent plus
la méme séquence en acide aminé au niveau de leur domaine de liaison a I’ADN. A) Les acides aminés de TBP entrant en
contact avec I’ADN ne sont pas conservés chez les orthologues TBPLI. Les positions des acides aminés de TBP entrant en
contact avec I’ADN ont été défini par Kim, J. et al. 1993. Les zones d’interaction des acides aminés sur [’ADN sont également
notées : r: désoxyribose, b : base azotée, i, résidu intercalant, w : liaison hydrogene médiée par [’eau. Les acides aminés de
mTBP et de différents orthologues TBPLI présent aux positions des acides aminés de TBP entrant en contact avec I’ADN ont
été alignés via la base de données mise en place par Ravarani, C. et al. 2020. En gras et italique les acides aminés des TBPLI
qui different de ceux présent chez TBP. En rouge sont les acides aminés hydrophobes et en bleu ceux hydrophiles. B)
Comparaison des séquences en acide aminé de TBPLI1 de souris (sTBPLI) par rapport a TBPLI humain (hTBPLI), de poulet
(pTBPLI1), de xénope (xeTBPLI), et poisson-zeébre (zeTBPLI1), de drosophile (drTBPLI) et de C.elegans (ceTBPLI). Les
séquences d’acide aminé des ‘corps’ ont été alignées via le logiciel Kalign. Les numéros d’accession des protéines TBPL1 sont
: souris, P62340 ; humain, P62380 ; drosophile, Q7KA83 ; C.elegans, B2D6P4.
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TBPL1 est impliqué uniquement dans la transcription médiée par I’ARN pol II. En effet, il a été
montré¢ que TBPL1 ne fait pas parti de la machinerie de transcription lice a I’ARN pol I ou III
(Teichmann et al., 1999; Veenstra et al., 2000). Dans le cas de la transcription médiée par I’ ARN pol 11,
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TBPL1 est impliqué dans la mise en place de programme d’expression génétique particulier. La
mutation nulle de 7hp/l dans le poisson-zebre ou le xénope est I¢tale a 1’état embryonnaire. Dans ces
deux modeles, TBPL1 est requis pour I’expression d’un sous-ensemble de geéne nécessaire au
développement embryonnaire (Miiller et al., 2001; Veenstra et al., 2000). Dans le modéle souris, TBPL1
n’est pas exprimé de fagon ubiquitaire. On le retrouve entre autres dans le ceeurs et les testicules (Chong
et al., 2005; Martianov et al., 2001; Ohbayashi et al., 1999). En particulier, TBPL1 est requis pour la
spermatogenése. La perte de TBPL1 altére le processus de différenciation et meéne les cellules a
I’apoptose (Martianov et al., 2001, 2002b). 4 contrario, les femelles Thpll” sont fertiles (Martianov et
al., 2001). Lors de la spermatogenése, TBPL1 n’est exprimé qu’a des moments particuliers : lorsque les
progéniteurs sont bloqués en prophase I de meiose et lors de la derniere phase de différentiation lorsque
les cellules acquiérent entre autre leur morphologie de spermatozoide (Martianov et al., 2002b; Zhang

et al., 2001).

Contrairement a TBP, TBPLI n’est pas recruté au niveau des boites TATA (Chong et al., 2005;
Ohbayashi et al., 1999). Son impossibilité a se lier au boite TATA peut étre corrélé au fait que la majorité
des acides aminés présent dans TBP impliqué dans sa liaison au boite TATA ne sont pas présent dans
TBPL1. Néanmoins, il est recruté et initie la transcription a partir de promoteur ne contenant pas de
boite TATA (Chong et al., 2005; Ohbayashi et al., 1999; Sorscher et al., 1994). Il semble que la
transcription faisant appelle a TBPL1 est réalisée via un PIC différant de celui impliqué dans la
transcription dépendant de TBP. En particulier, TFIID ne semble pas étre impliqué dans le chargement
de TBPL1 aux promoteurs (Martianov et al., 2016), mais I’interaction entre TFIIA et TBPL1 est
nécessaire pour initier la transcription (Chong et al., 2005; Martianov et al., 2016; Ohbayashi et al.,
1999).

Chez la Drosophila melanogaster et Caenorhabditis elegans ont la particularité d’avoir 1) des
expansions en N terminal et C terminal non présent chez les orthologues TBPL1 des mammiferes
(Figure 39 B) 2) de nombreuses variations dans les acides aminés interagissant avec I’ADN (Figure 39
A). De ce fait, les orthologues TBPL1 ont divergé chez les non vertébrés et I’on peut supposer qu’ils

ont acquis des fonctions différentes.

Chez la drosophile, dmTBPL1 est requis pour le développement embryonnaire de différents organes
ainsi que la différenciations des gameétes (Isogai et al., 2007; Kopytova et al., 2006). Il est impliqué dans
I’expression de I’histone H1 et des protéines ribosomales (PR) (Baumann and Gilmour, 2017; Isogai et
al., 2007). Son recrutement au niveau des promoteurs des geénes de PR se fait via le facteur de
transcription M1BP ainsi que peut-étre TFIID (Baumann and Gilmour, 2017). Il a été suggéré que
dmTBPLI ne puisse pas se lier par lui-méme au promoteur due a sa grande différence en acide aminé
au niveau du domaine du liaison a I’ADN (Baumann and Gilmour, 2017). Dans le modéle C.elegans,
ceTBPLI1 est exprimé dans toutes les cellules durant le développement et est requis pour la transcription

dépendant de I’ARN pol II (Dantonel et al., 2000; Kaltenbach et al., 2000).
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ii. Initiation de la transcription par TBPL2

TBPL2 (nommé¢ aussi TBP2 ou TRF3) est un autre paralogue de TBP capable également d’initier
la transcription. TBPL2 est apparu chez 1’ancétre commun des vertébrés (Bartfai et al., 2004; Ravarani
et al., 2020). Tout comme TBP, TBPL2 est constitué¢ d’un corps en fer a cheval ainsi qu’une extrémité
N-terminal désordonnée et non conservée. Alors que I’extrémité N terminal de TBP se caractérise par
des expansions glutamines, celle de TBPL2 se caractérise par sa richesse en arginine (Figure 40 A).
Comparé a TBPL1, cTBPL2 est relativement proche de cTBP : ils présentent 93% d’identité chez le
poisson zebre (Bartfai et al., 2004) et 81% chez la souris (Figure 40 A). Les orthologues TBPL2 présents
chez I’humain, le poulet, le xénope et le poisson-zebre ont plus de 90% d’identité, seul TBPL2 de souris
présente ‘seulement’ 88% d’identité (Figure 40 B). I est intéressant de noter que le TBPL2 humain est
plus proche du TBP souris que I’est le TBPL2 de souris (Figure 40 C). De ce fait, bien que le corps
TBPL2 ait subit une forte pression de sélection, mTBPL2 a divergé de la protéine ancestrale comparée
aux autres orthologues TBPL2. Néanmoins, I’ensemble des acides aminés présent dans TBP lui
permettant de se lier a la boite TATA sont présents au sein de TBPL2 (D1 Pietro et al., 2007). Ainsi, tout
comme TBP, TBPL2 présente une forte affinité pour les boites TATAs et faible affinité pour les
séquences qui divergent de la séquence consensus TATA in vitro (Akhtar and Veenstra, 2009; Jallow et

al., 2004).

A
1I N-terminal 1|40 corps ?16
sTBP [ poly-glutamine | |
'} 174 350
| |
sTBPL2 | riche en proline | 81% |
B C
% identité hTBPL2 % identité |sTBP
sTBPL2 88 sTBPL2 81
pTBPL2 98 hTBPL2 93
xeTBPL2 98
pzTBPL2 96

Figure 40 : Les orthologues TBPL2 présentent un haut taux d’identité entre eux et avec les orthologues TBP. A) Schéma de
l"alignement des séquences d’acide aminé de TBP de souris (sTBP) et de TBPL2 de souris (sTBPL2). B) Alignement des
séquences en acides aminés des orthologues TBPL2 de souris (sTBPL2), de poulet (nTBPL2) de xénope (xeTBPL2) et de
poisson zebre (pzTBPL2) ainsi que C) sSTBP par rapport ) sSTBPL2 et h\TBPL2. Les alignements ont été réalisés sur Kalign. Les
numéros d’accession des protéines TBPL2 sont : souris, Q6SJ95 ; humain, Q65J96 ; poule, A6H910 ; xénope, QSUEY4 ;
poisson-zebre, Q1JPY4. Numéro d’accession de mTBP, P29037.

Dans le modele Xénope et le modele poisson-zebre, TBPL2 est requis pour le développement
embryonnaire (Akhtar and Veenstra, 2009; Jallow et al., 2004). Parallélement a TBP, TBPL2 est requis

durant le développement pour I’expression de certains génes transcrits par I’ARN pol II (Akhtar and
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Veenstra, 2009; Jallow et al., 2004). Chez I’adulte, TBPL2 n’est exprimé qu’au sein du testicule et des

ovaires.

Dans le modele souris, TBPL2 n’est exprimé que dans les ovocytes (Bartfai et al., 2004; Gazdag et
al., 2007). Par conséquent, la mutation nulle de 7hp/2 n’est pas Iétale mais est a I’origine d’une infertilité
uniquement chez les femmes (Gazdag et al., 2009). Durant la croissance ovocytaire, TBP n’est pas
présent et est remplacé par TBPL2 (Gazdag et al., 2007). Apres la fertilisation TBPL2 n’est plus présent
et est remplacée par TBP (Gazdag et al., 2007, 2009). L’expression ectopique de TBPL2 au sein du
zygote perturbe les premicres étapes du développement embryonnaire (Gazdag et al., 2009). Par

conséquent, TBPL2 est spécifiquement important pour la croissance ovocytaire.

Durant ce processus, TBPL2 est impliqué dans la transcription médiée par I’ARN pol II. Les ovocytes
Thpl2”" présentent une réduction globale de I’ARN pol II en élongation (Gazdag et al., 2009). La
transcription chez les ovocytes est réalisée via un complexe TBPL2-TFIIA indépendant de TFIID. Ce
complexe est recruté principalement a partir de boite TATA et initie la transcription a partir de TSS
autres que ceux mis en place par la machinerie de transcription TFIID/TBP (Yu et al., 2020a). Ensemble
ces résultats indiquent que la mise en place et 1’expression du programme génétique nécessaire a la
croissance ovocytaire requicre une machinerie transcriptionnelle particuliere faisant appelle au moins a
TBPL2-TFIIA. Il a été suggéré que cette machinerie est importante pour mettre en place au sein de
I’ovocyte un transcriptome particulier qui sera utilisé¢ durant les premicres étapes du développement

embryonnaire.
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V. Butde la these

Les approches in vitro telles que la résolution par cryo-EM de complexes PIC et TFIID entiers
ou partiels ainsi que des essais de transcription in vitro ont permis de mettre au point un model
expliquant comment la transcription médi¢e par ’ARN pol II est initice. TFIID est recruté
spécifiquement sur les promoteurs qui ont été rendus accessibles. Par la suite sont recrutés les autres
GTFs et ’ARN pol II pour mettre en place le PIC. En conséquence, TFIID est au cceur de la mise
en place de la transcription au niveau de génes particuliers. De ce fait, la présence de tels ou tels
paralogues TAFs au sein de TFIID est impliquée dans 1’expression de certains programmes
génétiques. TFIID est donc considéré comme requis pour initier la transcription au niveau de génes

particuliers dans un contexte cellulaires particuliers.

Néanmoins, de nombreuses données provenant d’approches in cellulo et in vivo indique que la
déplétion de TAF7 ou TAF10 n’est pas délétere pour la survie et la différenciation cellulaire dans
certains contextes bien particuliers. D’autre part, certains complexes TAFs, ne contenant qu’une
partie des sous-unités de TFIID, ont été¢ mis en évidence. Dans des situations particuliéres, certains
de ces complexes TAFs permettent I’expression de sous-ensemble de geénes et ne sont sensibles qu’a
certains facteurs de transcription. Cependant, a I’heure actuelle, le lien entre ces complexes TAFs
et les données in cellulo et in vivo n’a pas été fait. De plus, TFIID s’assemble de fagon séquentielle
ou chaque TAFs semble jouer un role important pour le maintien de I’intégrité du complexe TFIID
entier. Ainsi, la formation de ces complexes ne contenant qu’une partie des sous-unités de TFIID

restent mystérieux.
Le but de thése est de :
1) Etudier la formation et la composition de complexes TAFs différent de TFIID

2) Etudier le potentiel role fonctionnel de ces complexes TAFs dans I’initiation de la

transcription

3) Etudier les différences fonctionnelles du complexe TFIID par rapports aux complexes TAFs
dans le but de mieux comprendre le role de TFIID dans la transcription médiée par ’ARN

pol 1L

Dans ce but, j’ai utilisé deux modeles biologiques : comme modele in vivo le développement
embryonnaire murin et comme un modele in cellulo les cellules souches embryonnaires murines

(mESC)
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RNA polymerase II transcription with partially assembled TFIID complexes

Vincent Hisler [...] Laszlo Tora & Stéphane D. Vincent

Cette publication est directement en lien avec le but de ma these et les questions biologiques qui en
découlent. Il a été montré que I’importance fonctionnelle de TAF7 et TAF10 varie en fonction du
contexte cellulaire. Cependant a I’heure actuelle I’importance de ces deux protéines n’a pas été étudiée
dans le méme contexte cellulaire suivant une méme stratégie de délétion. Dans ce but, dans un premier
temps j’ai étudié ’impact de la perte de TAF7 ou TAF10 sur le développement embryonnaire. Pour cela
j’ai comparé le phénotype d’embryons mutants dans lesquels 7Taf7 ou Taf10 sont conditionnellement
délétés uniquement dans le mésoderme précoce résultant a la déplétion de TAF7 ou TAF10 dans le
mésoderme présomitique et somitique postérieur ainsi que dans le mésoderme des lames latérales
postérieurs. La validation de la perte de TAF10 dans le mésoderme ainsi que I’impact de sa déplétion
sur le développement embryonnaire avaient préalablement été publiés dans Bardot et al. 2017. J’ai validé
la déplétion des TAF7 dans les tissus attendus. Les embryons conditionnels mutants 7af7 meurent plus
tardivement que les mutants conditionnels 7af70. Contrairement aux mutants conditionnels 7af70, les
mutants conditionnels 7af7 forment des bourgeons de membres antérieurs et produisent des globules
rouges. lIs présentent néanmoins un défaut de développement cardiovasculaire. Ensemble ces résultats
indiquent que dans un contexte embryonnaire identique, I’importance fonctionnelle de TAF7 et TAF10

n’est pas similaire.

Pour mieux étudier I'impact de la perte de TAF7 et TAF10 sur d’une part 1’assemblage du complexe
holo-TFIID et d’autre part I’initiation de la transcription, j’ai dérivé des cellules souches embryonnaires
murines (mESC) dans lesquelles le géne Taf7 ou Taf10 ou les deux génes peuvent étre délétés par [’ajout
de 4-hydroxitamoxiféne dans le milieu de culture. Dr. Stéphane Vincent avait déja dérivé des mESC
dans lesquelles 7af10 peut étre délété et Dr. Paul Bardot avait commencé a utiliser ces cellules pour
¢tudier ’impact de la perte de TAF10 sur I’assemblage du holo-TFIID et la transcription. J’ai confirmé
que la déplétion de protéines TAF7 et TAF10 est efficace des le deuxieme jour de traitement (jour 2).
Avec I’aide de Bastien Morlet et Luc Négroni qui ont réalisé les analyses par spectrométrie de masse,

j’ai montré qu’a partir du jour 3 la majeur partie des complexes holo-TFIID ont été déplétés. En absence

81



Résultats
RNA polymerase Il transcription with partially assembled TFIID complexes

de TAF7, deux populations de complexes partiels TFIID sont formées : une ne contenant pas TAF7 et
’autre ne contenant ni TAF7 ni TAF1. En absence de TAF10, un complexe partiel TFIID constitu¢ de
TAF4-5-6-9-12-1-7-TBP est formé. Enfin, en absence des deux protéines TAF7 et TAF10, seulement
le complexe core-TFIID est formé, constitué de TAF4-5-6-9-12. Un ensemble d’analyses phénotypiques
(croissance de la population cellulaire, analyse de ’apoptose et de la viabilité, capacité a former de
nouvelles colonies aprés avoir passage) ont montré que les trois mutants présentent des phénotypes
différents en termes de sévérité des le jour 4. Alors que la croissance et la viabilité cellulaire ne sont que
peu affectées par la perte de TAF7, la double déplétion TAF7 et TAF10 induit fortement I’apoptose des
cellules et affecte fortement leur capacité a croitre. Le mutant Taf70 présentent un phénotype

intermédiaire entre ces deux mutants.

TAF10 est également présent dans le complexe coactivateur de la transcription SAGA. 1 est li¢ a
SUPT7L via des interactions du type Histone fold domain. 11 avait déja été¢ montré que la déplétion de
TAF10 affecte I’assemblage de SAGA. De ce fait, la différence de phénotype entre les mESC mutants
Taf7 et Taf10 pourrait s’expliquer par la perte de SAGA uniquement dans les mESC mutantes 7af70.
Pour cela, Matthieu Stierle a généré une lignée Supt7I” a partir des mESC ou Taf7 peut étre
conditionnellement délété. J’ai montré que la déplétion de TAF10 entraine la perte de SUPT7L mais
que I’inverse n’est pas vrai. Avec ’aide de Lyndia Hadj Arab, j’ai montré que la perte de SUPT7L,
additionné ou non a la perte de TAF7, n’affecte ni la croissance et ni la viabilité cellulaire. Ainsi, la
différence de phénotype entre les mutants 7af7 et Taf10 n’est pas due a la perte de SAGA dans les
mutants 7af10. Ensemble ces résultats indiquent que dans le contexte des mESC I’importance
fonctionnelle de TAF7 et TAF10 n’est pas similaire, mais que cette différence n’est pas due a la perte
de SAGA en absence de TAF10. Au niveau de 1’assemblage du complexe holo-TFIID, cette différence
se traduit par I’importance plus précoce et plus importante de TAF10 par rapport a TAF7 et par
conséquence a la formation de complexes partiels moins aboutis en absence de TAF10 qu’en absence

de TAF7.

Afin de mieux comprendre I’impact de la perte de TAF7 et/ou TAF10 sur la transcription médiée par

I’ARN pol 1, j’ai analysé ’activité¢ de I’ARN pol II a trois et quatre jours de traitement. La perte de
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TAF7 ou TAF10 n’affecte pas 1’activité globale de I’ARN pol II. De la méme manicére, a jour 3 la double
deéplétion TAF7 et TAF10 n’affecte pas non plus I’activité globale de I’ARN pol II. La transcription
n’est affectée uniquement dans le cas de la double déplétion apres quatre jours de traitement. Ensemble,
ces résultats suggerent que dans les premicres instants suivant la perte de la quasi-totalité de TAF7 et/ou
TAF10, et par conséquence des complexes holo-TFIID, la transcription est maintenue. Ainsi le holo-
TFIID ne semble pas étre requis pour maintenir la transcription, du moins a court terme. Je suis

actuellement en train d’étudier plus précisément le transcriptome naissant par TT-seq.

Dans le futur, avec ’aide de Matthieu Stierle, Dr. Dylane Detilleux,et 1’équipe du Pr. Ferenc Miiller,
j’étudierai plus précisément si et comment les complexes partiels TFIID résultants de la perte de TAF7
ou TAF10 initient la transcription. Pour cela, la localisation des complexes holo-TFIID ou des
complexes partiels résultants sera analysée par des expériences de CUT&TAG contre TBP, TAF12,
TAF7 et TAF10. De plus, les sites de début de la transcription (TSS : Transcriptional Start Site) sera
analysés au niveau du transcriptome globale par CAGE pour savoir I’importance du complexe holo-

TFIID dans le choix du TSS par rapport aux complexes partiels.

J’ai particip¢ a la rédaction du papier en écrivant le matériel et méthodes, relisant 1’article écrit par Dr.

Stéphane Vincent et en créant et rectifiant les figures du papier.

A noter que d’autres expériences ont été testées mais ne seront pas publiées car non concluantes. Cela
comprend la réalisation de lignée degron permettant de dépléter conditionnellement TAF7 ou TAF10
ou encore la réalisation d’¢lectrophorese a partir d’extrait cellulaire en 2D, en condition non dénaturante
puis dénaturante, suivi de western blot permettant d’étudier rapidement et avec un minimum de matériels

les complexes protéiques formés apres la déplétion de TAF7 et/ou TAF10.

&3



Résultats
RNA polymerase Il transcription with partially assembled TFIID complexes

&4



Résultats
RNA polymerase Il transcription with partially assembled TFIID complexes

1. Abstract

RNA polymerase II (Pol II) transcription initiation starts with the assembly of the
preinitiation complex (PIC) on core promoters. The PIC is composed of six general
transcription factors (GTFs). The recognition of the core promoter sequences by the TFIID GTF
complex is the first step of the PIC assembly. In metazoans, TFIID is composed of the TATA
binding protein (TBP) and of 13 TBP associated factors (TAFs). Genetic depletion of different
murine TAFs have shown that TAFs such as TAF7 or TAF10, can be either absolutely required,
or dispensable for Pol II transcription, depending on the cellular contexts. In this report, we
depleted TAF7 and/or TAF10 in the same cellular system. According to the step-wise assembly
model of TFIID, the absence of TAF10 should lead to the arrest of TFIID assembly at an early
stage, while absence of TAF7 should have more limited effects. Our immunoprecipitation
coupled to mass spectrometry-based analyses indeed indicated that TAF10 depletion results in
TFIID disassembly in to building blocks, while the lack of TAF7 results in a TAF7-less TFIID.
As TAF10 is also a subunit of the transcriptional co-activator Spt-Ada-Gen5 acetyl transferase
(SAGA), the more severe phenotype in Taf!(0 mutant cells could have been the consequence of
additional TFIID and SAGA defects. However, this is not the case as depletion of a crucial
SAGA-specific structural subunit, SUPT7L, does not further increase the severity of TAF7
depletion. Thus, the difference in phenotype severity correlates with the degree of TFIID
disassembly. Surprisingly however, when Pol II transcription activity changes have been
evaluated, no major global changes could be observed in the absence of either TAF7 and/or
TAF10. Our data suggest that the inducible loss of fully assembled canonical TFIID does not
correlate with the lack of global Pol II transcription activity changes suggesting that partially
assembled TFIID complexes can participate in Pol II transcription initiation, but might impact

the efficacy of Pol Il transcription leading the observed phentoypes.
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2. Introduction

RNA polymerase II (Pol II) is responsible for the transcription of all protein coding
genes, as well as long non coding RNA and some short non coding RNA (for a review, see
(Roeder, 2019)). Pol II transcription is finely regulated, allowing gene by gene variable levels
of expression depending on the cellular context. As a result, dysfunction in Pol II transcription
is associated with a wide range of pathologies such as cancer, metabolic or neural diseases. Pol
II transcription is first regulated by the binding of specific transcription factors to enhancers
[for a review, see (Zabidi and Stark, 2016)]. These transcription factors are able to recruit
different classes of transcriptional co-activator complexes that modify the structure of the
chromatin: 1) ATP-dependent remodeling chromatin factors that mobilize nucleosomes
allowing the accessibility of the promoter region and ii) histone modifying complexes that
catalyze different reactions such as acetylation or methylation on the histones leading to
chromatin opening (for a review, see (Zabidi and Stark, 2016)). The action of these co-
activators is crucial to create a favorable context for transcription initiation. Transcription
initiation is the obligatory step of Pol II recruitment via the formation of the pre-initiation

complex on the promoter.

The pre-initiation complex (PIC) is composed of 6 factors, called general transcription
factors (GTFs); TFIIA, TFIIB, TFIID, TFIIE, TFIIF and TFIIH, and Pol II (for a review, see
(Roeder, 2019)). TFIID is the first GTF to bind to the promoter, initiating the nucleation of the
PIC. In metazoans, TFIID is composed of the TATA-binding protein (TBP) and of 13 TBP-
associated factors (TAFs), among which 6 are present in 2 copies (Bieniossek et al., 2013; Patel
et al., 2018). The TAF proteins are important for PIC assembly (Chen et al., 2021) and can also
serve as interfaces to interact with transcription factors for activator-dependent transcription

[for a review, see (Bhuiyan and Timmers, 2019))].
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In TFIID, nine of the TAFs share a conserved histone fold (HF) domain that allows the
formation of specific heterodimers. TFIID is composed of three lobes, called A, B and C. Lobes
A contains a histone octamer-like structure composed of TAF4/TAF12, TAF6/TAF9,
TAF11/13 and TAF3/TAF10 HF pairs and lobe B a histone hexamer containing histone
TAF4/TAF12, TAF6/TAF9 and TAF8/TAF10 HF pairs associated with TAFS. Lobe A and B
differ by the presence of the TAF10/TAFS (in B) or TAF10/TAF3 (in A) HF heterodimers and
the presence of the TAF11/TAF13 HF pair as well as TBP in the lobe A (Chen et al., 2021;
Patel et al., 2018). The HEAT domains of the 2 copies of TAF6 connect these two lobes and,
in association with TAF1, TAF7 and TAF2, constitutes the lobe C (Chen et al., 2021; Patel et
al., 2018). It has been proposed that TFIID assembly is sequential, via the interaction with
different submodules (Bieniossek et al., 2013; Gupta et al., 2017; Trowitzsch et al., 2015). The
first step is the formation of the core-TFIID (TAF4/TAF12/TAF6/TA9/TAFS5) (Bieniossek et
al., 2013). The core-TFIID has an axial symmetry that is then broken by the addition of the HF
pair TAF8/TAF10 coupled to TAF2, forming the 8TAF complex, or lobe B (Trowitzsch et al.,
2015)The next steps of TFIID assembly are not yet elucidated, but it is known that TAF1 can
interact with TAF7 and TBP and that the HF pairs TAF11/TAF13 can interact with TBP
(Anandapadamanaban et al., 2013; Bhattacharya et al., 2014; Gupta et al., 2017; Wang et al.,
2014a). An interaction between TAF7 and TAF11/TAF13 has been identified in the cytoplasm
and it was proposed to be an intermediate toward a TAF1/TAF7/TAF11/TAF13/TBP
submodule also called S-TAF could integrate the STAF complex to form the holo-TFIID(Gupta
et al., 2017). Among the HF-containing TAFs, TAF9, TAF10 and TAF12 are also part of the
nucleosome-like core structure described in the transcription co-activator Supt-Ada-GenS-
acetyl transferase (SAGA) (Fischer et al., 2019; Helmlinger and Tora, 2017; Herbst et al.).
Remarkably, TAF10 nuclear importation depends on its interaction with its HF partners, either

TAFS8 or TAF3 in TFIID or SUPT7L in SAGA (Soutoglou et al., 2005).
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TFIID composition is actually more complex in higher eukaryotes [for a review, see
(Levine et al., 2014)]. First, incomplete TFIID complexes have been characterized as TAF2-
and TAF10-lacking TFIID complexes have been described in yeast, Drosophila and human
cells (Jacq et al., 1994; Kaufmann et al., 1996; Martin et al., 1999; Papai et al., 2009). Second,
some TAFs have paralogs (Levine et al., 2014): drosophila testis specific TAF4 (Nht), TAFS5
(Can), TAF6 (Mia), TAFS (Sa) and TAF12 (Rye) (Hiller et al., 2004, 2001), vertebrates TAF4B
(Freiman et al., 2001), TAF7L (Pointud et al., 2003) and TAF9B (Chen and Manley, 2003;
Frontini et al., 2005), and primate specific TAF1L (Wang and Page, 2002). In the mouse,
TAF4B, TAF9B and TAF7L are associated with cell-specific functions [for a review, see
(Levine et al., 2014)] however, they are co-expressed with their relative paralogs (Gura et al.,
2020; Herrera et al., 2014; Langer et al., 2016) and 7af4 and Taf4b may have partial overlapping
functions (Langer et al., 2016). TAF4B and TAF9B are part of TFIID (Bardot et al., 2017; Liu
et al., 2008) and TAF4 and TAF9 are present in 2 copies in TFIID (Bieniossek et al., 2013).
However, it remains to be determined whether the core-TFIID contains only one paralog or
both. Three TBP paralogs have also been identified in metazoans by their high homology with
the characteristic horse-saddle C-terminal DNA binding domain of TBP (Hernandez, 1993): the
insect-specific TBP-related factor 1 (TRF1) (Hansen et al., 1997), the metazoan-specific TBP-
like 1 (TBPL1/TRF2/TLF/TLP) (Dantonel et al., 2000; Kaltenbach et al., 2000; Ohbayashi et
al., 1999a, 1999b; Rabenstein et al., 1999; Teichmann et al., 1999) and the vertebrate-specific
TBPL2 (also called TBP2/TRF3) (Bartfai et al., 2004; Jallow et al., 2004; Persengiev et al.,
2003). TRF1 is not a component of TFIID as it does not interact with core TAFs (Hansen et al.,
1997) and is primarily associated with Pol I transcription (Takada et al., 2000). In the mouse,
TBPLI (also called TRF2) is the most distant of the TBP paralogs and it does not bind to the
TATA box (Ohbayashi et al., 1999a) but is able to interact with the TCT polypyrimidine

initiator motif associated in most ribosomal protein gene promoters (Wang et al., 2014b).

88



Résultats
RNA polymerase Il transcription with partially assembled TFIID complexes

TBPLI is required for spermatogenesis (Martianov et al., 2001, 2016; Zhang et al., 2001; Zhou
et al., 2013) but it is not part of TFIID but is a germ-cell specific subunit of TFIIA, co-recruited
with TFIID (Martianov et al., 2016). In the mouse, TBPL2 (also called TRF3/TBP2) is only
expressed in growing oocytes (Gazdag et al., 2007; Xiao et al., 2006) and is important for oocyte
growth (Gazdag et al., 2009). In growing oocytes, TBPL2 does not integrate a TFIID complex
but rather strongly interacts with TFIIA without any TAFs (Yu et al., 2020). Overall, these data
indicate that despite of the potential diversity in TBP paralogs, the TFIID complex is only

assembled with TBP.

TFIID is important in vivo as mutations in 7af7, Taf8 and Taf10 lead to peri-implantation
lethality in the mouse (Gegonne et al., 2012; Mohan et al., 2003; Voss et al., 2000).
Interestingly, in both Taf8”~ and Taf10"" blastocysts, inner cell masses fail to outgrowth in vitro
while mutant trophoectoderm is not affected (Mohan et al., 2003; Voss et al., 2000), indicating
that TAF8 and TAF10 requirement depends on the cellular context. This hypothesis was been
further supported by conditional deletion of 7af7 or Taf10 in different cell types. While TAF7
is important for early thymocytes proliferation and differentiation, it is not required for the final
step of thymocyte differentiation (Gegonne et al., 2012). Similarly, conditional deletion of
Taf10 in keratinocytes, liver cells and embryonic mesoderm has different effects depending on
the developmental stage and on the cell types (Bardot et al., 2017; Indra et al., 2005; Tatarakis
et al., 2008). Conditional deletion of 7af70 in the early mesoderm leads to the absence of
developing limb buds and to a growth arrest in the trunk region around E10 (Bardot et al., 2017).
Remarkably, cyclic transcription involved in the elongation of the embryo [for a review, see
(Hubaud and Pourquié, 2014)] is still active in the absence of TAF10 protein at E9.5, prior to
the growth arrest, suggesting that active Pol II transcription does not rely on primarily on

TAF10 in this context (Bardot et al., 2017). Depletion of TAF10 affects the assembly of TFIID
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(Bardot et al., 2017; Mohan et al., 2003; Tatarakis et al., 2008), whereas TAF7 depletion does

not (Gegonne et al., 2012).

Overall, it is established that TFIID composition and cellular requirement are variable
depending on the context, however as the available data have been gathered from different
systems it is not possible to draw comparative conclusions about the function of partial and/or
holo-TFIID in cellular homeostasis. In this study, we analyzed the phenotype of the loss of Taf7
and 7Taf10 in comparable conditions, i.e., in the embryo and in mouse embryonic stem cells
(mESCs) as well as the consequences in the assembly of TFIID and in Pol II transcription in
order to test whether partial TFIID complexes are able to sustain Pol II transcription. Our data
show that loss of 7af7 has a less severe phenotype than the loss of 7af70. While TAF7 depletion
leads to the assembly of a TAF7-less TFIID, TAF10 depletion strongly affects TFIID assembly,
leading to only presence of the core-TFIID. However, in both situations, Pol II transcription is
still active, strongly supporting the idea that partial TFIID modules are able to support

transcription in the absence of holo-TFIID.

3. Results
Deletion of Taf7 and Taf10 in the same embryonic context induces similar yet different

Pphenotypes

To be able to compare the conditional deletion of 7af10 in the early mesoderm (Bardot
et al., 2017), we conditionally deleted 7af7 using the same 7-Cre transgenic line (Perantoni et
al., 2005). Efficiency of TAF7 depletion was assessed by immunofluorescence (Sup. Fig. 1).
As expected from the recombination pattern of the 7-Cre line, the structures above the heart are
not targeted and therefore normal (Perantoni et al., 2005). Tg(T-Cre/+);Taf7”/ and Tg(T-

Cre/+);Taf10"” mutant embryos (hereafter called TCre, Taf7 and TCre; Taf10, respectively) are
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Wild-type Tg(T-Cre/+); Taf7”  Tg(T-Cre/+); Taf10"
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Fig. 1: Conditional deletion of Taf7 or Taf10 in the early mesoderm results in similar yet different
phenotypes. Tg(T-Cre/+); Taf7” and Tg(T-Cre/+); Taf10"” embryos display different phenotypes. (A-I)
Wholemount view of wild-type (A, D, G), Tg(T-Cre/+); Taf7” mutant (B, E, H) and Tg(T-Cre/+), Taf10"”
mutant (C, F, I) embryos at E9.5(A-C, n>4), E10.5 (E-F, n>4), and E12.5 (G, H, n>2). As no Tg(T-
Cre/+),; Taf10” mutant embryos could be recovered at E12.5, a E11.5 Tg(T-Cre/+),; Taf10" mutant
embryo is shown (I). White arrowheads (A-C) and dashed lines (G, H) indicate the limb buds. White
arrows (D-F) indicate the tail and plain white arrow (D-F) the heart. (J-L) Wholemount views of wild-
type (J), Tg(T-Cre/+); Taf7” (K) and Tg(T-Cre/+);Taf10” (L) yolk sacs embryos are showed (n>3).
Black arrows indicate the presence of blood cells. Scale bars:1 mm.
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similar at embryonic day (E) 9.5. The only visible difference that we could detect was that no
limb buds are present in 7Cre,; Taf10 mutant embryos, while TCre;Taf7 embryos displayed
forelimb buds although smaller when compared to the control (Fig. 1B compared to 1A, C,
white arrowhead). At E10.5, both 7Cre,; Taf10 and TCre, Taf7 mutant embryos display a growth
arrest in the trunk and tail regions (Fig. 1E, F compared to D, white arrow). After E10.5, in
addition to the presence of limb buds in the 7Cre,; Taf7 embryos, more differences could be
observed between the two mutants. First, enlarged pericardia are observed in all the 7Cre, Taf7
mutant embryos (Fig. 1E, white arrow) suggesting that Taf7 deletion leads to cardiovascular
defects not observed in 7Cre, Taf10 mutant embryos (Fig. 1F, plain white arrow). Second, while
TCre;Taf10 mutants could not be retrieved after E11.5 due to placenta and allantois
degeneration (Bardot et al., 2017), TCre, Taf7 mutant embryos could be still detected at E12.5
characterized by hypotrophied limb buds, trunk and tail regions (Fig. 1H). Third, presence of
blood cells was obvious in the vasculature of controls and 7Cre; Taf7 mutant embryos (Fig. 1J,
K, black arrowhead), but not of TCre;Taf10) mutant embryos (Fig. 1L, black arrowhead).
Altogether, these data indicate that conditional deletion of Taf7 or Taf10 in the same genetic
context leads to a similar growth arrest phenotype, but different outcomes. 7af10 conditional
deletion leads to a more severe phenotype, while 7af7 conditional deletion leads to a milder

phenotype and is associated with specific cardiovascular defects.

Deletion of Taf7 and Taf10 in mESCs recapitulate the difference in the severity of the

Phenotype observed in the mutant embryos

In order to get more insight into the molecular consequences of the deletion of 7af7 or
Taf10, we derived mESC from blastocysts carrying the inducible ubiquitously expressed
R26CERT? gllele (Ventura et al., 2007) associated with the Taf7, Taf1(/, or Taf7/ as well as
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Taf10" alleles (R26CTERTX - Taf7/,  R26CTERT* - Taf10// and R26C"ERT>*:Taf7//: Taf10").
Hereafter the R26“"ERT2"* | Taf7// line will be called RT7; R26“"°ERT2/* | the Taf10" line will be
called RT10 and the R26CERT>* - Taf7/1: Taf10"/ line will be called RT710. The Cre recombinase
induced deletion of the floxed alleles of Taf7// and/or Taf10/” can be induced by addition of 4-
hydroxy tamoxifen (4-OHT) in the culture medium (day 0) to activate CreERT2 (Fig 2A,
hereafter called mutant R77, mutant R7/0 and mutant R7710). Efficiency of the deletion was
monitored at days 2 and 4 by western blot analyses (Fig. 2B). No depletion was observed in the
presence of the vehicle (ethanol), confirming the specificity of the induction of the deletion
(Fig. 2B, left panel). However, in the presence of 4-OHT, depletion of TAF7 protein in R77
and R7710 mESCs can be observed as early as day 2 and is almost complete at day 4 (Fig. 2B,
middle and right panels). Similarly, depletion of TAF10 protein in R770 and RT710 mESCs
can be observed as early as day 2 and the corresponding TAF proteins are not detectable at day
4 (Fig. 2B, day 2 middle and day 4 right panels). The depletion of TAF7 and TAF10 proteins
is homogenous within the cellular population as shown by immunolocalization (Sup. Fig. 2A,
B). Depletion of the protein of interest does not affect the expression of the tested TA4, TAFS,
TAF6 and TAF12 TFIID subunits, and in agreement with our earlier studies, depletion of
TAF10 lead to the destabilization of its HF partner TAF8 (Bardot et al., 2017; Kamenova et al.,
2019) (Fig. 2B). Altogether, these data indicate that we have established an efficient cellular

model to study the effects of the depletion of TAF7 and/or TAF10 proteins.

Next, we investigated the effect of the 4-OHT treatment on cell proliferation and
viability at day 2, 4 and 6. In culture, mutant R77, RT10 and RT710 cells form smaller colonies
compared to the control cells (Sup Fig. 3A, B). Moreover, when the mutant cells were split at
day 4 and analyzed 2 days after (D4+2), their capacity to form colonies was severely impaired,
especially for the mutant R770 and R7710 cells (Sup Fig. 3A, B), indicating that both TAF7

and TAF10 are required for mESC maintenance. These data are in agreement with the incapaci-
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Fig. 2: Conditional depletion of either TAF7 or TAF10, or both, in mESC induces different
phenotypes. (A) Strategy to induce the depletion of the protein of interest in R26“"““*"%* : Taf7"/ (RT?7),
R26ERT - Taf10” (RT10), R26“**72"* : Taf7"; Taf10" (RT710) mESCs. (B) Western blot analysis of
TAF4, TAFS5, TAF6, TAF7, TAFS, TAF10 and TAF12 expression in EtOH (control) or 4-OHT (mutant)
treated RT7, RT10 and RT710 at day 2 and day 4. The Ponceau staining is displayed at the bottom of the
panel. (C-D) Log?2 relative total cell number (C), log2 relative living cell proportion (D) and percentage
of apoptotic cells (E) in control and mutant R77, RT10 and RT710 mESCs at day 2, 4 and 6. The black
lines indicate the median. n indicates the number of replicates (n>4 biological replicates). Kruskal-
Wallis test with Benjamini Hochberg post-hoc test. ns; not significant, * <0.05; **<0.005; *** <0.0005;
®E%% <0.00005. RT7; R26“ERT* . Taf 7" RT10; R26“**™"* - Taf10”, RT710; R26“"“**™"* : Taf 7" : Taf10"
4-OHT; 4-hydroxy tamoxifen.
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-ty of Taf7”" null and Taf10”" null inner cell masses to grow in vitro (Gegonne et al., 2012;

Mohan et al., 2003).

We then quantified the evolution of the number of cells in each mESC clones, under
control and mutant conditions. After two days of 4-OHT addition there were no detectable
differences in cell numbers between the control and mutant cells (Fig. 2C). While depletion of
TAF7 has a limited effect at all tested days (days 2, 4 and 6), depletion of TAF10 had a minor
effect at day 4, but a strong reduction in cell number was observed at day 6 (Fig. 2C).
Interestingly, the combination of TAF7 and TAF10 depletion induces a more severe reduction

of cell number already at day 4 (Fig. 2C).

We then investigated the evolution of the cell viability (Fig. 2D). No differences
between the control and the mutant cells could be observed at day 2 and day 4. However, at day
6, while depletion of TAF7 did not have any significant effect, depletion of TAF10 or combined
depletion of TAF7 and TAF10 reduce the viability about a 2-fold in mutant RT10 and mutant
RT710 cells. Analysis of apoptosis by quantification of Annexin V signal showed that the
percentage of apoptotic cells ranged from 10 to 25% from day 2 to day 6, in control and mutant
RT7 cells (Fig. 2E) indicating that TAF7 depletion does not induce apoptosis. To the contrary,
although at days 2 and 4 no significant increase in apoptosis could be observed in mutant R7'70
and mutant R7710 cells, at day 6, the apoptosis rate increased 3-fold in the absence of TAF10
and 5-fold in the combined absence of TAF7 and TAF10 when compared to control conditions
(Fig. 2E). This indicates that TAF10 is important for the survival of the mESCs, as already
suggested by the increased apoptosis observed in the inner cell mass of TafI0”" mutant
blastocysts (Metzger et al., 1999; Mohan et al., 2003). To the contrary, TAF7 is not essential
for the survival of the mESCs: this is in agreement with the observation that Taf7” blastocyst

can survive until hatching at E4.5 (Gegonne et al., 2012).
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Altogether, these data indicate that the depletion of TAF10 in growing mESCs has a
much more pronounced effect that the depletion of TAF7. TAF10 is absolutely required for the
growth and survival of the mESCs. TAF7 depletion does not obviously affect mESCs growth
and survival. This is not the consequence of the expression of TAF7 paralogs as they are not
expressed in the controls nor in the mutant cells (Sup. Fig. 4A-B). However, combined
depletion of TAF7 and TAF10 induces a much more severe phenotype than the single
depletions, suggesting that TAF7 and TAF10 are involved in different aspects cellular

homeostasis regulated by TFIID-mediated transcription.

The severity of the TAF10 depletion phenotype is not caused by defects in SAGA assembly

TAF10 is a shared subunit between TFIID and the SAGA coactivator complex, whereas
TAF7 is a TFIID specific subunit (Helmlinger and Tora, 2017). SAGA assembly is defective
in E9.5 Taf10 conditional mutant embryos (Bardot et al., 2017). Therefore, we hypothesized
that the difference in phenotype severity between mutant R77 and RT/0 mESCs could be
associated with a combined impairment of TFIID and SAGA function in R770. To test this
hypothesis, we decided to affect SAGA assembly in the context of the R77 line and to compare
the phenotypic consequence to the phenotype of mutant R77 and mutant R77/0 mESCs.
SUPT7L is the partner of TAF10 within SAGA and is important for SAGA integrity (Fischer
etal., 2021). In Supt7I- mESCs, SAGA assembly is disrupted but this is not associated with a
strong phenotype when cultured in the presence of LIF and 2i inhibitors, the cell culture
conditions we used in this study (Fischer et al., 2021). For these reasons, we engineered a Supt7!/
homozygous mutation in the RT7 line (hereafter called RT7;Supt7l”") using the same
CRISPR/Cas9 strategy as in (Fischer et al., 2021), in order to be able to deplete TAF7 in a
context where SUPT7L is missing and SAGA assembly is seriously impaired. Absence of
SUPT7L and TAF7, after 4-OHT treatment of RT7,Supt7l"- cells, was validated by western blot
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Fig. 3: SUPT7L and TAF10 depletions in mESCs similarly impair SAGA assembly but do not
have the same cellular phenotype. (A) Western blot analysis of SUPT7L, TAF7, TAFS, TAF10 and
TBP expression in control (EtOH) and mutant (4-OHT) R77 and RT10 mESC at day 3. (B) Western blot
analysis of SUPT7L, TAF7, TAF10 and TBP in control (EtOH) and mutant (4-OHT) RT7,Supt7I"
mESCs at days 2, 4 and 6 compared to control (EtOH) R77 mESC at day 6. (C) Relative normalized
XIC values for detected SAGA subunits after anti-SUPTH20 immunoprecipitation coupled to mass
spectrometry analysis (IP-MS) from mutant versus control RT/0 mESCs at day 3 and 4, and Supt7I"”
versus day 4 control R77 mESCs nuclear enriched cell lysates. The color legend is indicated at the
bottom of the panel. (n=1 biological x 3 technical replicates) (D) Summary of the expected state of
TFIID and SAGA complexes assembly in the different mESCs. (E-G) Log?2 relative total cell number
(E), log2 relative living cell number (F) and percentage of apoptotic cells (G) in control and mutant R77,
RTI10 and RT710 mESCs at day 4 and 6. The black lines indicate the median. n indicates the number of

99



Résultats
RNA polymerase Il transcription with partially assembled TFIID complexes

replicates (n > 4 biological replicates). Kruskal-Wallis test with Benjamini Hochberg post-hoc test. ns;
not significant, * <0.05; **<0.005; *** <0.0005; **** <0.00005. RT7; R26“"“**™"* . Taf7”, RTI10;
R26ERT - Taf10”, RT710; R26“E*7 : Taf 7" Taf10/”, 4-OHT; 4-hydroxy tamoxifen.
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(Fig. 3A). Interestingly, SUPT7L protein expression in mutant R7/0 cells indicated that
SUPT7L protein is lost in absence of TAF10 (Fig. 3B). This shows that in RT/0 cells TAF10
is also required for the stability of SUPT7L. We confirmed by immunoprecipitation coupled
with mass spectrometry (IP-MS) using antibodies against SUPT20H, a main protein of SAGA,
that SAGA is not assembled in absence of TAF10 and/or SUPT7L (Fig. 3C) as already reported

(Bardot et al., 2017; Fischer et al., 2021).

Our different cellular measurements indicated the growth and survival of RT7;Supt71"
mESCs are not affected (Fig. 3D-G). After 4-OHT induction of TAF7 depletion in the same
cellular background, cell number (Fig. 3E), cell viability (Fig. 3F) and apoptosis (Fig. 3G)
measurements indicate that the absence of SUPT7L does not increase the severity of the
phenotype of TAF7 depletion alone. Therefore, SAGA disruption does not aggravate the
phenotype of TAF7 loss, strongly suggesting that the difference in severity between mutant
RT7 and mutant RT10 mESCs is not caused by the lack of SAGA in mutant R7/0, but by the

different molecular consequences associated to the loss of TAF7 or TAF10 in TFIID.

Depletion of TAF7 or TAF10 leads to the formation of different partial TFIID complexes

In order to get more insight into the status of TFIID complex in the mutant mESCs, we
performed immunoprecipitation-coupled mass spectrometric (IP-MS) using anti-TAF12 and
anti-TBP antibodies on nuclear enriched whole cell extracts (NWCE) at day 2 and 3. Depletion
of TAF7 or/and TAF10 in the NWCE was checked by immunolocalization and western blot.
While depletion was not complete at day?2, at day 3, only traces of TAF7 or/and TAF10 could
be detected (Sup Fig. 2A-B, Sup Fig. 6A-D, “In” lanes). As TAF12 is part of the core-TFIID
and TBP only part of the canonical TFIID complex, these 2 types of IPs allow to discriminate

between the different partial or complete TFIID complexes. TBP is also part of the SL1 and
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TFIIIB complexes that are involved in Pol I and Pol III transcription initiation, respectively
(Vannini and Cramer, 2012). TAF12 is also a subunit of SAGA, but the used anti-TAF12 does
not [P SAGA (data not shown). We validated that the lack of TAF7 or TAF10 did not interfere
with the interaction between TBP and SL1 subunits TAF1A, TAF1B, TAF1C and TAF1D as
well as with TFIIIB subunit BRF1 (Sup Fig. 5), confirming the TAF7 and TAF10 depletion did
not result in non-specific effects. Remarkably, as already observed in the 7Cre, Taf10) mutant
embryos (Bardot et al., 2017), TAF10 depletion resulted in increased interaction between TBP
and its non-TFIID partners, indicating that TBP is relocated to these complexes under these
conditions suggesting that TFIID assembly is indeed affected following TAF10 deletion (Sup

Fig. 5).

TAF7 depletion did not induce significant changes in the TFIID partners of TBP (Fig.
4A, lanes 1 and 4, Sup Fig. 6A, C) and of TAF12 (Fig. 4B, lanes 1 and 4, Sup Fig. 6B, D),
except for the loss of TAF7 itself. This indicates that the absence of TAF7 has a very limited
effect on TFIID assembly, resulting in some TAF7-less TFIID complex (Fig. 4F). On the other
hand, depletion of TAF10 caused a more severe impairment of TFIID assembly. First, anti-TBP
IP-MS indicated that TBP incorporation in TFIID is severely impaired, as we observed a strong
decrease in the interaction between TBP and all other TFIID subunits (Fig. 4A lanes 2 and 5,
Sup. Fig. 6A, C). Second, anti-TAF12 IP-MS showed that in absence of TAF10, TAF12
maintains the interactions with TAF5, TAF6, TAF9/9B and TAF4/4B core-TFIID units, but
interactions with the other TAFs or TBP were severely decreased (Fig. 4B, lanes 2 and 5, Sup.
Fig. 6B, D). This indicates that the core-TFIID is the main partial TFIID complex present in the
TAF10 depleted cells (Fig. 4F). The IP-MS results obtained on cell in which both TAF7 and
TAF10 was depleted led to a TFIID dissociation similar to that obtained in TAF10 depleted
cells, suggesting that in cells where TAF10 is depleted, the 5-subunit containing core-TFIID

complex might be the most dominant partial TFIID complex present (Fig. 4A, B, F). However,
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Fig. 4: Conditional depletion of TAF7 or/and TAF10 differentially affects TFIID assembly. (A-B)
Relative normalized XIC values for TFIID subunits anti-TBP IP (A) or anti-TAF12 (B)
immunoprecipitation coupled to mass spectrometry analyses (IP-MS) from mutant versus control R77,
RT10 and RT710 nuclear enriched cell lysates at day 2 and 3. The color legend is indicated at the bottom
of the panels (n=1 biological x 3 technical replicates) (C-E) Gel filtration coupled to western blot
analysis of TAF4, TAF5, TAF6, TAF7, TAF10 and TBP expression from control (EtOH) RT10 (C),
and mutant (4-OHT) RT7 and RT10 (E) at day 3. The number on the top correspond of the different
fractions analyzed. The molecular weight of the 13 and 14 fractions is indicated at the bottom of the
panel (n=1 biological x 2 technical replicates). (F) Summary of TFIID and partial TFIID complexes in
wild-type cells and in absence of TAF7 or/and TAF10 proteins. RT7; R26““* "™ :Taf7", RTI10;
R26ERT - Taf10”, RT710; R26“E*7 : Taf 7" Taf10”, 4-OHT; 4-hydroxy tamoxifen.
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in the mutant RT10 cells, TBP interactions with TAF1 and TAF7 were decreased in the anti-
TBP IP, but much less compared to the other non-core-TFIID TAFs (Fig. 4A, lanes 2 and 5,
arrowheads). Similarly, in the anti-TAF12 IP, TBP was still interacting with TAF1 (Fig. 4B,
lanes 2 and 5, arrowhead). Interestingly, these interactions were no longer observed in the
absence of both TAF7 and TAF10 (Fig. 4A-B, lanes 3 and 6, arrowheads) suggesting that
TAF10 is stabilizing these interactions. As TAF1 is interacting with TAF7 but also with TAF6
in TFIID (Chen et al., 2021), this suggests that some core-TFIID complexes may be associated
to TAF1, TAF7 and TBP (Fig. 4F). Finally, some TAF7 and TAF10 peptides were still detected
in the mutant conditions at day 2 (Fig. 4A-B, lanes 1-3) and even less at day 3 (Fig. 4A-B, lanes
1-3), suggesting that a minor proportion of some very stable TFIID might still be present despite

the efficient depletion at day 3 in the mutant cells.

In order to get more insight into the molecular consequences of the depletion of TAF7
and TAF10 on TFIID assembly, we performed gel filtration coupled to western blot analyses
RT7 or RT10 mESCs NWCE:s collected at day 3, in control and mutant conditions. In control
cells (RT10 without 4-OHT), the TFIID complex is collected in fractions 4-5 (Fig. 4C, F, blue
box) as suggested by the molecular weight and the co-localization of TBP and all tested TAFs.
In mutant R77 extracts, the profile is very similar to the control lysates, except for the absence
of TAF7, strongly suggesting that a TFIID complex without TAF7 is present in these cells (Fig.
4D, F). In mutant R710 cells however, very little high molecular weight complex could be
detected lacking TBP, and TAF4, TAFS5 and TAF6 proteins were localized in lower molecular
weight fractions peaking at 13-14 (Fig. 4E, F, grey box), indicating that the core-TFIID

submodule is dominant in absence of TAF10 in these cells.

Altogether, these data demonstrate that TFIID assembly is differentially affected by the
depletion in TAF7 and TAF10, and while an almost complete TFIID complex lacking TAF7

seem to persist in mutant R77 cells, in the mutant R7/0 and R7710 cells, the canonical TFIID
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complex is not detected and only partial submodules such as the core-TFIID complex remain

the dominant TAF complex (Fig. 4F).

Active Pol II transcription in absence of holo-TFIID

According to the test book view, TFIID is the first GTF to recognize the promoters and
to start the formation of the PIC, we investigated the Pol II activity of by analyzing the
phosphorylation status of C-terminal domain (CTD) of the Pol II subunit RPB1 in mutant R77,
RTI10 and RT710 cells at day 3 and day 4 using immunofluorescence (IF) staining on fixed
ESCs. Phosphorylation of the biggest Pol II subunit RBP1 on Serine 5 and Serine 2 is associated
with the initiation and the elongation status of Pol II, respectively [for a review (Harlen and
Churchman, 2017)]. Using this method, no difference in RPBIP5 and in RPB1PSe
phosphorylation signal could be observed between control and mutant R77 cells (Fig. SA-C, B-
D) indicating that Pol II transcription initiation and elongation is active in the absence of TAF7.
Surprisingly, similarly, no significant differences could be observed between control and
mutant R710 and RT710 cell lines (Fig. SA-D) also suggesting that in the absence of TAF10,
or TAF7 and TAF10 the global Pol II transcription initiation and/or elongation is not affected.
Altogether, these data suggest that the absence of canonical TFIID does not impair global Pol

II transcription activity.

To further verify that Pol II is actively transcribing in our mutant cell lines, we analyzed
the incorporation of 5-ethynyl uridine (EU) after one hour of incubation in the culture medium.
To control the metabolic RNA labeling efficiency, we pre-incubated control cells with two
different transcription inhibitors triptolide (transcription initiation inhibitor) or flavopiridol
(transcription elongation inhibitor). As expected EU incorporation was readily detected in non-

treated cells, and abolished in the triptolide or flavopiridol treated cells (Fig. 6A). Experiment
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Fig. 5: Active Pol II transcription in absence of canonical TFIID. (A-D) Representative views of
immunofluorescence using anti-RPB17% (A, C) and anti-RPB175%?(B, D) antibodies on control (EtOH)
and mutant (4-OHT) RT7, RT10 and RT710 mESCs at day 3 and 4. Color scale (Green Fire Blue LUT
scale) is indicated at the bottom of the panel (B), scale bar: 50 pm. (C-D) Quantification of RPB1P5
(C) and RPB17%? (D) nuclear signal. The black lines indicate the median (n=1 biological replicate).
Wilcoxon rank sum test: ns; not significant, * <0.05; **<0.005; *** <0.0005; **** <0.00005. RT7;
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Fig. 6: Active RNA synthesis in absence of canonical TFIID. (A, B) Control confocal imaging of 5-
ethynyl uridine (EU) incorporation on control R77 and RT70 mESCs in presence of 300 nM flavopiridol
(Flavo) (RT7) or 500 nM triptolide (Trd) (RT10) (A) or in control (EtOH) and mutant (4-OHT) RT7,
RTI10 and RT710 mESCs at day 3 and 4 (B). In (B), panels m- r correspond to magnifications of
representative nuclei highlighted in white squares in g-1, respectively. Color scale (Green Fire Blue LUT
scale) is indicated at the bottom of the panels (C, D) Nuclear quantification of EU signal from (A, B).
The black lines indicate the median. (n=1 biological replicate). Kruskal-Wallis test with Benjamini
Hochberg post-hoc test. ns; not significant, * <0.05; **<0.005; *** <0.0005; **** <0.00005. RT7;
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was performed after 3 and 4 days of 4-OHT treatment (Fig. 6B). At day 3, EU incorporation is
similar between all the control and mutant cell lines (Fig. 6B a-f, C). At day 4, no differences
were observed between control and mutant R77 and RT10 cells (Fig. 6B g-j, D). In mutant
RT710 cells, however, EU incorporation was significantly decreased and residual strong signal
(Fig. 6B k, 1, D) was restricted to some nuclear spots (Fig 6, r compared to m-q), indicating that
in these mutant cells, Pol II transcription activity was reduced, despite the fact that no

significant difference was observed in RPB1P52 and RPB1P5* levels (Fig. 5B, C).

Altogether, these data may suggest that despite the absence of canonical TFIID, Pol II
transcription initiation and elongation is still active. Surprisingly, no obvious difference could
be observed between R77 and RT10 mutant cells despite the fact that TFIID assembly is much

more perturbed in the absence of TAF10 than in the absence of TAF7.

4. Discussion

In this study we have analyzed the depletion of two different TFIID subunits; TAF7 and
TAF10 in the same cellular context. We showed that in the embryo and in mESCs, deletion of
TAF7 is less severe than that of TAF10. As TAF10 is a shared subunit with the SAGA complex,
we excluded the hypothesis that the increased severity in the 7af10 loss of function phenotype
is associated with a SAGA defect as loss of an essential SAGA protein; SUPT7L, does not
aggravate the phenotype of the TAF7 depletion. Analysis of TFIID assembly by IP-MS
indicates that TAF10 depletion has a more pronounced disassembly effect on TFIID assembly
than TAF7 depletion. Indeed, while in the absence of TAF7, an almost fully assembled TAF7-
less TFIID complex can be detected, in the absence of TAF10, an uncomplete TFIID complex

mainly composed of the 5 TAF-containing (5TAF) core-TFIID, eventually associated partially
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with TAF1/ TAF7 heterodimer, can be detected in the corresponding ESC extracts.

Remarkably, combination of both TAF7 and TAF10 depletion in

mESCs leads to a more severe phenotype and only the core-TFIID is detected. Surprisingly,
activity of Pol II transcription assessed by RBP1P5¢2 and RBP1P5"> immunolocalization or by
EU incorporation in nascent transcripts is not perturbed, except in ESCs where both TAF7 and
TAF10 are depleted, correlating with a decreased Pol II activity. Altogether, our data suggest
that Pol II transcription still occurs in the absence of fully assembled canonical TFIID. We
propose that canonical TFIID can be replaced by TFIID submodules to promote transcription
initiation. However, as suggested by the different phenotypes observed, Pol II transcription is

not be optimal in absence of canonical TFIID.

Recent structural studies have proposed that TFIID is playing a major role in PIC
assembly and deposition of TBP on core promoters (Chen et al., 2021; Patel et al., 2018). While
TBP has been initially characterized as the TATA-box binding protein (Hernandez, 1993), only
a minority of mammalian promoters have a TATA box (Yang et al., 2007). TFIID is able to
deposit TBP on TATA box-containing or TATA-less promoters, leading to a similar bending
of the DNA (Chen et al., 2021). As a scaffold, TFIID is also offering several interaction
interfaces with transcription factors via its different TAFs: for example, TAF10 has been shown
to interact with the estrogen receptor as well as GATAT1 (Jacq et al., 1994; Papadopoulos et al.,
2015). Therefore, TFIID appears central to the process of Pol II transcription initiation. In all
our mutant mESCs, TFIID assembly is affected but the structure of the TFIID scaffold is
differentially perturbed. The loss of TAF7 has only limited effect as both anti-TBP and anti-
TAF12 IPs indicate that a TAF7-less TFIID still containing TBP is formed. The loss of TAF10,
however, has a much stronger effect as the core-TFIID submodule is the most advanced
complex detected. Interestingly, we also observed a sub stoichiometric interaction with TAF1

and TAF7. TAF1 and TBP co-translationally assemble (Kamenova et al., 2019) via TAF1’s
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TAND domain (Kokubo et al., 1994; Nishikawa et al., 1997). TAF1 also interact with TAF7
via its DU3591 central domain (Bhattacharya et al., 2014; Wang et al., 2014a) and with the
core-TFIID via its 3 TAF6-binding motifs (Chen et al., 2021). This could suggest the existence
of an incomplete TFIID complex containing the core-TFIID associated with TAF1, TAF7 and
TBP. Interestingly, it has been recently shown that an in vitro assembled lobe C-like single TAF
(S-TAF) complex composed of TAF1, TAF7, TAF11, TAF13 and TBP is able to promote in
vitro transcription and pausing from the HSPA /B human promoter in presence of purified PIC
components (Fant et al., 2020). There is no evidence that support the existence of the S-TAF
complex in vivo and in the RT10 mutant cells, the anti-TBP IP did not show strong interaction
with TAF11 and TAF13. Although it is not clear how the association between core-TFIID,
TAF1 and TAF7 could be assembled, TAF7 appears to be important as in mutant R7710 cells
depleted in both TAF10 and TAF7, no such sub stoichiometric interactions are observed and

only the STAF core-complex is detected.

Interestingly, our data indicate that Pol II transcription is still active despite the absence
of TAF7 or TAF10 proteins. Only when the two proteins are depleted in mutant R7710 cells, a
significant decrease in global nascent RNA production was observed. Several non-mutually
exclusive hypotheses can be proposed to explain the absence of effect on Pol II activity. A first
hypothesis is that the residual low abundant canonical TFIID complexes, which are detected in
the mutant mESCs despite the efficient depletion in TAF7 or TAF10 proteins, might be
responsible for the maintenance of active transcription. Such stable TFIID complexes have
already been observed in 7af10 conditional E9.5 mouse mutants (Bardot 2017). Although we
cannot exclude this hypothesis, it is unlikely to be the main reason as i) we did not detect a
decrease in global Pol II activity in the mutant R77 and RTI0 cells, and ii) despite the
maintenance of Pol II activity, there is a strong phenotype associated with the depletion of

TAF10. A second hypothesis is that a full TFIID containing TAF10 is not required to maintain
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active transcription as proposed in (Tatarakis et al., 2008). After initiation of transcription,
TFIID and some GTFs remain bound to the promoter while other PIC components are released,
forming a scaffold that facilitates the recruitment of new Pol II (Hawley and Roeder, 1987;
Zawel et al., 1995). The minor proportion of canonical TFIID complexes that we detected in
our mutant cells could be already stably interacting with the promoters of actively transcribed
Pol IT genes. Analysis of the distribution of TAF7 and TAF10 proteins on the chromatin of the
mutant R77, RT10 and RT710 cells would allow to test this hypothesis. A third interesting
hypothesis is that the TAF7-less TFIID complex and the core-TFIID complex, eventually
associated with TAF7 and TAF1, are able to support efficiently Pol II transcription activity in
the R77 and RT10 mutant cells in the absence of canonical TFIID although the molecular
mechanisms of Pol II recruitment and transcription initiation are not clear. Our data are in the
same line as several evidences in the literature that point out that Pol II transcription does not
always rely on canonical TFIID nor TBP. First, alternative complexes to TFIID support Pol II
transcription in specific conditions. It has been shown that the TFTC complex that contains
some TAFs but not TBP is able to initiate transcription in vitro on TATA- containing and
TATA-less promoters (Wieczorek et al., 1998). Ribosomal protein coding genes transcription
initiation is controlled by a non-TFIID complex containing the TBP paralog TBPL1 (Baumann
and Gilmour, 2017; Parry et al., 2010; Wang et al., 2014b) and active transcription during
oocyte growth is mediated by an oocyte-specific complex lacking TBP and TAFs (Yu et al.,
2020). Second, conditional deletions of 7af7 or Taf10 have shown that the requirement for these
subunits is not absolute and is dependent on the cellular context (Bardot et al., 2017; Gegonne
et al., 2012; Indra et al., 2005; Mohan et al., 2003; Tatarakis et al., 2008). In these analyses,
however, the effect of the mutation on Pol II transcriptional activity has not been directly
studied except in (Bardot et al., 2017) where it was shown that cyclic transcription waves that

control somitogenesis (Hubaud and Pourquié, 2014), are still active in the absence of TAF10,
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strongly supporting the fact that transcription initiation can occur without TAF10 and canonical

TFIID in this particular context.

A striking observation is that the severity of the phenotypes associated with the
depletion of TAF7 or TAF10 does not correlate with the global Pol II nascent transcription
activity while it correlates with the degree of TFIID assembly defects. Indeed, mutant R77 cells
which have TAF7-less TFIID complex have a much milder phenotype compared to mutant
RT10 cells, in which the core-TFIID, weakly associated with TAF1 and TAF7, is the most
advanced assembled TFIID submodule. Our data show that the phenotype observed in mutant
RT10 cells is not associated with a SAGA complex defect as mutation in Supt7/ coding for a
protein important for SAGA assembly does not have an effect in this context (Fischer et al.,
2021). Remarkably, mutant R7710 cells that are devoid of TAF7 and TAF10 and mainly contain
the core-TFIID have the most severe phenotype. These data suggest that TAF7 and TAF10
absence does not affect Pol II transcription similarly. The increased severity in phenotype
suggests that there is an additive effect of the absence of TAF7 and TAF10 although we cannot
exclude some indirect effects leading to an overall transcription defect as suggested by the
decreased TBP — Pol I SL1 complex at day 3 and the strong reduction in EU incorporation.
Nevertheless, it is tempting to speculate that TAF7 and TAF10 are associated with specific
transcription programs. Analysis of nascent transcripts in the mutant R77, RT10 and RT710
cells will be important to analyze precisely the effect on active transcription but analysis of the
phenotype of the mutant embryos support this hypothesis. Using the embryonic mesoderm as a
common same genetic context, conditional deletion of 7af7 leads to a growth arrest in the
trunk/tail region also reported for the deletion of 7af10 in the same context (Bardot et al., 2017),
however, while 7Cre,; Taf10 mutant embryos are resorbed at E11.5, TCre, Taf7 mutant embryos
are still developing at E12.5. Specific differences were also observed. On one hand, 7Cre; Taf10

mutant embryos lack limb buds and are devoid of red blood cells. This latter phenotype is a
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consequence of the specific interaction between TAF10 and GATA1 during erythropoiesis
(Papadopoulos et al., 2015) and this is presumably the main reason for the more precocious
lethality, in addition to placental and allantois defects (Bardot et al., 2017). On the other hand,
TCre, Taf7 mutant embryos have hypotrophied limb buds and enlarged pericardium suggesting
that these mutant embryos also have cardiovascular defects. Altogether, these specific

differences are in favor of specific transcription regulation mediated via TFIID.

Another non-exclusive hypothesis is that in the absence of a fully assembled TFIID, the
precision of Pol II transcription initiation is affected. Two types of Pol II initiation have been
described: 1) promoters of highly active and tissue specific genes are associated with TSS
concentrated on a very narrow region (sharp TSS usage) and the presence of TATA-box, ii)
promoters of ubiquitously expressed genes but also developmental genes are associated with
numerous TSS occupying a larger region (broad TSS usage) (Carninci et al., 2006). Moreover,
during oocyte growth and during early development, a change in the TSS usage, associated with
a shift in the transcriptional machinery has been described (Cvetesic et al., 2020; Haberle et al.,
2014; Yu et al., 2020). In particular it was shown that the TBPL2/TFIIA oocyte-specific
transcription initiation machinery has a specific sharp TSS signature coupled with the
association with TATA-like containing promoter sequences, while the canonical TFIID PIC
has a broad TSS signature associated with GC-rich sequences (Yu et al., 2020). These data
indicate that TFIID is associated with specific core promoter recognition. It is possible that in
the absence of fully assembled holo TFIID, especially in the situation where only a very
primitive complex is present, Pol II is still recruited on the DNA to potentially cryptic initiation
sites, not in known promoter-independent manner and less efficiently. This could explain the
intriguing observation that no effect on Pol II CTD phosphorylation not EU incorporation could

be observed in the absence of TAF7 or TAF10 while strong phenotypic differences are present.
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Analysis of the distribution of Pol II on the chromatin as well as Cap Analysis of gene

Expression would allow to get more insight into this interesting hypothesis.
Material and methods

See supplementary data.

Data availability

Proteomic data data have been deposited in the proteomics identification database

(ProteomeXchange PRIDE database, accession code: PXDxxxxXx).
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5. Supplementary figures

Wild-type Tg(T-Cre/+); Taf7"

DAPI

TAF7

Sup Fig. 1: Efficient TAF7 depletion in the paraxial mesoderm of embryonic day (E) 9.5 Tg(T-
Cre/+); Taf7! mutant embryo. DAPI counterstained anti-TAF7 immunofluorescence on sagittal
section from wild-type (left panel) and Tg(T-Cre/+); Taf7” E9.5 mutant (right panel) embryos. In Tg(T-
Cre/+) embryos, Cre is active in progeniors that contribute to mesoderm cells posterior to the heart
(white arrow), including the paraxial mesoderm (unsegmented presomitic mesoderm and somites
(arrowhead)) but not in the neural tube (NT). Color scale (Green Fire Blue LUT scale) is indicated at
the bottom (n=2).
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Sup Fig. 2: Homogenous TAF7 or/and TAF10 depletion in mutant R77, RT10 and RT710 mESCs.
(A) DAPI counterstained anti-TAF7 and anti-TAF10 immunofluorescence on control (EtOH) R7'10 and
mutant (4-OHT) RT7, RT10 and RT710 mESCs at day 3. Color scale (Green Fire Blue LUT scale) is
indicated at the bottom. (B) Nuclear quantification of anti-TAF7 and anti-TAF10 immunofluorescence
assay in (A). The black lines indicate the median (n=1 replicate, except control and mutant R77 n=2
biological replicates). Wilcoxon rank sum test: **¥¥*; <0.000005. RT7; R26“ R - Taf7", RTI10;
R26ERT - Taf10”, RT710; R265E*™ : Taf 7" Taf10/”, 4-OHT; 4-hydroxy tamoxifen.
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A
Seeding 100 nM of 4OHT (mutant condition)
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Sup Fig. 3: Absence of TAF7 and/or TAF10 impact R77, RT10 and RT710 mESC clonal growth
after replating. (A) Crystal violet-stained wells of control (EtOH) and mutant (4-OHT) R77, RT10 and
RT710 mESCs at day 3, day 4 and day 6, and 2 days after replating at day 4 (D4+2). The timing of the
experiment is indicated at the bottom. (B) relative quantification of the total surface covered by the
colonies from (A). The black lines indicate the median. n indicated the number of replicates (n>2
biological replicates). Wilcoxon rank sum test done on mutant versus control for each clone. ns; not
significant, * <0.05; **<0.005; *** <0.0005. RT7; R26“ kT - Taf7’! RT10; R26“*™"* :Taf10"
RT710; R26“ERT2* - Taf 7! : Taf10", 4-OHT; 4-hydroxy tamoxifen.
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Sup Fig. 4: Taf7 paralogues do not rescue the TAF7 depletion in RT7 and R7710 mESCs. (A) RT-
gPCR analysis of Taf10, Taf7, Taf7! and Taf712 expression from control (EtOH) and mutant (4-OHT)
RT7 and RT710 mESCs RNA at day 4. The RNA polymerase III transcribed gene Rn7sk was used as

reference gene. n=2 biological x 2 technical replicates, except for testis; n= 2 technical replicates.

Wilcoxon rank sum test: ns; not significant, * <0.05; **<0.005. (B) Western blot analysis of TAF7L,

TAF7 and TBP expression at day 4 from control (EtOH) and mutant (4-OHT) mESCs nuclear enriched
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Sup Fig. 5: Redistribution of TBP to SL1 and TFIIIB complexes upon TAF10 depletion. Relative
normalized XIC values for SL1 complex subunits (TAF1A, TAF1B, TAF1C and TAF1D) and TFIIIB
subunit BRF1 from anti-TBP immunoprecipitation coupled to mass spectrometry analysis (IP-MS) from
mutant versus control R77, RT10 and RT710 mESCs nuclear enriched cell lysates at day 2 and 3. The
color legend is indicated at the bottom of the panel (n= 3 technical replicates).
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Sup Fig. 6: Analysis of TFIID assembly in absence of TAF7 and/or TAF10 by
immunoprecipitation coupled to western blot analyses. (A-D) Western blot analysis of mock anti-
GST immunoprecipitation (IP) (A-D), anti-TBP IP (A, C) and anti-TAF12 IP (B, D) on control (EtOH)
and mutant (4-OHT) RT7, RTI10 and RT710 mESCs at day 2 (A, B) and day 3 (C, D). The proteins

analyzed are indicated on the left of each panel. In; input, Sn; supernatant, El; elution.
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7. Material & Method:
Mice

Animal experimentation was carried out according to animal welfare regulation and guidelines of the
French Ministry of Agriculture and Ministry of Higher Education, Research and Innovation. The
original mouse lines (Taf7, Taf1(/, R26“***™, Tg(T-Cre)) have all been described (Supplementary
Table 1). The day of vaginal plug was scored as embryonic day (E) 0.5. Embryo were imaged with an

macroscope Leica MZ16 coupled with a camera CoolSnap-Procr color (RS Photometrics).
Embryo section and immunolocalization

Embryos were fixed in 4% paraformaldehyde (PFA) for 1 hour at 4°C under agitation, rinsed three times
in PBS, equilibrated first in 15% sucrose/PBS (overnight, 4°C), then in 30% sucrose/PBS (3 h, 4°C) and
finally in 15% sucrose/50% Cryomatrix/PBS (1hour, 4°C). Embryos were embedded in Cryomatrix in
liquid nitrogen vapors and stored at -80°C. Fifteen micrometers-sections were obtained on a Leica

cryostat.

Sections were rehydrated twice in PBS, 30 min each time, at room temperature (RT), permeabilized in
0.5% Triton X-100/PBS (Sigma-Aldrich) 40 min at RT, blocked in AB buffer (3% Bovine Serum
Albumin (BSA), 1% goat serum, 0.1% Tween 20 in PBS) 40 min at RT and rewashed in 0.1% Triton
X-100/PBS. Primary antibodies (Supplementary Table 2) were diluted 1/1000 in AB buffer and
incubated overnight at 4°C in a humid atmosphere. Sections were then washed 3 times in 0.1% Triton
X-100/PBS 40 min each. Secondary antibody (Goat anti-mouse or anti-rabbit, conjugated to Alexa 488
nm or 594 nm, see Supplementary Table 1) was diluted 1/1000 in 1 pg/mL DAPI (4',6-diamidino-2-
phenylindole dihydrochloride)/AB buffer and incubated 1 h at RT. The sections were then washed in
0.1%Triton X-100/PBS 5 times 10 min each at RT. The slides were mounted in Vectashield® and sealed
with nail polish. They were imaged with a LSM 510 laser-scanning microscope (20x Plan APO

objective). The pictures are shown with the LUT “Green Fire Blue” scale.
Generation and maintenance of mESCs

E3.5 Blastocysts were collected from R26“**™*:Taf7" x Taf7"" R26“**7"* :Taf10"” x Taf10" or
R26ERT Tof 71 - Taf10"” x Taf7”;Taf10” breedings. The uterus were dissected in PBS (37°C) and
flushed with M2 medium (37°C) to collect the embryos using a insulin syringe. Single blastocysts were
placed in a 96 well plate coated with mouse embryonic fibroblast (MEF) feeders and grown in 2i+LIF
medium (DMEM medium supplemented with 15% fetal calf serum ES-tested, 2 mM L-glutamine, 0.1%
B-mercaptoethanol, 100 UI/ ml penicillin and 100 mg/ml streptomycin, 0.1 mM non-essential amino
acids, 100 pL/50 mL of leukemia inhibitory factor (LIF), 3 uM CHIR99021 and 1 mM PD0325901) at
37°C under 5% CO,. After amplification, clones were frozen in 30% fetal calf serum, 20% DMSO in

DMEM medium. Genotype of each clone was checked by PCR (see protocol thereafter, primers in
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Supplementary Table 3). For maintenance and for experiments, cells were grown on plate coated with
0.1% gelatin/PBS solution. Efficiency of depletion of the protein of interest after 4-hydroxytamoxifene
(4-OHT) treatment was checked by western blot. All established clones were mycoplasma free. The
biochemical, immunofluorescence and nascent transcription experiments were carried out using the
R26SERE Tof 71 clone  #13  (RT7#13), R26“*f*:Taf10"" clone #41 (RT10#41) and
R26ERT - Taf 77 - Taf10" clone #47 (RT710#47), except for the phenotypic analyses where at least 2

independent clones were studied (see below).
Generation of R26“E*"%"; Taf7"/;Supt7F- mESCs

The RT7#13 mESC were transfected with the plasmid construct containing Cas9-EGFP and gRNA
(Supplementary Table 4) at about 70% confluence using Lipofectamine 2000 following manufacturer’s
instruction. Two to three days after, EGFP" cells were sorted using the BD FACS Aria TM II (BD
Biosciences) instrument. Each fluorescent cell was isolated in a well of 96 well plates and thereafter
amplified and frozen. Clones were screened by PCR and by western blot. The R26“* 12" - Taf 7"/ - Supt 71
" clone #72 was used for the experiments (RT7, Supt71"#72).

Genotyping and screening

Mouse tail tips were digested in 300 pL of 200 pg/mL of proteinase K in tail digestion buffer (10 mM
Tris pH 7,200 mM NacCl, 5 uM EDTA, 0.2% SDS). Embryonic yolk sacs and mESC cells were digested
in 100 pL of 200 pg/mL of proteinase K in 1X PCR buffer. In all cases, 0.6 uL of lysate was used in 25
pL of PCR reaction (Taq DNA polymerase kit, #4728858001) following the manufacturer’s instruction.

Primers are listed in Supplementary Table 3.
4-hydroxytamoxifen (4-OHT) treatment

Five 10* or 8x10° cells were seeded in one well of 6 well plate or a P100, respectively, coated with 0.1%
gelatin/PBS at day -1 (D-1). At DO, cells were treated with 100 nM of 4-OHT in a final volume of 2 mL
or 12 mL for a well of 6 well plate or a P100, respectively. As a control, the same volume of the vehicle
(Ethanol, 0.1% EtOH final) in the same final volume was used. The different experiments were done at
D2, D4 or D6. The 6 well plates were used for phenotypic analyses, and the P100 plate for proteomic

and transcriptomic analyses.
Cell counting

Cells were collected and centrifugated (150 g) for 4 min at RT. Cell pellets were resuspended in a given
volume of PBS. One volume of cell suspension was mixed with 1 volume of 0.4% of Trypan Blue,
counted on a Countess II Automated Cell Counter (Thermo Fischer Scientific). Different clones were
used: RT7: 5 clones (#5, #7, #8, #13, #15), RT10: 5 clones (#3, #6, #9, #15, #41), RT710: 4 clones (#1,
H#47, #48, #55), RT7; Supt7l”: 3 clones (#45, #71, #72).

Apoptosis assay
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Floating and attached cells were collected by trypsinization and stained with the FITC Annexin V
Apoptosis Detection Kit with PI (Thermo Fischer Scientific) according the recommendation and
analyzed by flow cytometry using a BD FACS Celesta (BD Bioscience). A minimum of 10,000 events
were recorded. Different independent clones were used: R77: 4 clones (#5, #7, #8, #13), RT10: 6 clones
(#3, #6, #9, #15, #19, #41), RT710: 4 clones (#1, #47, #48, #55), RT7; Supt7I"": 3 clones (#3, #71, #72).

Measuring of surface area of colonies

Cells were rinsed twice with PBS and fixed with 4% PFA 30 min at 4°C. After PBS washing, cells were
stained 30 min with 0.1% crystal violet dye and then rinsed with PBS. Pictures were taken with a
macroscope M420 (Leica) coupled with a CoolSNAP camera (RS Photometrics). The surface of the
clones was measured automatically with ImageJ (Fiji, v 1.53c). Different independent clones were used:

RT7: 2 clones (#5, #13), RT10: 3 clones (#3, #6, #9), RT710: 2 clones (#1, #47).
Immunofluorescence (IF) on mESC

Cells plated on gelatinized round glass slides were rinsed, fixed with 4% PFA 10 min at RT, rinsed again
in PBS and then permeabilized in 0.1% Triton X-100/PBS 20 min at RT. After two PBS washes, primary
antibodies diluted in 10% foetal calf serum (FCS)/PBS were incubated 1 h at RT. Cells were rinsed
twice with 0.02% Triton X-100/PBS 5 min and once again 5 min with PBS. Secondary antibodies (Goat
anti-mouse or goat anti-rabbit or goat anti-rat, conjugated to Alexa 488 nm or 594 nm, see Sup. Table.
S5) were diluted 1/1000 in 1 ug/mL DAPI/10% FCS/PBS and incubated 1 h at RT. Cells were then
washed 5 min in 0.02% Triton X-100/PBS and once again5 min with PBS. The slides were assembled
using Vectashield® and sealed with nail polish. They were imaged with an LSM 510 laser-scanning
microscope (63x Plan APO objective). The pictures are shown with the LUT “Green Fire Blue” scale to
better show the variation in fluorescence intensity. Measures of fluorescence intensity were done

automatically using ImagelJ software.
EU labelling

Cells plated on gelatinized round glass slide were incubated in 2i+lif medium containing 1 mM of 5-
ethynyl-uridine (EU, ThermoFischer Scientific) 1 h at 37°C under 5% CO; and then fixed with 4% PFA
15 min at RT. Analysis was realized using the Click-it RNA Imaging Kits (Invitrogen) according the
manufacturer’s guidelines. As a control, cells were incubated 1 h either with 500 uM of triptolide (Trp,
Sigma Aldrich) or 300 pM of flavopiridol (Flavo, Sigma Aldrich) transcription inhibitors followed by
incubation 1 hour in 1 mM EU in the presence of the inhibitors. Cells were imaged and EU signal

quantified as described above.
Nuclear enriched whole cell extracts (NWCE)
Cells were pelleted, rinsed with PBS, resuspended in 1 mL/g of cells of ice-cold Hypotonic Buffer (10

mM Tris pHS, 1.5 mM MgCl,, 10m M KCI supplemented with cOmplete protease inhibitor mix 1x
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(Roche). Cells were then lysed by 10 gently strokes with a B pestle in a glass dounce grinder (Kimble).
After 10 min centrifugation at 9000g, the pellet, which contains the nuclei, was resuspended in 1 mL/g
of cells of ice-cold High Salt Buffer (20 mM Tris pHS8, 1.5 mM MgCl,, 450 mM NaCl, 0.2 mM EDTA,
25% glycerol, 0.5% NP40, supplemented with cOmplete protease inhibitor mix 1x). Nuclei were lysed
by 10 gently strokes and incubated in ice 30 min. After 10 min centrifugation at 9000 g, the supernatant

was recovered as nuclear enriched whole cell extract.
Immunoprecipitation (IP)

One mg of NWCE was first incubated 1 h with 120 pL of Protein-G Sepharose beads slurry (GE
healthcare) in 1 mL of IP100 buffer (25 mM Tris HCI pH7.9, 10% Glycerol, 0.1% NP40, 5 mM MgCl,,
100 mM KCl, 1X cOmplete) at 4°C under gently agitation. Then 10 to 30 pL of antibodies were
incubated with the NWCE during 2 hours at 4°C under gently agitation. Finally, the mix NWCE plus
antibodies was incubated with fresh 120uL of Protein-G sepharose beads slurry overnight at 4°C under
gently agitation. Beads were then washed at 4°C twice with IP500 Buffer (25 mM Tris HCI pH7.9, 10%
Glycerol, 0.1% NP40, 5 mM MgCl,, 500 mM KCl, 1X cOmplete) under gentle agitation and then three
times with IP100 buffer. Immunoprecipitated proteins were eluted in 50 pL Glycine buffer (0.1 M
glycine pH2.8) and neutralized with 10 mM Tris HCI pHS.

Mass spectrometry

Liquid digestion

Protein mixtures were TCA-precipitated overnight at 4°C. Samples were then centrifuged at 14000 rpm
for 30 minutes at 4°C. Pellet were washed twice with 500 pL cold acetone and centrifuged at 14000 rpm
for 10 minutes at 4°C. Washed pellet were then urea-denatured with 8 M urea in Tris-HCI 0.1 mM,
reduced with 5 mM TCEP for 30 minutes, and then alkylated with 10 mM iodoacetamide for 30 minutes
in the dark. Both reduction and alkylation were performed at room temperature and under agitation (850
rpm). Double digestion was performed with endoproteinase Lys-C (Wako) at a ratio 1/100
(enzyme/proteins) in 8 M urea for 4h, followed by an overnight modified trypsin digestion (Promega)
at a ratio 1/100 (enzyme/proteins) in 2 M urea. Both LysC and Trypsin digestions were performed at
37°C. Peptide mixtures were then desalted on C18 spin-column and dried on Speed-Vacuum before LC-

MS/MS analysis.

LC-MS/MS analysis

Samples were analyzed using an Ultimate 3000 nano-RSLC (Thermo Scientific, San Jose California)
coupled in line with a LTQ-Orbitrap ELITE mass spectrometer via a nano-electrospray ionization source

(Thermo Scientific, San Jose California).

Peptide mixtures were loaded on a C18 Acclaim PepMap100 trap-column (75 pm ID x 2 cm, 3 pm,
100A, Thermo Fisher Scientific) for 3.5 minutes at 5 pL/min with 2% ACN, 0.1% FA in H>O and then
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separated on a C18 Accucore nano-column (75 pum ID x 50 cm, 2.6 pm, 150A, Thermo Fisher Scientific)
with a 100 minutes linear gradient from 5% to 50% buffer B (A: 0.1% FA in H,O / B: 99% ACN, 0.1%
FA in H,0), then a 20 minutes linear gradient from 50% to 70% buffer B, followed with 10 min at 99%
B and 10 minutes of regeneration at 5% B. The total duration was set to 140 minutes at a flow rate of

200nL/min. The oven temperature was kept constant at 40°C.

The mass spectrometer was operated in positive ionization mode, in data-dependent mode with survey
scans from m/z 300-1600 acquired in the Orbitrap at a resolution of 240,000 at m/z 400. The 20 most
intense peaks (TOP20) from survey scans were selected for further fragmentation in the Linear Ion Trap
with an isolation window of 2.0 Da and were fragmented by CID with normalized collision energy of

35%. Unassigned and single charged states were rejected.

The Ion Target Value for the survey scans (in the Orbitrap) and the MS2 mode (in the Linear Ion Trap)
were set to 1E6 and 5E3 respectively and the maximum injection time was set to 100 ms for both scan
modes. Dynamic exclusion was used. Exclusion duration was set to 30 s, repeat count was set to 1 and

exclusion mass width was = 10 ppm.

Data Analysis

Proteins were identified by database searching using SequestHT (Thermo Fisher Scientific) with
Proteome Discoverer 2.2 software (Thermo Fisher Scientific) on Mus musculus database (Swissprot,
non-reviewed, release 2019 08 07, 55121 entries). Precursor and fragment mass tolerances were set at
7 ppm and 0.5 Da respectively, and up to 2 missed cleavages were allowed. Oxidation (M) was set as
variable modification, and Carbamidomethylation (C) as fixed modification. Peptides were filtered with

a false discovery rate (FDR) at 1%, rank 1 and proteins were identified with 1 unique peptide.

Fold change quantification

Fold change value were quantified from XIC value using custom R scripts available on demand (R
software version 4.0.2). Only peptides with at least two XIC values greater than the average of XIC
value of the mock IP were conserved. The XIC values of all peptides of a protein were summed for each
replicate and each condition. These summed XIC values were then divided by the average of summed
XIC values of the bait protein. These normalized XIC values were then averaged between replicates of
the same condition. Fold change value for a specific protein corresponds to the Log2 of the averaged
XIC values from the mutant (4-OHT) condition divided by the averaged XIC values from the wild-type
(EtOH) condition.

Gel Filtration (GF)

One mg of NWCE were diluted twice in the GF buffer (20 mM Tris pH8, 1.5 mM MgCl,, 450 mM
NaCl, 0.2 mM EDTA,10% glycerol, 0.5% NP40). Then they were passed through a Superose 6 GL
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10/300 column (Sigma Aldrich) previously equilibrated and run at 0.4 mL/min. About 60 250 pL

fractions were collected and analyzed by western blot.
Whole cell extract (WCE)

Cells were pelleted at 150 g, rinsed with PBS. The cell pellet was mixed with one equivalent volume of
WCE buffer (50 mM Tris HCI pH7.9, 25% Glycerol, 0.2mM EDTA, 5 mM MgCl,, 600 mM KCl, 0.5%
NP40, I mM DTT, 1X cOmplete) and incubated 30 min on ice. Then, 3 volumes of [P0 (25mM Tris
HCI pH7.9, 5% Glycerol, 0.1% NP40, 1 mM DTT, 1X PIC) was added and incubated 30 min on ice.
For whole cell extract from organs, organs were lysed in Organ WCE buffer (20 mM Hepes pH7, 10%
glycerol, 0.2 mM EDTA, 0.1% Triton, 0.35 mM NaCl, 1.5 mM MgCl,, 1X PIC) with a pestle stroke
followed by freeze-thaw in N liquid. Proteins present in the supernatant were recovered after high speed

centrifugation.
Western blot (WB)

Twenty pL of input or supernatant, 15 pL of eluted proteins from IP, 27 pL of fractions from GF, or 20
ug of WCE or NWCE were boiled for 5 min in 100 mM Tris HCI pH 6.8, 30% glycerol, 4% SDS, 0.2%
Bromophenol Blue, 100 mM DTT, resolved in 10% SDS-polyacrylamide gel and transferred to a
nitrocellulose membrane (Protran, Amersham). After blocking in 3% milk/PBS, primary antibodies
diluted 1/1000 in 0.3% milk/PBS (Supplementary Table 2) were incubated overnight at 4°C. After 3
washes in 0.05% Tween 20/PBS, HRP-coupled secondary antibodies (Supplementary Table 2) diluted
1/10000 in 0.3% milk/PBS were incubated 2 h at RT followed by ECL detection (ThermoFisher

Scientific).
RNA extraction

RNA was extracted using TRI® Reagent (Molecular Research Center Inc) following the manufacturer’s
recommendations. RNAs were precipitated with a volume of isopropanol, washed with 75% EtOH,
resuspended in RNase-free water and quantified with a Nanodrop (ThermoFisher Scientific). RNA

extraction from organs started by stroking then in Trizol followed by high speed centrifugation.
RT-qPCR

Reverse Transcription (RT) was performed using with 1 pg of total RNA using QuantiTect Reverse
Transcription Kit (Quiagen) following the manufacturer’s instructions. For gPCR, cDNAs were diluted
5 times and amplified using LightCycler 480 SYBR Green 2x PCR Master Mix I and 0.6 mM of forward
and reverse primers (Sigma Aldrich, Supplementary Table 2), respectively, in 8 pL of reaction volume.
gPCR reaction was realized using a LightCycler 480 (Roche). Primers are listed in Sup. Table S3.

Normalized values correspond to ACT.
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Supplementary Table 1: Biological Resources

Mouse lines

References

Tg(T-Cre) (Perantoni et al., 2005)
R26CrERT? (Ventura et al., 2007)
Taf10” (Mohan II et al., 2003)
Taf7? (Gegonne et al., 2012)
Tg(T-Cre/+),; Taf7" This study
Tg(T-Cre/+);Taf7"; Taf10"" This study

Tg(T-Cre/+),; Taf10”

(Bardot et al., 2017)

Cell lines

References

R2 6CreERT 2/+,. Ta f7ﬂ/'

This study

R2 6CreERT 2/+’. Ta f] 0//]‘

(Bardot et al., 2017)

R2 6CreERT 2/+’. Ta f7ﬂf;. Tafl 0/’/]

This study

R2 6CreERT 2/+,. Ta f7ﬂ/;' Su p 7 Z—/—

This study

Feeder CD1 WT

Routinely  generated  at

IGBMC cell culture platform
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Supplementary Table 2: List of antibodies used in this study

Name Company name Use Reference
) (Mohan II et
anti-TAF4 antibody (monoclonal mouse) | IGBMC antibody service (32TA-2B9) | WB 1. 2003)
al.,
) ) ) (Jacq et al,,
anti-TAF5 antibody (monoclonal mouse) | IGBMC antibody service (1TA-1C2) | WB 1994)
] ) (Langer et
anti-TAF6 antibody (monoclonal mouse) | IGBMC antibody service (25TA-2G7) | WB 1. 2016)
al.,
] ) (Langer et
anti-TAF7 antibody (monoclonal mouse) | IGBMC antibody service (19TA-2C7) | WB L. 2016)
al.,
anti-TAF7 antibody (polyclonal rabbit) IGBMC antibody service (3475) WB +IF | This study
. (Martianov
anti-TAF7L antibody (monoclonal mouse) | IGBMC antibody service (46TA-2D5) | WB
etal., 2016)
] ) (Kamenova
anti-TAF8 antibody (polyclonal rabbit) IGBMC antibody service (3478) WB
etal., 2019)
) (Bardot et
anti-TAF10 antibody (monoclonal mouse) | IGBMC antibody service (6TA-2B11) | WB + IF 1. 2017)
al.,
) (Langer et
anti-TAF12 antibody (monoclonal mouse) | IGBMC antibody service (22TA-2A1) | WB + IP 1. 2016)
al.,
) (Brou et al.,
anti-TBP antibody (monoclonal mouse) IGBMC antibody service (3TF1-3G3) | WB + 1P 1993)
anti-SUPT7L  antibody  (monoclonal ] (Kamenova
Bethyl laboratories (A302-803A) WB
mouse) etal., 2019)
anti-RPB1pSer5 antibody (monoclonal ) ] (Chapman et
GmbH antibody service (CTD4-3E8) |IF
rat) al., 2007)
anti-RPB1pSer2 antibody (monoclonal ) ] (Chapman et
GmbH antibody service (CTD7-3E10) | IF
rat) al., 2007)
) ) IGBMC antibody service (15TF2- (Kamenova
anti-GST antibody (monoclonal mouse) 1P
1D10) et al., 2019)
anti-Rabbit IgG, Alexa Fluor® 488
conjugate Life technology (A-11008) IF
(goat polyclonal)
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anti-Mouse IgG Alexa Fluor® 546

(goat polyclonal)

071)

conjugate Life technology (A-11003) IF
(goat polyclonal)
anti-Rat IgG, Alexa Fluor® 488 conjugate |

Life technology (A-11006) IF
(goat polyclonal)
anti-Rabbit IgG Peroxydase conjugate | Jackson ImmunoResearch (111-035- WB
(goat polyclonal) 144)
anti-Mouse IgG Peroxydase conjugate | Jackson ImmunoResearch (111-036- WB

WB; western blot, IP; immunpoprecipitation, IF; immunofluorescence
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Species | Gene Forward Reverse Usage
mouse | Tuf7 GTATGAAAACCTGTGTCCTGG GAAGGCAAGTTCTCAATGAA PCR
TCTG AGGG
mouse | Taf10 GTAGTGTCCAGCACACCTCT CAGTCTAACCTGCTCCGAGT PCR
mouse | Cre TGATGGACATGTTCAGGGATC CAGCCACCAGCTTGCATGA PCR
mouse | Rosa-Wt AAAGTCGCTCTGAGTTGTTAT CCTGATCCTGGCAATTTCG PCR
mouse | Rosa-Cre GGAGCGGGAGAAATGGATATG |CCTGATCCTGGCAATTTCG PCR
mouse | Supt7l-exonl-2 | ATTGTGGCGACTGCTTGATAG ACCCAGAGAGTGACTTTTACCG | PCR
mouse | Supt7l-5'UTR | GCAGTTCCCACATAAGAAGCA | AGCCGCGTATACCACTCCT PCR
mouse | Rn7sk CCATTOTAGGAGAACGTAGEG CCACATGCAGCGCCTCATT qPCR
TAGTCAAGC
mouse | Taf7 AATATGCCGCTACGGTGAGG TCAGGTTGACATGCCCAGAC qPCR
mouse | Taf7L CCTGAGAAACATCCGCGGTC AGACAACGTCTCACTGCCTG qPCR
mouse | Taf7L2 GCAACGGAACGTGTGAAGTG CCGATGGGAAGTCGTTGTTG gPCR
mouse | Taf10 GAGGGGGCAATGTCTAACGG CGCGGTTCAGGTAGTAACCA gPCR
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Supplementary Table 4: List of sgRNAs used to generate the R26ER">*; Taf7//:Sup 7 mouse ES
cell lines (RT7;Sup7l”")

Name Sequence PAM | Reference

mSupt7l-3 | ACCATCTCCCTCGCCCCG | AGG | (Fischer et al.,

mSupt7l-4 | ACCAGTACGTATTCAGAG | TGG |2021b)
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Supplementary Table 5: Reagents

Reagent Company name Catalogue #
4’ ,6-diamidino-2-phenylindole

dihydrochloride (DAPI) Molecular Probes D1306
4-OHT Sigma Aldrich H7904
Acetonitrile MS grade Sigma Aldrich 1207802
Acrylamide:Bisacrylamide 29:1 Euromedex EU0077-B
Albumine, Bovine, Fraction V (BSA) MP Biomedicals 160069
Ammonium peroxydisulfate (APS) Euromedex 1012010500
BlueTrypan Staining 0,4% Invitrogen T10288
Bromophenol Blue Serva 15375
CHIR99021 axon medchem 1386
Chloroform Carlo Erba 438603
Click-it RNA Imaging Kits Invitrogen 2192300
Complete Protease Inhibitor

Cocktail (cOmplete), EDTA free Roche 11873580001
Cristal Violet Sigma Aldrich C3886-100g
Cryomatrix Thermo Scientific 6769006
Dimethy sulfoxid (DMSO) Sigma Aldrich 1.02931.1000
DMEM (4,5g/L glucose) ThermoFisher Scientific 41966-029
DTT (Dithiothreitol) Euromedex EU0006
EDTA Euromedex EU0007
Endoproteinase Lys-C Wako 125-05061
Ethanol VWR 83813360
FITC Annexin v Apoptosis

Detection Kit with PI Biolegend c10914
Flavropiridol Sigma Aldrich F3055-1mg
Foetal calf serum Sigma Aldrich F7524
Foetal calf serum ES-tested ThermoFisher Scientific 10270-10
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Formic acid Sigma Aldrich 94318
Gelatine solution PAN BIOTECH P06-20410
Glycerol PanReacAppliChem A0970.5000
Glycine Sigma Aldrich G8898
Goat Serum Sigma Aldrich G9023
HC137% VWR 20252.290
Hepes pH 6 Sigma Aldrich H3375-1KG
Iodoacetamide Sigma Aldrich 11149
Isopropanol VWR 20842330
KCl1 Sigma Aldrich P9333-1KG
KOH VWR 26668.296
L-glutamine ThermoFisher Scientific 25030-024
LightCycler® 480 SYBR® Green Roche 4887352001
2x PCR Master Mix I

Lipofectamine2000 Thermo Scientific 11668019
M2 medium Sigma Aldrich M7167
MgCI2 hexahydrate Sigma Aldrich 63068-25G
Nonfat Dry Milk Régilait
N,N,N',N'-Tetramethyl-ethylenediamine

(TEMED) Serva 35930

NaCl Carlo Erba 479687
Nitrocellulose membrane Protran, Amersham 10600033
Non-essential amino acids ThermoFisher Scientific 11140-035
NP40 (IGEPAL CA-630) Sigma Aldrich 1-3021
Paraformaldehyde (PFA) Electron Microscopy Sciences | 15710

PBS Sigma Aldrich D5652
PD0325901 Axon Medchem 1408
Penicillin and streptomycin ThermoFisher Scientific 15140-122
Pierce™ ECL  Western Blotting

Substrate ThermoFisher Scientific 32109
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Protein G Sepharose GE healthcare 17-0618-05
Proteinase K Thermo Scientific EO0491
QuantiTect Reverse Transcription Kit Qiagen 205311
RNase-free water Sigma Aldrich 95284
Sucrose Euromedex 200-301-B
Taq DNA polymerase, dNTPack Roche 4728858001
TRI® Reagent (Trizol) Molecular Research Center Inc. | TR 188
Trichloroacetic acid Sigma Aldrich T0699
Triptolide Sigma Aldrich T3652-1mg
Tris(2-carboxyethyl)phosphine (TCEP) | X

Triton X-100 Sigma Aldrich T8787
Trizma base Sigma Aldrich T1503-1Kg
Trypsine Promega V5111
Trypsine-EDTA Invitrogen 25200-072
Tween 20 Sigma Aldrich P2287
Urea Sigma Aldrich U0631
VECTASHIELD® Mounting

Media without DAPT VectorLabs A0
B-mercaptoethanol ThermoFisher Scientific 31350-010
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II. Validation de I’anticorps anti-TAF12 (22TA-2AT1) pour I’étude de
I’assemblage de TFIID par expérience d’immunoprécipitation.

L’étude du phénotype des mESC RT7, RT10 et RT710 a montré que la déplétion de TAF7 et/ou
TAF10 induit I’apparition de phénotypes dont la sévérité différe. La déplétion de TAF10 notamment
réduit significativement la croissance et la viabilit¢ de la population cellulaire, contrairement a la
déplétion de TAF7. Le double mutant présente le phénotype le plus sévere (Hisler et al.). Ces résultats
soulignent I’importance différentielle de TAF7 et TAF10 dans 1’assemblage de TFIID. Le module
TAF2-8-10 est ainsi recruté au niveau du core-TFIID, composé de TAF4, TAFS5, TAF6, TAF9 et
TAF12, pour former le complexe 8TAFs (Bieniossek et al., 2013a; Trowitzsch et al., 2015). On suppose
que cette étape est requise pour la poursuite de I’assemblage de TFIID avec le recrutement entre autres
de TAF7. Ce modele d’assemblage repose principalement sur la surexpression et 1’assemblage des
différentes sous-unités de TFIID in vitro et sur I’étude par cryo-EM des complexes obtenus (Bieniossek
et al., 2013a; Trowitzsch et al., 2015). Il est a noter que TAF10 est également important pour
I’assemblage du complexe coactivateur SAGA (Bardot et al., 2017; Herbst et al., 2021).

Dans le but de mieux connaitre la capacité d’assemblage de TFIID dans les cellules mutantes R77, RT10
et RT710,j ai voulu réaliser des [P de TFIID suivi d’analyses par western blot et spectrométrie de masse.
J’ai tout d’abord testé des anticorps anti-TAFs afin de réaliser des IPs de TFIID. La grande majorité des
anticorps disponible au sein de notre institut a été générée de manicre a étre dirigée contre les protéines
TAF humaines (table 1), ces dernicéres ne présentant pas 100% d’identité avec les protéines TAF

murines. L anticorps que je cherchais devait répondre a 2 criteres :

1) ne pas étre un anticorps anti-TAF7 ou anti-TAF10, car ce sont les deux protéines

conditionnellement déplétées dans mon mod¢le cellulaire,

2) permettre d’étudier a quelle étape de 1’assemblage de TFIID est bloquée en absence de TAF7
et/ou TAF10. L’anticorps devra donc reconnaitre une des sous-unités du core-TFIID. La quantité
d’anticorps polyclonaux purifiée a partir de sérum étant limitée et donc afin d’avoir suffisamment
d’anticorps tout au long de ma thése, j’ai focalis¢ ma recherche sur les anticorps monoclonaux

disponibles a 'IGBMC.

Dans un premier temps, j’ai voulu connaitre les anticorps qui permettent de révéler par western
blot les sous-unités de TFIID. J’ai réalisé pour ce faire une [P mock anti-GST, comme contrdle négatif,
et une [P anti-TBP, comme controle positif. L’efficacit¢é de 1’anticorps 3G3 anti-TBP pour
immunoprécipiter TFIID a partir de lysats de cellules de souris a déja été montré (Bardot et al., 2017)
(Figure 41 A, B). Les anticorps anti-TAF4, anti-TAFS5, anti-TAF6, anti-TAF7, anti-TAFS, anti-TAF10,
anti-TAF12 et anti-TBP, déja couramment utilisés dans notre laboratoire, ont été¢ validés ce qui m’a

permis de connaitre le profil de migration des protéines TAF murines (Figure 41 C).
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A B C D E
IP anti-GST IP anti-TBP IP anti-TAF4 IP anti-TAF5
(" 15TF2-1D10 | [ 3TF1-3G3 | o r " 3o1A289 | 7 11aace |
| __INSNEI || e 250 | IN SN EI Bds | INSNEI Bds |
L TAFT
-«
| I ~130 *TAF.FLFsl ~|<TBP
| ~100 | s TAFG |
| | 20 |- | (TAF10
.55 | TAE7
| o + Yars |
ITBP
| | 35 |
25 | < TAF10 |
<TAF10
| | | 15 | e TAF12 | oy
I <«TAF12 I -10
F , G IP-MS H IP-MS
_IPanti-TAF12 anti-TAF12 anti-GST anti- TAF12 anti-GST
r 29TA-2A1 #1 #2 #3 #1 #2 #1 #2 #3 #1
| IN SN ElBds TAF6 88 67 155 0 0 TAF5L 7 6 150 0
TAF5 8 54 140 0 0 TADAT 6 1 5 0 o0
| TAF4 45 37 82 0 0 SUPTIL 5 3 &6 0 0
TAFO 38 33 710 0 TRRAP 4 2 o 0 0
| TAF1 47 20 67 0 0 TAF6L 3 15 0 0
TAF2 28 17 45 0 0 SUPT3 2 2 9 0 o0
| o TAF11 19 18 37 0 0 < SGF29 8 0 1 0 o0
T TAF10 22 13 35 o0 2 TADA3 2 1 4 0o 0
| FJaFa8 8 11 19 0 0 ® SUPT20H 2 1 2 0 0
TAF12 8 8 16 0 0 TADAZB 0 0 o0 0 0
TAFT 116 17 0 0 GCNS/PCAF_ 0 0 0 0 0
TAFS 13316 0 0 USP22 ) 0 0
TAF3 8 9 17 0 0 ATDXNZ/LIL2 0 0 0 0 0
TP 3 0 3 0 0 ATXN7L3 0 0 o0 0 0
TAF1Z 0 1 1 0 0 ENY2 0 0 0 0 0

Figure 41 : Validation de ['anticorps anti-TAF12 22TA-2A1 pour immunopreécipiter TFIID. (A, B, E, D, E et F) Analyses par
western blot d’expériences d’immunoprécipitation anti-GST (A4), anti-TBP (B), anti-TAF7 (D), anti-TAF5 (E) et anti-TAF12
(F). La référence de chaque anticorps utilisé pour I'IP est indiquée au-dessus de chaque membrane. Les TAFs révélés sont
indiqués a droite de chaque membrane. IN (input), SN (surnageant), El (élution), Bds (billes). (G-H) Nombre total des PSM
(peptide-spectrum matches) mesurés par spectrométrie de masse a partir des élutions d’IP anti-TAF12 (a gauche) et anti-GST
(a droite), pour les sous-unités de TFIID (G) et les sous-unités spécifiques a SAGA (H). Les PSM indiqués sont la somme des
PSM détectés dans le tripliqua expérimental.

Parmi les 25 anticorps testés pour immunoprécipiter TFIID (Figure 42 et 43, table 2), seulement
3 respectaient les critéres définis ci-dessus : I’anticorps 2B9 anti-TAF4 (Figure 41 D), ’anticorps 1C2
anti-TAFS5 (Figure 41 E) et I’anticorps 2A1 anti-TAF12 (Figure 41 F). Néanmoins, I’anticorps TAF5
est moins efficace pour immunoprécipiter TFIID que les anticorps anti-TAF4 et anti-TAF12 (Figure 41,
comparer E a D et F). Contrairement a TAF4, TAF12 fait également partie du complexe SAGA, par
conséquent j’ai choisi d’utiliser cet anticorps pour les expériences ultérieures en espérant pouvoir
¢galement étudier la composition de SAGA en absence de TAF10. Cependant, bien que 1’analyse par
spectrométrie de masse ait permis de valider sa capacité a immunoprécipiter I’ensemble du complexe
TFIID (Figure 41 G), cette analyse a également montré qu’il n’était pas capable d’immunoprécipiter
efficacement SAGA (Figure 41 H). Dans le but d’analyser la composition de SAGA en absence de
TAF10, I’anticorps polyclonal de lapin anti-SUPT20H, qui avait déja été validé pour immunoprécipiter

SAGA murin (Fischer et al., 2021a), a été utilisé.
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Table 2 : Liste des anticorps utilisés. - : ne fonctionne pas, +/- : Ip peu efficace ou n’IP pas le complexe TFIID entier. + et ++
fonction relativement bien et tres bien.
Nom Cible Type Fournisseur Expérience Référence
15TF2-
1D10 GST monoclonal de souris | IGBMC 1P Nagy et al., 2010
3006 SUPT20H | polyclonal de lapin IGBMC IP (+/-) (Krebs et al., 2011)
IP (++) et
3TF1-3G3 | TBP monoclonal de souris | IGBMC WB (Brou et al., 1993)
(Martianov et al.,
1727 TBPLI polyclonal de lapin IGBMC WB 2016)
1ITRF-2D5 | TBPLI monoclonal de souris | IGBMC WB /
1TRF-2D7 | TBPLI monoclonal de souris | IGBMC WB /
(Martianov et al.,
3TRF-2A1 |TBPLI monoclonal de souris | IGBMC WB 2001)
. cadeau de
117 TFIIA-a | polyclonal de lapin HG Stunnberg WB (Yu et al., 2020a)
42TA-1A2 |TAF3 monoclonal de souris | IGBMC IP (+/-) /
39TA-2B1 | TAF3 monoclonal de souris | IGBMC IP () /
39TA-2F5 | TAF3 monoclonal de souris | IGBMC IP () /
20TA-1B12 | TAF4 monoclonal de souris | IGBMC IP () /
32TA-2B9 | TAF4 monoclonal de souris | IGBMC IP (+) et WB | (Perletti et al., 2001)
1TA-1C2 TAF5 monoclonal de souris | IGBMC IP (+/-) (Jacq et al., 1994)
15TA-2D2 | TAF5 monoclonal de souris | IGBMC IP () /
(Dantonel et al.,
25TA-2G7 | TAF6 monoclonal de souris | IGBMC IP et WB 1997)
37TA-1C2 | TAF6 monoclonal de souris | IGBMC IP et WB Jacq etal., 1994
33TA-1H7 |TAF7 monoclonal de souris | IGBMC IP () /
19TA-2C7 | TAF7 monoclonal de souris | IGBMC IP et WB (Lavigne et al., 1996)
3475 TAF7 polyclonal de lapin IGBMC WB (Bardot et al., 2017)
37TA-2C12 | TAF7 monoclonal de souris | IGBMC IP (+/-) /
(Mohan II et al.,
1FR-1A2 TAF8 monoclonal de souris | IGBMC IP () 2003)
Kamenova et al.,
1FR-1B6 TAF8 monoclonal de souris | IGBMC IP () 2019
Kamenova et al.,
3478 TAFS8 polyclonal de lapin IGBMC WB 2019
53TA-1H1 | TAF9 monoclonal de souris | IGBMC IP () /
49TA-2B6 | TAF9B | monoclonal de souris | IGBMC IP () /
(Mohan II et al.,
6TA-2B11 |TAF10 monoclonal de souris | IGBMC IP(++) et WB | 2003)
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(Wieczorek et al.,
23TA-1H8 |TAF10 monoclonal de souris | IGBMC IP(++) 1998)
15TA-2B4 | TAF11 monoclonal de souris | IGBMC IP () (Mengus et al., 1995)
35TA TAF11 monoclonal de souris | IGBMC IP () /
IP (++) et
22TA-2A1 |TAFI2 monoclonal de souris | IGBMC WB (Jacq et al., 1994)
16TA-3C12 | TAF13 monoclonal de souris | IGBMC IP () (Mengus et al., 1995)
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TAF7 IP-MS GST IP-MS

#1  #2  #3 #1  #2  #3
TAF7 39 bB5 17 0 0 0
TAF5 3 10 24 0 0 0
TAF6 2 11 22 0 0 o]
TAF11 1 4 8 0 0 0
TAF4/4B 0 8 22 0 0 0
TAF8 0 1 8 0 0 0
TAF10 0 1 7 0 0 0
TAF12 0 2 1 0 0 0
TAF9/9B 0 0 2 0 0 0
Autres TAFs 0 0 0 0 0 0
TBP 0 0 3 0 0 0

/

Figure 42 : Validation par western blot d’anticorps ciblant des protéines de TFIID. Au-dessus de chaque panel est indiquée la
protéine TAF immunopreécipitée et au-dessus de chaque membrane le nom de [’anticorps utilisé. A gauche de chaque membrane
sont indiquées les sous-unités de TFIID révélées. IP GST sert d’IP mock prouvant la spécificité des bandes observées. IN :
input, SN, surnageant, El, élution, Bds : billes. Pour I'IP TAF7 utilisant ’anticorps 37TA-2C12, le nombre total de PSM pour
chaque sous-unité TFIID observées dans les mesures de spectrométrie de masse, réalisé en tripliqua, sont données dans le
tableau. Pour comparer, le nombre total de PSM obtenu a partir d 'une élution d’IP anti-GST est également indiqué.
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Figure 43 : Anticorps non-validés pour immunopreécipiter TFIID. Au-dessus de chaque panel est indiquée la protéine TAF
immunoprécipitée et au-dessus de chaque membrane le nom de [’anticorps utilisé. A gauche de chaque membrane sont
indiquées les sous-unités de TFIID révélées. IP anti-GST sert d’IP mock prouvant la spécificité des bandes observées. IN :
input, SN, surnageant, El, élution, Bds : billes.
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III. Etude de ’'importance de TAF7 dans I’assemblage de TFIID.

La différence de sévérité des phénotypes observés entre les mutants R77, RT10 et RT710
correlent avec la perturbation plus ou moins importante de 1’assemblage de TFIID en absence de TAF7
et/ou TAF10. Ainsi, alors qu’au sein des mutants R7710 seul le core-TFIID est retrouvé, dans les
mutants R710, une partie de ces core-TFIID semble étre couplé a TAF1. L’ importance de TAF7 dans
I’assemblage de TAF1 au complexe TFIID en formation n’est pas connue. D’autre part, on ne sait pas a

quelle étape et avec quelle(s) partenaire(s) TAF7 s’assemble au TFIID en formation.

L’analyse par western blot des fractions obtenues par chromatographie d’exclusion a partir de
lysats cellulaires enrichis en composants nucléaires (NWCE, Nuclear enriched Whole Cell Extract)
indique que TAF7, ainsi que TAF10 et TBP, sont présents dans les fractions Q, R, S (Figure 44 Aa,
rectangle jaune), en plus des fractions D et E contenant TFIID (Figure 44 Aa, rectangle bleu). Le fait
que TAF7, TAF10 et TBP sortent dans les mémes fractions de chromatographies a déja été observé dans
des extraits de mESC (Langer et al., 2016). Les fractions Q, R et S contiennent des protéines ou
complexes protéiques d’un poids supérieur a 158 kDa. TAF7 a un poids d’environ 50 kDa, TAF10
d’environ 25 kDa et TBP d’environ 40 kDa (Figure 41 C). Par conséquent, le fait que ces trois protéines
soient présentes dans ces fractions indique qu’elles sont complexées a d’autres partenaires. En absence
de TAF7, TAF10 et TBP ne sont plus présents dans ces fractions (Figure 44 Ab, rectangle jaune). En
absence de TAF10, TAF7 et TBP sont de nouveau trouvés dans les fractions Q, R, S (Figure 44 Ac,
rectangle jaune). Ainsi, ensemble ces résultats suggerent que TAF7 et TBP sont peut-étre présents dans

un méme complexe avant qu’il soit assemblé a TFIID.

Pour obtenir plus de détails sur cet hypothétique complexe, des IP anti-TAF7 ont été réalisées a partir
des fractions Q, R et S provenant de la condition contrdle et de la condition déplétée en TAF10 (Figure
44 B). Dans I'input, TAF4, TAFS5 et TAF6 ne sont pas présents indiquant que le core-TFIID ne se trouve
pas dans ces fractions, en accord avec les données de chromatographie d’exclusion de taille. Bien que
TAF7, TAFS, TBP et TAF10 sont détectés a un faible niveau dans I’input, seul TAF7 et TBP sont
détectés dans 1’¢lution en condition controle et déplétée en TAF10 (Figure 44, B). Comme attendu, en
condition déplétée en TAF10, TAFS est également déplété (Figure 44, B). Ainsi, TBP et TAF7 semblent
étre présents au sein d’'un méme complexe, comme suggéré par |’analyse des fractions de

chromatographie.
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Figure 44 : Recherche d’un complexe contenant TAF7. A) Analyse par western blot des fractions obtenues par
chromatographie d’exclusion de taille réalisé a partir de mESC RT10 contréle (a), mutantes (c) et de mESC RT7 mutantes (b)
traités durant 3 jours avec de I’EtOH (a) ou du 4-OHT (b, c). B) Analyse par western blot d’extrait cellulaire (WCE) ainsi que
d’input (IN), surnageant (SN) et des élutions (El) provenant d’IP anti-TAF?7 réalisées a partir des fractions O, R et S de la
condition contréle (Aa) et de la condition déplétée en TAF10 (Ac). C) Analyse par western blot d’IP anti-TAF7 et d’IP mock
anti-GST réalisées a partir de NWCE de RT10 contréle (déplétion : /) ou mutante (déplétion : Taf10) traités comme indiqué
dans (A). Pour (A), (B) et (C), les différentes protéines étudiées sont indiquées sur la gauche. D) Valeurs XIC normalisées
représentées en heatmap pour deux élutions d’IP TAF7 réalisées comme dans (C). Le FC correspond a la valeur XIC relative
obtenue a partir de la condition déplétée en TAF10 sur la valeur XIC relative obtenue a partir de la condition controle.

Que ce soit en condition contrdle ou déplétée en TAF10, TAF7 est retrouvée dans toutes les fractions
entre les fractions M, N, O contenant le core-TFIID et les fractions D, E contenant de complexe TFIID.
J’ai voulu savoir si TAF7 pouvait incorporer le core-TFIID en absence de TAF8 et TAF10. Dans ce but,
des IPs anti-TAF7 ont été réalisées sur des NWCE cellules RT10 contrdles et mutantes. En condition
contréle, seul les sous-unités TAF4, TAF5, TAF6, TAF7, TAFS, TAF10, TAF11, TAF12 et TBP ont

été détectées (Figure 44, C et D). En condition mutante, TAF4, TAFS et TAF6 sont détectées dans

I”¢lution, en plus de TBP et TAF7 qui étaient déja détectées dans les IPs réalisées sur les fractions de
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chromatographie (Figure 44, C et D). Ces données préliminaires suggerent que TAF7 et TBP sont dans
un premier temps présents dans un méme complexe. Ce complexe par la suite peut s’assembler au core-
TFIID bien que le module TAF2-8-10 n’est pas incorporé le core-TFIID induisant son réarrangement.
La liaison de TBP et de TAF7 n’est pas directe, mais se fait via TAF1 (Chen et al., 2021a; Patel et al.,
2018), TAF1 pourrait faire partie de ce complexe.

IV. Etude de I’'importance de TAF7 et TAF10 dans le recrutement des
sous-unités de TFIID a la chromatine.

L’assemblage de TFIID est affecté différemment par la perte de TAF7 et/ou TAF10: un
complexe TAF7-less TFIID pour les mutants R77, un core-TFIID couplé a TAF1, et potentiellement
TAF7 et TBP pour les mutants R710, et seulement le core-TFIID pour les mutants R7710. Les
différences de phénotypes observés entre les mutants R77, RT10 et RT710 pourraient étre dues a la

capacité de ces complexes a étre recrutés au promoteur et a initier la transcription.

Dans ce but, j’ai voulu analyser les TAFs associés a la chromatine en absence de TAF7 et/ou
TAF10. La chromatine de cellules RT7, RT10 et RT710 traitées durant 3 jours a I’EtOH (controle) ou au
4-OHT (mutant), a été récupérée, lavée, dénaturée 10min a 100°C et les surnageants, contenant les
protéines extraites de la chromatine, ont ét¢ isolés. L analyse par spectrométrie de masse d’extraits de
chromatine de condition contrdle n’a permis de détecter que 6 TAFs (Figure 45 A). En condition
controle, TAF4, TAFS, TAF6, TAF7, TAF10 et TBP ont été détectés dans les extraits cytoplasmiques
et les NWCE a des niveaux variables vraisemblablement dus a la qualité de I’extraction (Figure 45 B,
comparer les lignes 1, 7 et 13 a 2, 8 et 14). Seul TAF4, TAF7 et TAF10 ont ét¢ détectés dans 1’extrait
de chromatine (Figure 45 B, ligne 3, 11, 15), en accord avec les données de spectrométrie de masse.
L’absence de la plupart des sous-unités de TFIID en condition contrdle suggere que 1’extraction des
protéines liées a la chromatine n’a pas été suffisamment efficace. Néanmoins, en condition déplétée
pour TAF7, les protéines TAF4 et TAF10 sont retrouvées dans I’extrait de chromatine (Figure 45 B,
comparer les lignes 3 et 6). En condition déplétée pour TAF10, couplée ou non a la déplétion de TAF7,
TAF4 n’est plus présent dans cet extrait (Figure 45 B, comparer les lignes 11 a 12 et 15 a 18). Que ce
soit en présence ou absence de TAF10, TAF7 est toujours présent dans 1’extrait de chromatine (Figure
45 B, comparer ligne 11 a 12). Par conséquent, ces données préliminaires semblent indiquer que TAF10
est requis pour la liaison de TAF4 a la chromatine, mais pas de TAF7. A contrario, TAF7 n’est pas

requis pour la liaison de TAF4 et TAF10 a la chromatine.
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Délétion Taf7 ;/ ; _Taflg ; A8 /1 1 Taf?7&Taf10
Extrait de chromatine contréle CE NE CH CE NE CH CE NE CE NECH CH CE NE CH CE NE CH
TAF4 37 TAF4 > an..l TAFA > N o5 b g
TAF7 35 TAF5 5 | )
TAF6 > ey o b u B n
TAF9 29 TAFG > vl ad . W21 |
1AFI0 14 TAF7 TAFT
TAFS ! I *-._. HH|

4

TAF2 1 . ¥ Lo :

TBP 0 TBP > TBP > e ] TBP
5 ; ! .

Autre TAFs [
TAF10> b e il TAF10> il g - TAF10 & e
ligne 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

Figure 45 : TAF10 n’est pas requis pour recruter/maintenir TAF7 sur la chromatine et vice versa. A) Tableau récapitulant le
nombre de PSM détectés apres I'analyse par spectrométrie de masse d’extrait de chromatine issu de mESC en condition
contréle. Les PSM indiqués sont la somme des PSM détectés dans le tripliqua expérimental. B) Analyse par western blot
d’extrait cellulaire (CE), d’extrait enrichi en composant nucléaire (NE) et d’extrait de chromatine (CH). Les cellules RT7,
RT10 et RT710 ont été traitées durant trois jours soit avec de I’EtOH (condition controle, indiquée « / » pour la délétion), soit
avec de 4-OHT (condition mutante) induisant la délétion respectivement de Taf7, Taf10 ou des deux, comme indiquée. Les
TAFs observés sont indiqués sur la gauche de chaque western blot.

V. Etude de I'importance de TAF7 et TAF10 dans la transcription
médiée par I’ARN pol II.

—

Dans le but de mieux comprendre le role fonctionnel de TFIID,
et de ses complexes partiels, dans la transcription au sein des mESC, j’ai ;: :):—“ |1 el 1o
1 |
voulu analyser le transcriptome naissant par TT-seq (Schwalb et al.,

2016). Cette expérience consiste en un marquage métabolique des ARNs

r,e 7 . . ‘g N J, Extraction ARNs
nouvellement synthétisés via le 4-thiouridine (4sU). Apres ce marquage,

les ARN sont extraits, fragmentés puis les régions marquées sont J'Fragmentatlon ARNs
(~1,5 kph)

purifiées (Figure 46). Le jour de traitement a laquelle le marquage au 4sU e
i Purification des séquences
nouvellement synthétisées

est réalisé est important. Trop tot les cellules risquent de ne pas étre

suffisamment déplétée en TFIID et par conséquent la transcription l

pourrait ne pas étre significativement perturbé. Trop tard, des effets Sequencage

indirects pourraient apparaitre et par conséquent 1’interprétation des D ARN polymérase
ADN

ARN non marqué
——— ARN marqué au 4sU

résultats pourrait étre biaisé.

Figure 46 : Stratégie du protocole TT-seq
permettant d’étudier le transcriptome
naissant. Issu de Schwalb et al., 2016

Les cellules mutantes R77, RT10 et RT710 présentent un phénotype di a la perte de TAF7,
TAF10 ou des deux respectivement a partir de quatre jours de traitement (J4) au 4-OHT (Hisler et al.).
Bien que des le jour 2, TAF7 et/ou TAF10, en fonction du mutant, sont significativement déplétés,

I’assemblage de TFIID n’est perturbé qu’a partir du jour 3 dans chacun de ces mutants. Néanmoins,
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I’ARN pol II est encore en train de transcrire a J3 dans les trois mutants. Ainsi, le jour 3 semble étre le

jour adéquat pour réaliser le marquage métabolique.

D’apres le protocole optimisé par Véronique Fischer (Fischer et al., 2021b), les cellules traitées au 4sU
devaient avoir été passées 24 heures avant le marquage pour qu’elles soient isolées les unes des autres
et ne forment que de petites colonies. Ceci favoriserait I’entrée du 4sU uniformément dans toutes les
cellules. Cependant, les cellules R77, RT10 et RT710 sont incapables de proliférer et de former de

nouvelles colonies lorsqu’elles sont passées au 4™ jour de traitement (Hisler et al.).

Dans le but de marquer les cellules de fagon optimale, j’ai passé les cellules au deuxiéme jour (J2) de
traitement et analysé la croissance et la viabilité cellulaire 24 heures aprés (J2+1) (Figure 47A). A J2+1,
TAF7 est indétectable en western blot dans les cellules mutantes R77 et RT710, comme TAF10 pour les
cellules mutantes R7'70 et RT710 (Figure 47 B). Comme attendu, la déplétion de TAF10 est corrélée aux
déplétions de SUPT7L et TAFS (Bardot et al., 2017; Kamenova et al., 2019; Hisler et al.). Le nombre
de cellules vivantes en condition mutante a J2+1, pour les trois lignées cellulaires, est similaire au
nombre de cellules en condition contrdle (Figure 47 C, D). Ceci contraste avec I’incapacité de ces mémes

cellules mutantes a former de nouvelles colonies lorsqu’elles sont passées a J4 (Hisler et al.).

A C
Ensemencement 100 nM de 4-OHT (mutant) RT7 RT10 RT710
mESC ou 0,1% d'EtOH (contréle)
J-1 Jo J4 J6
marquage 4-sU
J2+1

o

241 ¢ S 0 K

& & &
4.0HT - - - + + +

~70kDa -E .ii'h4—SUPT7L

TS0 T ey e wmw < TAF7

~55kDa
- e BBams .. . «TAFS

- s Gl aew ~w e+ < [BP

J4

~35kDa

~25kDa - e b - <« TAF10

~70kDa Wl
~eBENHEN
J2 J4 J6

D J2+1

5 o/ |I [ [ |

Q o ©
8 & | [ [l | | =
g ok kE dak kAR wkE | | KRR KR KRR * NS *
85
35 L xa e ———
D~ ] a||=
O g 24 -
0l | E
T E I
02 | O -1+ ] o |
S € T
2g | < 2
3 5 -6 A« T
] 7 &> —
28 £ . &
= -8 4 rr7EE ) -
S RT10HLE]
E _10 JRT710ME !

n= 1510 &8 1510 8 10 10 8 3 3 3

Figure 47 : Apres avoir été passées au deuxiéme jour de traitement, les cellules mutantes se maintiennent en vie et forment des
colonies. A) Stratégie pour induire la délétion des protéines d’intéréts au sein des mESC RT7, RT10 et RT710. Au deuxiéme
Jjour de traitement (J2) les cellules sont passées dans de nouvelles plaques, leur viabilité et leur capacité a former de nouvelles
colonies sont analysées un jour plus tard (J2+1). (B) Analyse par western blot de SUPT7L, TAF7, TAFS, TBP et TAF10 a
partir de lysats de RT7, RT10 et RT710 contréle (-) et mutant (+) a J2+1. En dessous se trouve le ponceau. (C) Images des
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colonies formées par les cellules RT7, RT10 et RT710 en condition contréle (EtOH) et mutant (4-OHT). Barre d'échelle : 50
um. (D) Log2 de la quantité relative de cellules vivantes en condition contréle (EtOH) et mutant (4-OHT) a J2, J4, J6 et J2+1.
La ligne noir correspond a la médian des mesures. n indique le nombre de réplicas (4 répliquas biologiques pour J2 a J6, 1
répliquas biologique pour J2+1). Test de Wilcoxon condition mutante par rapport a condition controle : * 0.05, ** 0.005,
**%0.0005.

Le TT-seq repose sur la purification des transcrits nouvellement synthétisés marqués au 4-sU.
L’efficacité de cette purification n’est pas constante d’une expérience a 1’autre. Par conséquent, 8/10
d’ARNSs totaux extraits des mESC sont mixés a 1/10 d’ARNs totaux marqués issus de cellules de
drosophile S2, nommé spike-in, et 1/10 d’ARNs totaux non marqués de S.cerevisiae (Figure 48 A).
Apres la purification, seuls les ARNs marqués issus des mESC et des S2 devraient étre purifiés. Par la
suite, durant 1’analyse bio-informatique, les ARN marqués purifiés de S2 servent a normaliser les
données de séquencage. Par cette normalisation, les variabilités d’efficacit¢ de purification sont

gommeées permettant de comparer les différents séquencages.
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Figure 48 : Les ARNs purifiés aprés marquage au 4sU et sonication correspondent aux ARNs marqués nouvellement
synthétisés. (4) Reécapitulatif du protocole pour mixer les ARNs des mESC aux ARNs de drosophile utilisés comme spike-in et
aux ARNs de levure non marqués utilisés comme contréle de purification. Suite au mélange des ARNSs, le mix est soniqué puis
les ARNs marqués sont purifiés. B) Analyse par RT-gPCR de la présence des transcrits de dRpl12, mTaf10, mTaf7, mTptl et
scPMAI a partir des ARN purifiés (Rouge foncé et rouge) et des ARNs présent dans le flowthrough (bleu foncé et bleu) en
conditions controle (EtOH, couleur foncé) et mutant (4-OHT, couleur plus clair) a J2+1. Les primers utilisés dans le cas mTpt1
couvrent la jonction de I'exon 3 a l'intron 4 du pre-ARNm Tptl. Le gene de drosophile dRpll2 est utilisé comme geéne de
référence. n= triplicata pour le marquage et la purification x duplicata pour I’analyse gPCR. C) Analyse Fastq-screen
permettant de connaitre le nombre de read total pour le génome de souris, de drosophile et de levure.

Pour vérifier la bonne purification des ARNs marqués, les ARN obtenus dans la fraction flowthrough et
les ARNSs purifiés ont ét¢ analysés par RT-qPCR. Comme attendu, 1’expression de 7af7 par les mutants
RT7 et RT710 est fortement réduite, de méme que 1’expression de 7af10 pour les mutants RT10 et RT710.

Comme espéré, les ARNs purifiés correspondent aux ARNs marqués nouvellement synthétisés. D’une
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part, la jonction exon n°3 - intron n°4 du pré-ARNm 7p¢! est enrichie dans la fraction purifiée par
rapport a la fraction flowthrough (Figure 48 B). A I’inverse les ARNs de levure sont moins présents
dans la fraction purifiée par rapport a la fraction flowthrough, comme 1’ont confirmé les premieres

analyses du séquengage (Figure 48 B, C)

Le mélange des ARNm totaux de mESC et des ARNSs totaux spike in en fonction de leur masse empéche
la prise en compte de la quantité de cellules ce qui peut poser probléme. Ainsi, si pour [’'un des mutants,
la transcription est significativement altérée (plus de 50%) alors les ARNSs totaux de relativement deux
fois plus de cellules seront utilisées pour le mélange. De ce fait, la comparaison de la condition mutante
par rapport a la condition controle amenerait a une analyse biaisée. Dans le but de controler ce parametre,
la quantité totale d’ARNs purifiée a jour 3 a été divisée par le nombre de cellules compté a ce méme
jour. Bien que la quantité d’ARN par cellule varie d’un rapport de 10 d’une expérience a une autre
(Figure 49 A), di vraisemblablement a 1’efficacité variable de I’extraction d’ARN, la normalisation de
la quantité d’ARNs par cellule en condition mutante sur cette quantité en condition contrdle indique
qu’il n’y a pas de différence significative de quantit¢ d’ARN totaux par cellule entre les conditions

mutantes et les conditions contrdles.
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Figure 49 : Les cellules controles et mutantes RT7, RT10 et RT710 ont une quantité d’ARN totaux similaire. (4) Récapitulatif
de la quantité d’ARN total (pg) par cellule a J2+1 pour des tripliquas expérimentaux en condition controle (EtOH) et mutant
(4-OHT). (B) Log?2 de la quantité relative d’ARN totaux réalisé a partir du tableau en (A). Test de Wilcoxon entre condition
mutante et condition contréle : n.s : non significatif

VI. Potentiel role d’un complexe TAF10 dans le recrutement de

TBPLI1 aux promoteurs.

Il a récemment été rapporté que TBP n’est pas requis pour la transcription médiée par ’ARN pol II au
sein des mESC (Kwan et al., 2021). Il est supposé que TBPL1 pourrait compenser la perte de TBP
pendant un certain temps chez ces cellules. En effet, que ce soit en présence ou absence de TBP, TBPL1
est localisé au niveau des promoteurs des geénes transcrits, ayant ou n’ayant pas de boite TATA. (Kwan

et al., 2021). Dans cette ¢tude, la machinerie transcriptionnelle liée a TBPL1 n’a pas été élucidée.
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Afin d’avoir une meilleure connaissance du recrutement de TBPL1 au niveau des promoteurs,
j’ai voulu savoir si TBPL1 est complex¢ a TFIID. J’ai tout d’abord cherché a mettre TBPL1 en évidence
par western blot a partir d’extraits cellulaires totaux. Quatre anticorps ont été testés dans ce but:
I’anticorps polyclonale de lapin 1727, et trois anticorps monoclonaux de souris, 1 TRF-2D5, 1TRF-2D7
et 3TRF-2A1. Comme attendu, les anticorps 1727 et ITRF-2D5 ont donné un signal a environ 20kDa
dans I’extrait de testicule et de cerveau, exprimant tout deux TBPL1, mais pas dans 1’extrait de foie et
le poumon qui ne I’expriment pas (Martianov et al., 2001, 2016) (Figure 50A a-b, fleche). Il est
important de noter que ces deux anticorps ont déja été validés pour leur utilisation en western blot a

partir d’extrait de testicule murin (Martianov et al., 2001, 2016).
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Figure 50 : TBPLI est présent au sein d'un complexe de 1 a 2 MDa contenant TAF10. A) Analyse de la capacité de [’anticorps
1727 (a) et de I'anticorps ITRF-2D5 (b) a détecter TBPLI par western blot. Des extraits de cerveau et de testicule, exprimant
TBPLI, ainsi que de foie et poumon, n’exprimant pas TBPL1, sont utilisés comme controle. Des extraits de RT7, RT10 et RT710
controle ont également été analysés avec ces deux anticorps. B) Analyse par western blot de TBPLI dans les différents extraits
protéiques décrits en (A) avec 'anticorps 1727 non pré absorbé (a) et apres avoir été pré absorbé avec le peptide P18 (b)
utilisé pour le produire. C) Analyse par western blot des fractions obtenues par chromatographie d’exclusion de taille de
NWCE issus de cellules RT10 contréles (a) et mutantes (b) au troisieme jour de traitement. TAF4, TAFS5, TAF6, TFIlA-o,
TAF10 et TBPLI ont été révélés. L anticorps polyclonal de lapin J17 a été utilisé pour mettre en évidence TFIIA-a ((Yu et al.,
2020a)) et l'anticorps 1727 a été utilisé pour révéler TBPLI. D) Tableau récapitulant le nombre de PSM détectés apres
l’analyse par spectrométrie de masse des élutions d’IP anti-TAF 12 réalisées a partir de NWCE de mESC. Ces données sont
issues des IP réalisées dans le cadre de |’étude décrite dans le papier (Hisler et al) a partir d extraits de cellules contréles RT7
(#1 a #3) et RT10 (#4 et #5) a J2 (#1 et #4), J3 (#2 et #4) et J4 (#5). Les PSM indiqués sont la somme des PSM détectés dans
le tripliqua expérimental.
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La révélation de TBPL1 avec I’anticorps 1727 montre que TBPLI issu du testicule est plus grand que
celui issu du cerveau (Figure 50 B a, fleche). Dans les extraits de mESC, I’anticorps 1727 fait apparaitre
une bande a une taille supérieure a la taille de TBPL1 issu du testicule (Figure 50 B a, comparer la fleche
et la téte de fleche). La pré absorption de I’anticorps avec le peptide, utilisé pour le produire, entraine
comme attendu la disparition des bandes (Figure 50 B b comparer a B a, fleche et téte de fleche).
L’anticorps I TRF-2D5 fait apparaitre dans les extraits de mESC des bandes de taille relativement proche
de celles issues de testicules et de cerveaux (Figure 50 A b, comparer les tétes de fleche et la fleche)
ainsi que la bande mise en évidence par I’anticorps 1727 (Figure 50 A, comparer les tétes de fleche de
a et de b). Ensemble ces résultats confortent 1’idée que I’anticorps 1727 détecte spécifiquement TBPL1

par western blot.

Dans le but de savoir si TBPLI fait partie de TFIID au sein des mESC, les cellules RT70 ont été traitées
3 jours soit avec de I’EtOH (contrdle) soit avec du 4-OHT (mutant). Des NWCE ont été réalisés puis
séparés en différentes fractions par chromatographie d’exclusion de taille. L’analyse par western blot
des fractions issues de la condition controle montre que TBPL1 se trouve dans les fractions D et E
(Figure 50 C a). Ces fractions contiennent TFIID, comme le montre la présence de TAF4, TAFS, TAF6
et TAF10. Contrairement a ce qui a été rapporté dans les testicules (Martianov et al., 2016), TBPLI
n’est pas ¢lué dans les fractions contenant TFIIA, indiquant que dans les mESC, TBPL1 n’est pas
complexé avec TFIIA (Figure 50 C a). L analyse des fractions issues des conditions mutantes montre
comme attendu la déplétion quasi-totale de TAF10 (Figure 50 C b). TAF4, TAF5 et TAF6 se trouvent
dans les fractions J a L de plus bas poids moléculaire, indiquant la perturbation de I’assemblage de
TFIID résultant a la formation uniquement du core-TFIID (Hisler et al.). La présence de TBPLI1 est
¢galement fortement diminuée dans cette condition mutante. Ces résultats indiquent que TBPL1 fait
partie d’un complexe dans lequel TAF10 joue un rdle structural important. Sur la base de cette
observation, les données de spectrométrie de masse obtenues a partir de I’analyse des ¢lutions d’IP anti-
TAF12 ont été réanalysées (Figure 50 D). Alors que les peptides spécifiques de TBP sont relativement
bien détectés dans chaque élution, aucun peptide spécifique a TBPL1 n’a été¢ détecté. Ces données
préliminaires semblent indiquer que TBPL1 ne fait pas partie de TFIID mais d’un complexe d’une taille

d’environ 1-2MDa pour I’assemblage duquel TAF10 est important.
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VII. Matériels et méthodes.

Les protocoles utilisés dans ces études préliminaires ont été¢ décrits dans (Hisler et al.). Ci-dessous est
décrit la réalisation des extraits de chromatine ainsi que le protocole détaillé pour la réalisation du TT-

seq.

1. Réalisation d’extrait de chromatine

Les cellules ont été pelletées, rincées avec du PBS, remises en suspension dans 1 volume (1 mL
de buffer par gramme de cellules) de tampon hypotonique froid (10 mM Tris (pHS), 1.5 mM MgCI2, 10
mM KCI, 1X cOmplete). Elles ont été lysées par 10 coups délicats dans un broyeur (Kimble,
Cat#885301-0002). Apres centrifugation a 9000 g pendant 10 min, le culot, qui contient les noyaux, a
¢été remis en suspension dans 1 volume de tampon riche en sel froid (20 mM Tris, 1.5 mM MgCl2, 450
mM NaCl, 0,2 mM EDTA, 25% glycérol, 0,5% NP40, 1X cOmplete, 1 mL de buffer par gramme de
cellules). Ils ont été lysés dans un broyeur et incubés dans la glace pendant 30 minutes. La chromatine
sous forme de méduse a été récupérée et lavée toute la nuit dans du tampon riche en sel sous agitation.
Apres avoir été lavé dans de I’IP100 (25 mM Tris Hel pH7,9, 10% Glycerol, 0,1% NP40, 5 mM MgCl,,
100 mM KCI, 1X cOmplete), I’ADN est dénaturé a 100°C 10 min dans 1 volumes d’IP100 puis refroidi

rapidement sur glace. Le surnageant correspond a I’extrait de chromatine.

2. Protocol TT-seq

Le protocole pour la réalisation du TT-seq est décrit par la suite en anglais.
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Newly transcribed RNA labelling and isolation
(From Fischer V, optimized and clarified for some points)

Specific material / solution we need along the protocol:

e 4-Thiouridine (4sU) from Glentham Life Sciences' [Ref: GN6085-100MG].
For 100mM stock solution: 100mg of powder are diluted in 3.84mL of DMSO.

e Tri Reagent (Trizol) from MRC? [Ref: TR 118].
e RiboPure — Yeast kit from Invitrogen' [Ref: AM1926].
e RNasin (40U/pL) from Promega’.
e Turbo DNA-free kit from Invitrogen® [Ref: AM1907].
e SnapCap tubes® (Covaris).
e uMACS Streptavidin Kit® [Ref: 130-074-101].
e EZ-Link™ HPDP-Biotin from Thermo Scientific' [Ref: 21341].

For 1mg/mL stock solution: 50mg of powder are diluted in 50mL of DMSO

e SuperScript IV Reverse Transcriptase from Invitrogen® [Ref: 18090050].
e Random hexamer primer from Thermo Scientific? [Ref: So142].
e dNTPs (10mM) from Roche® [Ref: 42793424].
e LightCycler 480 SYBR Green I Master from Roche? [Ref: 04707516001].

'"Purchased externally

*Purchased from the “petit produit” facility

*Purchased from the sequencing facility

Solution :

10X biotinylation buffer

Conc.init (mM)

Conc.final (mM)

Volume (mL)

Tris-HCI (pH7.5)

1000

100

5

EDTA

500

DEPC-treated water

10

Volume total

1

T

50

RT washing buffer

Conc.init (mM)

Conc.final (mM)

Volume (mL)

Tris-Hcl (pH7.5) 1000 100 20
EDTA 500 10 4

NaCl 5000 1 40
Tween20 100% 0.10% 0.2

DEPC-treated water 135.8

Volume total
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4sU-labelling in mouse ES E14 cells
Material to prepare for day 3 to do the experiment with one clone and two conditions of

treatment:

Protocol

24 mL of Trizol (3mL/P150)

24 x 1.5 mL tube well annotated for a one condition

Cold PBS

100mL of pre-warmed (37°C) of 500 uM of 4sU in 2i+lif for

O O O O

1) Day -1: The morning of the day before the day on which the treatment begins:

For a single condition, 10 P100 plates previously gelatinized are seeded with
0.8 x 108 cell per plate. 5 will be treated with 4-OHT and the other one with
EtOH.

The same day prepare the 2i+lif medium for the day after + gelatinized for 10
P150 plates

2) Day 0: On the morning of the treatment day:

Treat cells with either 1/1000 EtOH or 100nM 4-OHT (1/1000 from 100 uM 4-
OHT stock) diluted in 2i+lif.

3) Day 2: After two days of treatment, during the afternoon

107 cells are trypsined and seeded again in P150 plates. For each condition
(EtOH or 4-OHT), 5 P150 plate have to be plated, so a minimum of 5x107 cell

are needed.

4) Day 3: On the morning of the third day of treatment, beginning of the morning

>

8 plates will be treated with 4sU to label newly synthetized RNA.

Prepare 100 mL of preheated (37°C) 500uM 4sU/2i+lif to treat 8 plates (4 from
4-OHT condition and 4 from EtOH condition). This corresponds to 250 uL of
100 mM 4sU in 100 mL 2i+lif.

Remove culture medium

Treat cells with 10 mL of preheated (37°C) 4sU/2i+lif medium per P150
Incubate for 15 minutes in incubator

Remove medium

Wash with ice cold 1x PBS

Under the hood

For one condition, add 3 ml of Trizol reagent per 15 cm plate, rinse the plates
with the Trizol to collect all cells.
Distribute the volume obtained in 12 x 1.5 mL tubes and freeze then in liquid

nitrogen.

If other cell / other condition has to be labelled, the 15 mL tube can be store for one hour on

ice.

Frozen samples can be stored at -80°C for several months.
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» From the two plates left (one EtOH treated, the other one 4-OHT treated), cells
are collected, counted and then used to check the depletion of the protein(s) of
interest by western blot.

S2 cell culturing + 4sU labeling
e Culture S2 cells in Schneider medium with 10% FCS 98i + 0.5% PenStrep at ~ 27°C
(S2 cells don’t need special COzlevels and can also be grown at room temperature)

NOTE: S2 cells attach to plate until they get confluent, then they also start to grow in
suspension

e For labelling:
o Do some up and down with the medium to get cell attached on the plate.

o Transfer medium containing cells in a 50 mL tube protected from light, measure the
volume and add an appropriate volume of 4sU (same procedure as for mES cells)

NOTE: For instance, from 3 x 75 mm flask, about 43 mL of cell suspension were collected in
which 215uL of 100 mM 4sU were added.

o For the labelling, S2 cells should be kept under cover (aluminium) at RT under
toggle for 15min.

Pellet the cells (centrifugation at 1000 g for 5 min)

Wash with PBS

Resuspend in 12 mL Trizol / ~50 mL of cell suspension

Spread in 12 tubes (1mL/tube) and freeze then in liquid nitrogen.

Do RNA extraction as done for mESC.

S.ceverisiae culturing
e Yeasts are grown in YPD medium for several hours until the Dosgsnm reaches 1.
e RNAs are then extracted using the kit “RiboPure™ — Yeast”
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RNA extraction (mESC and S2)
Material to prepare to do the experiment with one clone and two conditions of treatment:

o 24 x 1.5 mL tube to recover aqueous phase (12 for each condition)
6 x 1.5 mL tube to pull resuspended RNA (3 for each condition)
Chloroform

Isopropanol

75% EtOH (diluted with DEPC-treated water)

DEPC-treated water

O 0O O O O

v' Keep RNA in the dark as much as possible
v" Use an odd number of tubes, and no more than 24 tubes, because the centrifuge
can only hold 24 tubes.

Protocol

NOTE:

Tube are defreeze by incubating them during 5-10 minutes at 37°C tubes. This permits
complete dissociation of the nucleoprotein complex

Add 0.2 mL of chloroform
Shake tube vigorously by hand for 15 seconds
Incubate for 2-3 minutes at RT

Centrifuge the sample at 14,000 g (small centrifuge) for 15 minutes at 4°C

the mixture separates into a lower red phenol-chloroform phase, an interphase, and a

colorless upper aqueous phase. RNA remains exclusively in the aqueous phase. The upper
aqueous phase is ~50% of the total volume

NOTE:

Recover ~700 to 900 uL of aqueous phase in a new clean tube.

To do that, use the P200 with filter tips.

Add 0.7 mL of 100% isopropanol to the aqueous phase

Shake tube vigorously by hand for 15 seconds and incubate at RT for 10 minutes

Centrifuge the sample at 14,000 g (small centrifuge) for 15 minutes at 4°C.

Pour the supernatant from tube, leaving the RNA pellet
Wash the pellet with 1 mL of 75% ethanol/DEPC-treated water
Centrifuge the sample at 14,000 g (small centrifuge) for 5 minutes at 4°C

Pour the supernatant and dry the wall of the tube with clean paper

Air dry the RNA pellet for 5 minutes at RT°C, in the dark
Prepare 1250 uL of DEPC-treated water in which 3 uL of RNAse inhibitor will be added.

Resuspend the RNA pellet in 50 uyL RNase-free water.
Incubate in a heat block set at 55-60°C, 450 rpm, for 10-15 minutes
Pool several tubes of the same condition in a 1,5 mL tube up to have 200 pL per tube.

Proceed to DNase treatment or freeze sample in liquid nitrogen and store them at -
80°C.
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DNase treatment using TURBO DNA-free Kit

Material to prepare to do the experiment with one clone and two conditions of treatment:
o TURBO DNase kit
o 6x1.5mL tubes

v" Use an odd number of tubes, and no more than 24 tubes, because the centrifuge
can only hold 24 tubes.
v" Keep RNA in the dark as much as possible

Protocol
e Add 0.1 volume of 10X TURBO DNase Buffer and 2-3 ul TURBO DNase to the RNA,
mix gently

NOTE: Make a mix: For 6 tubes with 200 uL of RNA, mix 120 uL of 10 X TURBO buffer + 18
UL of TURBO DNase and then put 22 uL of the mix per tube containing RNA.

e Incubate at 37°C for 20-30 min in the dark.
e Add 0.1 volumes (~20 pL) of resuspended DNase Inactivation Reagent

e Incubate 5 min at RT (24°C), mixing occasionally, flick the tube 2-3 times during the
incubation period to redisperse the DNAse Inactivation Reagent

NOTE: the DNase inactivation Reagent are beads. It's important to flick the tube to maintain
the tube in suspension.

e Centrifuge at 9,000 g (small centrifuge) for 5 min
o Recover the supernatant containing RNA: pool in a same 1.5 mL tube all supernatant
from the same condition.
NOTE: this centrifugation step pellets the DNase Inactivation Reagent. After centrifuging,
carefully transfer the supernatant, which contains the RNA, into a fresh tube. Avoid introducing
the DNase Inactivation Reagent into solutions that may be used for downstream enzymatic
reactions, because it can sequester divalent cations and change the buffer conditions

e Measure by nanodrop the concentration and migrate 1 ug of RNA on 1% agarose gel

to check the quality of the RNA.
S2 cells
drosophile S.cerevisaca mESC

NOTE: Itis really important to migrate RNA in clean TAE, 20006
clean migration tank and use clean DNA/RNA loading p‘!
buffer. Otherwise, RNA could be degraded during the -
migration. Also keep in mind that the 28S RNA from 10%0®r-
drosophile is actually a dimer that will be denaturated 500 bp_

during the migration. Therefore, a single band will be Figure 51 : Profil of RNA from S2 cells, yeast
visible. and mESC analyzed on 1% agarose gel.

[ 288

e To check the quality of RNA by bioanalyzer, 20uL at 75ng/uL were given to the
sequencing plateform.

Mix spik-in + mMESC RNA
Labeled RNA from mESC and S2 as well as yeast unlabeled RNA were measured using Qbit
machine and the Quant-it RNA Broad Range kit according the manufacturer’s instruction. Note

that before measuring the concentration, 2 pL of RNA were diluted in 2 yL of RNase-free water
to ensure that the sample concentration is in the correct measurement interval
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For one condition, in a clean tube, mix about 200ug of total labeled mMESC RNA with 25 ug of
total labeled S2 RNA and 25 pg of total non-labeled RNA.

Precipitation

Material to prepare:

o 5M NaCl

o Isopropanol

o 75% ethanol/DEPC-treated water
o RNase-free water

o RNAse inhibitor

e Add 0.1 volume of 5M NaCl

e Mix

¢ Add 1 volume of isopropanol

e Centrifuge at 14,000 g (small centrifuge) for 15 minutes at 4°C
e Wash the pellet with 1 mL of 75% ethanol/DEPC-treated water
e Centrifuge at 14,000 g (small centrifuge) for 5 minutes at 4°C
e Pour the wash

¢ Dry the wall of the tube with clean paper

e Air dry the RNA pellet for 5 minutes at RT°C, in the dark

¢ Resuspend the RNA pellet in 130 uyL RNase-free water

¢ Incubate the RNA 15 min at 60°C and 750 rpm.
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Fragmentation

Material to prepare:

o Prepare two 1.5 mL tubes per RNA sample
Prepare one 2 mL tube per RNA sample

Prepare one Snap Cap tubes per RNA sample
Prepare 1% agarose gel with clean TAE

Clean the migration tank and fill it with clean TAE
DNA loading buffer and DNA ladder

O O O O O

v The fragmentation is carried out with a Covaris E220. The sonication is done inside the

bath. | figured out the level of water can influence the efficiency of the sonication. For
all my experiments, the level of water was at 10 for the rule “Fill” and 5 on the rule “Run”
when the platform containing the tube is in “start position”, meaning on the water. In
any case, fragmentation must be checked each time before starting the
purification!

v" Keep RNA in the dark as much as possible

Protocol

In anew 1.5 mL tube, keep 1 uL of RNA in 9 pyL of H.O RNase-free water (tube A). Mix,
and again collect 1uL from tube A and put it in tube B containing 25 pL of RNase-free
water. These two tubes could be used to check the quality of the RNA after making the
spik-in and the precipitation. The tube A will be used to check the quality on 1% agarose
gel and the tube B will be used on the bioanalyzer.

Open the Snap Cap tubes and put the ~129 L of RNA (containing ~250 ug of RNA) in
the Snap Cap tubes.

Covaris E220 settings: 1% duty factor, 100 W, 200 cycles per burst, 80 sec. Don’t forget
to put "concentrator”

Open the Snap Cap tubes and recover the RNA in a 2mL tube.

In a new 1.5 mL tube, procced as the first bullet point. This will be used to check if the
fragmentation worked.

Migrate in 1% agarose gel RNA

NOTE: Fragmented RNA is supposed to be in a range between 10 kb and above 200 bp

(average of >1.5 kb).

A B
Sonication ® Ui_
& A :(é 20
& & 88 e
3000 bp_ § -
1000 bp_ “ls .
500 bp_ g L T T T I. T T T

T T
15 20 25 30 35 40 45 50 55 [g]

Figure 52 : RNA before and after sonication. RNAs were analyzed on 1%
agarose gel (A) or with the bioanalyzer (B).
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Newly transcribed RNA extraction

Material to prepare:

o Biotinylation buffer

o DMSO from cell culture

o DEPC-treated water

o Biotin-HPDP (of 1 mg/mL stock, in DMSO, store at -20°C, light-sensitive,
wrap in aluminium) — defreeze it at 37°C in water bath

0.1M DTT prepared with DEPC-treated water

Chloroform

o Isopropanol

o O

v" Keep RNA in the dark as much as possible until 4sU-labbeled RNA are purified.

Protocol

e Heat RNA for 10 minutes at 60°C and immediately chill it on ice for 2 minutes

¢ In~130 pL of fragmented RNA, add in order:

O

O

O

O

200 pL of 1mg/mL Biotin

100 pL of 10X biotinylation buffer
200 pL of DMSO

370 uL of DEPC-treated water.

e Incubate at RT (= 24°C) and protected from light for 3 hours with gentle agitation
(thermomixer, 550 rpm, covered by aluminum)

v During this time, prepare for one sample

« 2 x 2 mL tubes to recover upper phase

s 3 x 1.5 mL tubes to recover FT (tube 1, 2 et 3)

@
0.0

1 x 1.5 mL tube to recover 4-sU RNA purified

e Add approximately 1 mL of chloroform to the tubes

NOTE: that correspond to add 1 volume of chloroform for 1 volume of RNA

e Mix vigorously
e Spin at 16,000 g for 5 minutes, at 4°C
NOTE: This step allows to remove biotin that did not biotinylate the RNA

169



Résultats
Materiels et méthodes

Carefully transfer only upper phase into new 2 mL tubes (already prepared)

NOTE: Introduce unbound biotin will reduce the efficiency of labelled RNA purification.

Add 80 pL of 5 M NaCl (1/10 of volume)

Mix

Add 800 pL of isopropanol (one volume)

Mix and spin at 16,000 g for at least 15 minutes, at 4°C

Pour the supernatant and add 1 mL of 75% ethanol

Spin at 16,000 rpm for 10 minutes, at 4°C

Pour supernatant, dry the wall of the tube with paper.

Resuspend RNA in 100 uL RNase-free water

Heat biotinylated RNA for 10 minutes (thermomixer, 65°C and 750rpm)
Chill the samples on ice for 5 minutes

Add 100 pL of magnetic streptavidin beads (UMACS Streptavidin beads and Kkit,
Miltenyi, stored at +4°C) to biotinylated RNA (final volume of 200 pl)

Incubate with slight shaking for 90 minutes, at RT (thermomixer, 24°C, 550 rpm, in 2
mL tubes)

During this time,
o Put100% EtOH at -20°C
o Prepare 0.1M DTT in DEPC-water.

Place pMACS columns in the magnetic stand (one
column/sample, Miltenyi)

Add 900 uL of RT washing buffer to columns (for pre-run
and equilibration)

Apply beads/RNA mix (200 pL) to the columns
Collect flow-through in 1.5 mL tubes (tube 1)
and apply it to the column again to collect it in tube 2

and again, to collect it in tube 3. If the beads are bound to
the column, the solution collected should be transparent.

The tube 3 is kept on ice and contains normally unlabeled
RNA.

Wash columns 5 times with 600, 700, 800, 900 and 1000
ul of washing buffer

Figure 53 : Pictures to show how to use

Elute RNA in new 1.5 mL Eppendorf tubes: the uMACS columns in the magnetic
. stand. The top picture is when the
o First 200uL of 0.1 M DTT columns are washed. The bottom
. . picture is when the flowthrough is
o Wait 5 min collected.

o Do a second elution with 200 yL of 0.1 M DTT
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To elute purified RNA, add:
o 2 pl of 20 mg/mL glycogen (RNA grade) and mix
o 40uL of 3 M NaOAc (pH 5.2, 0.1 volume) and mix
o 1200pL of ice cold 100% ethanol (3 volumes) and mix
To elute RNA from the flow through, add:
o 1L of 20 mg/mL glycogen (RNA grade) and mix
o 20 pL of 3M NaOAc (pH 5.2, 0.1 volume) and mix
o 600 pL of ice cold 100% ethanol (3 volumes) and mix
Let RNA precipitate overnight, at -20 °C
Recover RNA by centrifugation (13,500 g for 10-30 minutes, at 4°C)
Wash with 75% EtOH
Let dry the pellet
Resuspend
o Purified RNA in 15 yL DEPC-treated water and incubate 15 min at 60°C under
agitation — 2 yL are diluted in 12 yL of DEPC-treated water and will be used
for the RT-gPCR
o RNA from flowthrough in 150 uL DEPC-treated water and incubate 15 min at
60°C under agitation — 7.5 uL are diluted in 2.5 pyL of DEPC-treated water and
will be used for the RT-gPCR.

RT-gPCR
The enrichment in labelled newly synthetized RNA can be verified by RT-qPCR. About 10

genes can be checked in duplicate, bellow the table of primer used for the gqPCR.

RT is realized with Superscript IV with the thermomixer and qPCR with 480 Sybr Green |

Master.

gPCR program used in the Light Cycler 480 machine.

Pre-incubation : 95°C — 5min — 4.8°C/sec
Amplification : 95°C — 10sec — 4.8°C/sect———
60°C — 10sec — 4.8°C/sec 45X
72°C — 10sec — 4.8°C/sec
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PMA1 - O53F CTCATCAGCCAACTCAAGAAA
PMA1 Check that
PMA1 - 0124R CGTCATCGTCAGAAGATTCA unlabbeled RNA
S.cerevisiae
RPS3 - F ATTGTTGAACGGTTTGGC are not
PRPS3 in purified fraction
RPS3 -R CCCTTAGCACCAGATTCCATA
dRpl12_F AAGGGAACCTGCAAGGAAGT
Rpl12 Check that
dRpl12_R CCCTCGTTCAGTTCGTCAATA labbeled RNA
Drosophile .
alphaTub84B_Forward | GCTTCCTCATCTTCCACTCG are enriched
Tubuline in purified fraction
alphaTub84B_Reverse | GCTTGGACTTCTTGCCGTAG
mTpt1 Int forward TTAAGCACATCCTTGCTAATTTCA
Tptl
mTpt1 Int reverse TGTACGAGACAGCAAACAGACTTT To check
intronic
mCLF1 Intron_forward | TATGAGACCAAGGAGAGCAAGAA enrichment
CIf1
mCLF1 Intron_forward | GTTAAGCTCTGAGAAAGGGAACC
Mouse qVHO054 AATATGCCGCTACGGTGAGG
mTaf7
qVHO55 TCAGGTTGACATGCCCAGAC
qVH062 GAGGGGGCAATGTCTAACGG To check
deletion
mTaf10 | qVHO063 CGCGGTTCAGGTAGTAACCA
qVHO041 CCACATGCAGCGCCTCATT
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[. La réorganisation du core-TFIID par le module TAF2-8-10 n’est
pas une étape requise pour le recrutement des autres TAFs.

Le modeéle actuel expliquant I’assemblage de TFIID repose sur I’assemblage séquentiel de sous-
module (Bieniossek et al., 2013b; Patel et al., 2020; Trowitzsch et al., 2015). Au core-TFIID s’assemble
le module TAF2-8-10 permettant de former le complexe 8-TAFs (Trowitzsch et al., 2015). Lors de cette
intégration, le core-TFIID perd sa symétrie axiale, le pré-lobe B se balangant vers le pré-lobe A
d’environ 40 A° et le pré-lobe A de 14 A° vers le pré-lobe B (Bieniossek et al., 2013b). Cette
réorganisation a été suggérée comme étant requise pour le recrutement des sous-unités TAF1, TAF7,

TBP ainsi que des hétérodimeres TAF3-10 et TAF11-13.

Mes analyses par chromatographie indiquent que TAF7 et TBP sont présents dans un méme complexe
différent de TFIID en condition normale. Mes données d’IP anti-TAF7 indiquent que TAF7 et TBP sont
¢galement capables se lier au core-TFIID en absence de TAF10. Mes données d’IP-MS anti-TAF10
suggerent que TAF1 peut se lier au core-TFIID en absence de TAF10. D’autres [P-MS en condition
déplétée en TAF10 a jour 2 ont été réalisées par un ancien étudiant en doctorat Paul Bardot (publiées
dans sa thése). Dans les IP-MS anti-TAF7, TBP est présent a une abondance relativement équivalente
entre la condition mutante et la condition contrdle. L’abondance en TAF1 est deux fois inférieure en
condition mutante qu’en condition controle. En guise des comparaisons, 1’abondance de 1’ensemble des
autres TAFs était au moins 3 fois inférieure en condition mutante qu’en condition contrdle. Ainsi, TAF1
et TBP sont les deux sous-unités les plus interactions avec TAF7 en absence de TAF10. Dans TFIID,
TAF1 est en contact avec le core-TFIID par I’intermédiaire de ses 3 motifs de liaison a TAF6 (T6BMs,
TAF6-binding motifs) (Chen et al., 2021a), avec TAF7 par son domaine DU3591 (Bhattacharya et al.,
2014; Chen et al., 2021a; Wang et al., 2014) et avec TBP par ses domaines TAND1 et TAND2
(Anandapadamanaban et al., 2013; Liu et al., 1998; Patel et al., 2018).

Il a également ét€¢ montré qu’en condition in vitro la mise en contact de I’hétérodimeére TAF11-13 a TBP
entraine la formation d’un complexe TAF11-13-TBP. Dans ce complexe, TAF11-13 interagit dans la
partie concave de TBP, lieu de liaison avec ’ADN et le TANDI1 de TAF1 (Gupta et al., 2017).
Néanmoins, la mise en contact de ce complexe TAF11-13-TBP au TAND1 entraine la relocalisation
efficace de TBP au niveau de TAND1 (Gupta et al., 2017). Ainsi, TBP présente une plus grande affinité
pour le TANDI1 que pour I’hétérodimére TAF11-13. Au sein de TFIID, TAF11-13 interagit avec un c6té
d’un lobe de TBP, TANDI1 de TAF1 se trouvant a I’intérieur du domaine concave de TBP (Patel et al.,
2018). Ainsi, il semble que TANDI interagit en premier avec la partie concave de TBP résultant de

I’interaction dans un deuxiéme temps de TAF11-13 avec le c6té de TBP au sein du TFIID.
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Ensemble, ces données suggerent que TAF1, TAF7 et TBP forment un complexe capable de
s’intégrer au core-TFIID, nommé complexe 7-TAFs par la suite (Figure 54 A, a). Néanmoins, on ne
peut exclure que ce complexe ne se forme qu’en absence de TAF10. De plus, les [IP-MS anti-TAF12
détectent bien moins de sous-unités du complexe 7-TAFs en condition mutante R770 qu’en condition

controle a jour 3. Ceci peut suggeérer :
1) soit que le complexe core-TFIID associ¢ a TAF1-7-TBP n’est pas stable

2) soit que le recrutement que TAF1-7-TBP au niveau du core-TFID est moins efficace que son

recrutement au niveau du complexe 8-TAFs (Figure 54 A, ¢).

Pour mieux comprendre I’enchainement des étapes d’assemblage de TFIID qui suit la formation de core-
TFIID, il serait intéressant de savoir si ¢’est le module TAF1-7-TBP ou le module TAF2-8-10 qui
s’assemble en premier au core-TFIID. Pour cela, des tests d’assemblage in vitro serait tout d’abord
nécessaire pour savoir si le module TAF1-7-TBP ainsi que le complexe 7-TAFs peuvent étre assemblés
in vitro. L assemblage in vitro du module TAF2-8-10 ainsi que du complexe 8-TAFs a déja été montré

comme possible (Bieniossek et al., 2013b; Scheer et al., 2021; Trowitzsch et al., 2015).

Si le module TAF1-7-TBP et le complexe 7-TAFs peuvent étre assemblés in vitro, la cinétique
d’assemblage des complexes 7-TAFs et 8-TAFs, ainsi que le recrutement des autres modules TAFs au
sein de ces complexes, pourrait étre comparée. Ceci permettra d’avoir une idée de la voie d’assemblage

optimale de TFIID apres la formation du complexe core-TFIID.

Pour vérifier en condition in cellulo 1a présence des complexes 8-TAFs et 7-TAFs en condition normale,
une succession de co-immunoprécipitations pourrait étre réalisée a partir de NWCE de mESC. Une
premiere IP anti-TRRAP permettrait d’enlever le complexe SAGA ainsi que les protéines qui se lient
de fagon non spécifique aux billes et/ou aux anticorps. Suite a cela :
1) une IP anti-TBP sur le surnageant d’une IP anti-TAF10 permettrait d’étudier la présence du
complexe du complexe 8-TAFs (Figure 54 B).
2) une IP anti-TAF10 sur le surnageant d’une IP anti-TBP permettrait d’étudier la présence du
complexe 7-TAFs (Figure 54 C).

Des anticorps anti-TRRAP, TAF10 et TBP ont déja été validés au sein de notre équipe et sont
disponibles. Des approches de co-immunoprécipitations successives ont déja été réalisées au sein de
notre équipe pour mettre en évidence des complexes protéiques (Wieczorek et al., 1998; Yu et al.,
2020a). Néanmoins, il est possible qu’en condition normale, I’assemblage de TFIID est trés rapide et
que par conséquent les complexes 8-TAFs et 7-TAFs isolés sont trés peu abondants. De ce fait, ils ne
seront peut-&tre pas détectés lors de I’analyser par spectrométriec de masse. De plus, il ne sera pas

possible d’exclure que plusieurs complexes aient été élués apres la derniére [P anti-TAF10 ou anti-TBP.
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Par exemple, 1’¢lution de I’IP anti-TBP devrait contenir également SL1 et TFIIIB, deux complexes dans
lequel il est également présent. Si les expériences fonctionnent, I’ensemble des données in vitro et in

vivo permettront de mieux comprendre 1’assemblage de TFIID.

A
7-TAFs 8-TAFs
(Core-TFIID-TAF1-7-TBP) (Core-TFIID-TAF2-8-10)
B NWCE C NWCE
IP anti-TRRAP IP anti-TRRAP
Elution Surnageant Elution Surnageant
SAGA | | SAGA |
IP anti-TAF10 IP anti-TBP
Elution Surnageant Elution Surnageant
TFID TFID
Complexe 8-TAFs Complexe 7-TAFs
IP anti-TBP IP anti-TAF10
Surnageant Elution Surnageant Elution
| Complexe 7-TAFs | | Complexe 8-TAFs |

Figure 54 : Approche pour mettre en évidence in cellulo les complexes 7-TAFs et 8-TAFs. A) Schéma des complexes 7-TAFs
(a), TFIID (b) et 8-TAFs (c). B-C) Approches de co-immunoprécipitation pour mettre en évidence les complexes 7-TAF's (B) et
8-TAFs (C) a partir de NWCE (Nuclear-enriched Whole Cell Extract).

II. TAFIO0 joue un role important dans 1’assemblage de TFIID en
stabilisant ses partenaires.

Malgré le fait que d’autres TAFs peuvent intégrer le complexe core-TFIID en absence de
TAF10, mes données IP-MS anti-TBP et anti-TAF12 indiquent que 1’assemblage de TFIID en est
gravement impacté. L’importance de TAF10 s’explique par le fait que la présence de TAF10 est
nécessaire a la stabilisation de la protéine TAFS apres sa traduction. En effet, il a été précédemment
montré que la déplétion de TAF10 entraine la déplétion de TAF8 (Bardot et al., 2017; Kamenova et al.,
2019). L’assemblage du module TAF2-8-10 est dépendante de TAFS8 car il est li¢ par son HFD a TAF10
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et par son extrémité C-terminal a TAFS. Enfin, TAF8 est requis pour I’intégration du module TAF2-8-
10 au sein du core-TFIID (Demény et al., 2007b; Scheer et al., 2021; Trowitzsch et al., 2015). Ainsi,
TAF10 en maintenant 1’intégrit¢ de TAF8 permet de former le core-TFIID. Sachant que TAFS disparait
en absence de TAF10, il serait intéressant de regarder si TAF2 également disparait en absence de

TAF10. Ceci pourrait suggérer que TAF8 et/ou TAF8-10 est important pour la stabilité de TAF2.

En plus de TAFS, TAF10 a deux autres partenaires auxquels il est lié : le protéine SUPT7L et
la protéine TAF3. Les analyses par western blot indiquent qu’en absence de TAF10, SUPT7L est absent
tout comme TAFS8. De ce fait, il est envisageable de penser que TAF3 disparait également suite a la
déplétion de TAF10. Cette hypothése se repose sur le fait que TAF3 interagit avec TAF10 par des
interactions HFDs tout comme SUPT7L et TAF8 (Herbst et al., 2021; Soutoglou et al., 2005). De plus,
TAF3, TAF8 et SUPT7L sont issus d’une méme protéine ancestrale (Antonova et al., 2019). De ce fait
il est possible que cette caractéristique d’étre stabilisé par TAF10 a été conservé au cours de 1’évolution.
Néanmoins, cette hypothése demande a étre vérifiée. Il a par exemple été rapporté que TAF3 existe non
li¢ a TAF10 dans les hESC (Maston et al., 2012). Dans les mESC, il a été rapporté la présence de
complexe TAF3-CTCF (Liu et al., 2011). Ainsi, en absence de TAF10 la présence de CTCF pourrait
étre suffisant pour maintenir TAF3 dans la cellule. Il serait donc intéressant de purifier et de valider un
anticorps pour étudier la présence de TAF3 par western blot dans le but de regarder si en condition

déplétée en TAF10 TAF3 disparait ou non.

Des analyses par spectrométrie de masse sur des complexes TFIID apres ‘cross-link’ ont montré que
TAF3 contacte TAF1, TAF4, TAF6, TAF7, TAF9 et TAF12. Ainsi, il se pourrait que le recrutement de
I’hétérodimere TAF3-10 au sein de TFIID est réalisé via TAF3. Des essais d’assemblage in vitro de
TAF3-10, avec des versions de TAF3 mutées pour ces sites, aux complexes core-TFIID, 7-TAFs ou 8-

TAFs permettraient de connaitre I’importance de TAF3 dans 1’assemblage de TAF3-10 a TFIID.

Enfin, au sein de TFIID, TAF10 se trouve proche de I’hétérodimére TAF11-13 (Chen et al., 2021a; Patel
et al., 2018). Les analyses par spectrométrie de masse sur des complexes TFIID apres ‘cross-link” ont
¢galement montré des interactions entre TAF10 et TAF13 (Chen et al., 2021a; Scheer et al., 2021). Ainsi
il est également possible que I'intégration de TAF11-13 au sein du complexe TFIID nécessite la
présence de TAF10. De la méme fagon, 1’assemblage in vitro de complexe TFIID avec des versions de
TAF10 ou de TAF13 mutées pour ces sites de liaisons permettrait de connaitre I’importance de TAF10

dans le recrutement de TAF11-13 a TFIID.

Pour valider ces résultats in vitro dans un modele in vivo, il serait intéressant d’utiliser le modele
Drosophile. Cet organisme est peut-étre le seul ayant un paralogue a drTAF10, nommé drTAF10B,
s’intégrant spécifiquement au sein de drSAGA (voir introduciton 1V, 2) drTAF10 s’intégre quant-a-lui
uniquement dans TFIID. En prenant ce modéle, il serait intéressant d’étudier quelles sont les différences

entre diTAF10 et drTAF10B a ’origine de leur ancrage spécifique dans drTFIID et dans drSAGA
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respectivement. Il sera tout d’abord nécessaire de vérifier que les s€quences d’acides aminés de TAF10
sont conservées entre les mammiferes et la drosophile. Si c’est le cas, I'utilisation du mod¢le drosophile
permettra de mieux comprendre I’importance fonctionnelle des interactions entre TAF10 et ses

partenaires TAF3, TAFS dans I’assemblage de TFIID.

III. TAF7 est impliqué dans le recrutement de TAF1 a TFIID

Contrairement a TAF10, TAF7 semble relativement peu important pour I’assemblage et la
stabilit¢ de TFIID. Mes données d’IP-MS indique qu’en absence de TAF7 un complexe TFIID déplété
en TAF7, nommé TAF7-less TFIID, s’assemble. Néanmoins, les données d’IP-MS anti-TAF12
indiquent que TAF1 est deux fois moins détecté que les autres TAFs a jour 3. Il est intéressant de noter
que mes données d’IP-MS anti-TAF12 montrent que le core-TFIID des mutants R7710 et RT10 se
différencie par le fait qu’en présence de TAF7, TAF1 est associé¢ au core-TFIID. Ainsi, il semble que
I’intégration de TAF1 au TFIID en formation est facilitée par la présence de TAF7. Il avait déja été
suggéré que le recrutement de TAF7 au domaine DU3591 de TAF1 pourrait étre important pour le
repliement et la stabilisation de TAF1 (Bhattacharya et al., 2014). Ensemble, ces données suggerent que
TAF7, en participant au repliement et/ou la stabilisation de TAF1, favoriserait son recrutement au sein
de TFIID. La mutation par CRISPR-Cas9 du domaine de TAF7 liant le DU3591 au sein des mESC

permettrait de mieux comprendre 1’importance de cette interaction dans I’assemblage de TAF1 a TFIID.

IV. TAFI est requis pour le recrutement optimal de TBP sur TFIID :
possible mise en évidence d’un complexe TFTC contenant
I’ensemble des sous-unités de TFIID a I’exception de TAFI et
TBP.

Les données d’IP-MS anti-TBP détecte le méme niveau de TAF1 dans les mutants et les
controles R77, alors que I’[P-MS anti-TAF12 en détecte deux fois moins a jour 3 dans les mutants. Ces
différences peuvent s’expliquer par le fait qu’en absence de TAF7 :

1) deux populations de complexes TAF7-less TFIID sont immunoprécipitées par TAF12 :

I’une contenant TAF1 et TBP et I’autre ne contenant ni 1’un ni I’autre.

2) lors de I’'IP anti-TBP, uniquement les complexes TAF7-less TFIID contenant TBP et TAF1

sont immunoprécipités.

3) les complexes TAF7-less TFIID contenant TBP et TAF1 dans le mutant R77 sont présents

a un niveau relativement identique a la présence de TFIID dans les contrdles R77.
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La présence de ces deux populations de complexes TAF7-less TFIID indique que le recrutement
de TBP au niveau de TFIID requicre la présence de TAF1. Il est intéressant de noter que 1’existence
d’un complexe TFIID ne contenant ni TAF1 ni TBP, nommé TFTC, a déja été suggérée au sein des
cellules HeLa. La réalisation d’IP anti-TBP sur 1’élution d’une IP anti-TAF10 a permis de mettre en
¢vidence un surnageant contenant TAF4, TAFS, TAF6, TAF7, TAFS, TAF10 et TAF12 ainsi que des
sous-unités retrouvées dans SAGA : SUPT7L, SUPT3H, GCNS5 et SAP130 (Demény et al., 2007b;
Wieczorek et al., 1998). Ainsi, il est possible que le surnageant contenait en réalit¢ deux complexes :
d’une part le complexe SAGA et d’autre part un complexe constitué de I’ensemble des TAFs a

I’exception de TAF1 et TBP. Je nommerai par la suite ce complexe TCTF.

D’autres approches d’immunoprécipitation ou d’analyse biochimique, seront nécessaire pour valider la
présence de ce complexe. En particulier, la présence de TAF7 au sein de TFIID dépourvu en TAF1 reste
a étre prouvée, sachant que TAF1 est le seul partenaire de TAF7 au sein du complexe TFIID.
Néanmoins, les analyses par spectrométrie de masse sur des complexes TFIID apres ‘cross-link’ ont
montré des interactions entre TAF7 et d’une part TAF2 et d’autre part TAF3 (Chen et al., 2021a; Scheer
etal., 2021). Un complexe TAF7-11-13 a également été découvert dans le cytoplasme des cellules HeLa
(Gupta et al., 2017). En reprenant I’approche de co-immunoprécipitation décrite précédemment (Figure
54 C), la réalisation d’une IP anti-TAF7 et anti-TBP sur I’¢lution de I'IP-TAF10 permettrait de mettre

en évidence le complexe TFTC, ainsi que la présence de TAF7 dans ce complexe.

V. Potentielle mise a jour du modele d’assemblage de TFIID.

En conclusion, avec I’ensemble des hypothéses formulées ci-dessus, le modéle d’assemblage de

TFIID peut étre renouvelé de la maniere suivante (Figure 55) :

- Apres la formation du core-TFIID, le module TAF1-7-TBP ou le module TAF2-8-10 sont recrutés.

- Sile module TAF1-7-TBP s’intégre en premier, alors suit le recrutement du module TAF2-8-10, de
I’hétérodimere TAF3-10 puis de TAF11-13 pour former le complexe TFIID. L’intégration de TAF2-
8-10 pourrait étre important pour stabiliser le complexe core-TFIID associ¢ a TAF1-7-TBP. 1l est
également possible que le recrutement en premier de TAF1-7-TBP ne soit pas la voie d’assemblage

la plus efficace.
- Sile module TAF2-8-10 s’intégre en premier, suit alors 1) soit le recrutement de TAF1-7-TBP, puis

des autres sous-unités, formant le complexe TFIID, 2) soit le recrutement de TAF3-10, puis de

TAF11-13 et de TAF7 formant le complexe TFTC. Il est possible que sur le complexe TFTC puisse
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étre recruté par la suite TAF1-TBP. Ceci pourrait expliquer en quoi TAF7 est important pour le
recrutement de TAF1 au sein de TFIID. L’assemblage de TAF1 au sein du complexe TFTC déja
formé nécessiterait la présence de TAF7. Ceci suppose que lors de I’intégration de TAF1-TBP au

sein de TFTC, TAF7 change de partenaire.

Condition normale

Condition déplétée en TAF7

Déstabilisation
et dégradation
du core-TFIID

Déstabilisation
et dégradation
du core-TFIID

core-TFIID

Condition déplétée en TAF10

U O |

Condition déplétée en TAF7 & TAF10

Figure 55 : Possibles différentes voies d’assemblage de TFIID. En haut, la formation du complexe TFIID et TFTC en conditions
normales. En dessous est un récapitulatif de I'impact de la perte de TAF7 et/ou TAF10 sur la formation de ces complexes
résultant de la formation de complexes partiels. La largeur des fleches indique la cinétique (k) d’assemblage et de
déassemblage des sous-unités/modules : plus la fleche est large plus le k est important.
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VI. La transcription dépendante de I’ARN pol II est maintenue en

absence de TFIID

Mes données montrent qu’en absence de TFIID, I’activité globale de I’ARN pol II n’est pas
altérée. Que ce soit en conditions déplétées en TAF7 ou en TAF10 conduisant a la formation des
complexes TFIID partiels, les phosphorylations de RBP1° et de RBP1°*? ne sont pas perturbées. De la
méme manicre, le niveau d’incorporation de EU dans les cellules mutantes n’est pas perturbé par la
déplétion de TAF7 ou TAF10. Ce marquage est spécifique de la transcription médiée par I’ARN pol I,
car le traitement des cellules au flavopiridole et au triptolide, deux inhibiteurs spécifiques de I’ARN pol

II (Bensaude, 2011), réduisant drastiquement le marquage.

A I’heure actuelle, nous ne pouvons pas exclure qu’au troisieme et au quatriéme jour de traitement, des
complexes TFIID résiduels sont encore présents au sein des PICs potentiellement maintenus au niveau
des promoteurs. De plus, a jour 3, les IP-MS anti-TBP détectent encore un niveau résiduel de TFIID
dans la condition déplétée en TAF10. Ces complexes TFIID pourraient étre suffisants pour initier la
transcription. Pour vérifier ce point, la localisation sur la chromatine de TAF7 et TAF10 par CUT&TAG
ou CUT&RUN sera vérifiée dans les mutants déplétés en TAF7 et en TAF10 respectivement a jour 3.
Néanmoins, les analyses préliminaires par western blot d’extrait de chromatine ont montré que TAF7 et
TAF10 ne sont pas présents sur la chromatine a partir du jour 3 en condition déplétée en TAF7 et TAF10

respectivement.

VII. La double déplétion TAF7 et TAF10 affecte la transcription
médiée par I’ARN pol II: de possibles effets indirects qui
demandent de choisir le bon jour de traitement pour les analyses

transcriptomiques.

Contrairement aux simples déplétions, la double déplétion TAF7 et TAF10 perturbe la
transcription dépendant de I’ARN pol II a partir du quatrieme jour de traitement. Bien que les
phosphorylations de RBP1° et de RBP1*"? ne soient pas perturbées, la transcription de I’ARN pol II
est limitée a des sous-compartiments nucléaires. L’incorporation de EU sera réalisée a jour 5 pour voir

si cette transcription sub-nucléaire est maintenue dans le temps.

La perturbation de la transcription en condition double déplétions pourrait s’expliquer par des
effets indirects encore non visible dans les conditions simples mutants. Il est possible que la double
déplétion affecte plus rapidement I’assemblage de TFIID que les simples déplétions, résultant a une

perte de TFIID plus rapide. L’analyse des IP-MS anti-TAF12 et anti-TBP indique que les sous-unités
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du core-TFIID sont moins détectées en condition double déplétion qu’en condition déplétée en TAF10
a jour 3. Bien qu’en absence de TFIID, la transcription globale réalisée par I’ARN pol II est maintenue,
on ne peut pas exclure que 1’expression de certains geénes soit fortement impactée par 1’absence de
TFIID. La perturbation de 1’expression de ces genes pourrait par la suite conduire a la perturbation
générale de la transcription médiée par I’ARN pol II. Par conséquent, la perte plus rapide de TFIID en
condition double déplétion pourrait affecter plus rapidement la transcription de ces quelques genes
entrainant rapidement une perturbation globale de la transcription. Ainsi, I’analyse de 1’incorporation de
EU a jour 5 chez les simples mutants pourrait également montrer une perturbation générale de la

transcription dépendante de I’ARN pol I1.

De plus, la perturbation de 1’assemblage de TFIID semble ¢galement avoir des effets sur la formation
des autres machineries de transcription. Ainsi, les IP-MS anti-TBP en condition double déplétion a jour
4 ont montré que TBP est délocalisé¢ de la machinerie de transcription pol I. La perturbation de la
transcription pol I entraine la perturbation de la production de ribosomes qui indirectement peut

perturber profondément la transcription de I’ ARN pol 11

Pour étudier le plus précisément possible le réle de TFIID, il est donc important de choisir le
bon jour de traitement pour faire les analyses transcriptomiques. A jour 4, le phénotype de I’ensemble
des mutants est assez mineur. Néanmoins, la transcription commence a étre fortement perturbé par
I’absence de TFIID dans les doubles mutants, ceci étant peut-étre di a des effets indirects. A jour 3,
I’ensemble des mutants présentent une forte déplétion de TFIID et ne contiennent majoritairement que
des complexes partiels. Par conséquent, il a été¢ conclu que pour étudier au mieux la fonction de TFIID
et des complexes partiels contenant TAF7 ou TAF10 dans la transcription, les approchent

transcriptomiques telles que le TT-seq seront réalisées a jour 3.

VIIl. Role fonctionnel de TAF7 dans la régulation du couplage des
premicres étapes de la transcription : mise en place du PIC,

initiation et ¢longation de la transcription.

A jour 6, les mutants R7/0 présentent un phénotype beaucoup plus sévére, alors que le
phénotype des mutants R77 restent mineur. Ainsi, dans les mESC TAF7 semble étre moins requis que
TAF10. Néanmoins, aprés avoir été passées a jour 4, les mESC déplétées en TAF7 présentent une
capacité trés réduite a reformer des colonies. De plus, les embryons mutants 7af7” ne sont pas capables
de se développer normalement. Au sein des mESC, des le jour 3, TFIID laisse place a un complexe
TAF7-less TFIID (Figure 55). Ensemble, ces données suggerent que le complexe TAF7-less TFIID n’est

pas capable de maintenir I’expression et/ou de mettre en place un programme d’expression génétique
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Le complexe TAF7-less TFIID contient I’ensemble des TAFs qui permet a TFIID de reconnaitre et lier
les promoteurs, de charger TBP sur ’ADN et de recruter les autres GTFs (voir introduction, 1V.6.).

Néanmoins, TAF7 semble réguler différentes étapes de la transcription.

Au sein de TFIID, TAF7 est lié au niveau du domaine DU3591 de TAF1. Ce domaine DU3591 contient
un sous-domaine winged-helix (WH) qui contacte DPE/MTE des promoteurs (Louder et al., 2016; Wang
etal., 2014). TAF1 a également un autre domaine de liaison a I’ADN nommé ZnK (CCHC zinc knuckle).
TAF1 est important pour I’expression des génes du cycle cellulaire cyclin A, D1 et E. La mutation du
domaine WH et ZnK de TAF1 perturbe la liaison de TAF1 au promoteur des genes cyclin A et DI
conduisant a une réduction de leur niveau d’expression (Curran et al., 2018). II est intéressant de noter
qu’au sein de cellule HeLa, TAF7 inhibe également I’expression de ces deux cyclines : la réduction de
la quantit¢ de TAF7 via des approchent de siRNA entrainent une augmentation du niveau d’expression
des cyclines (Kloet et al., 2012). D’autres essaies de transcription in vitro ont ¢galement montré que
TAF7 diminue le taux de transcription (Gegonne et al., 2006). Ensemble, ces données suggerent que
TAF7 pourraient réguler la liaison de TAF1 au promoteur, et en conséquence le recrutement de TFIID

au promoteur, ce qui in fine régule le niveau d’expression des genes.

D’autres données ont montré que I’initiation de la transcription des geénes est corrélée avec la
dissociation de TAF7 de TFIID (Gegonne et al., 2006; Kloet et al., 2012). Cette dissociation de TAF7
est induite par sa phosphorylation (Gegonne et al., 2006; Kloet et al., 2012). La phosphorylation de la
sérine 264 de TAF7 perturbe notamment son interaction a TAF1. Ainsi, il a été suggéré que la
phosphorylation de TAF7 est un point de contrdle dans la transition de I’assemblage du PIC a I’initiation

de la transcription (Gegonne et al., 20006).

TAF7 serait phosphorylé par TAF1 (Gegonne et al., 2001, 2006; Weissman et al., 1998). Initialement,
il a été suggéré que TAFI avait deux modules kinases : le premier a I’extrémité N-terminal et le
deuxiéme a I’extrémité C-terminal (Wassarman and Sauer, 2001). Cependant, il est maintenant connu
que I’extrémité N-terminal forme en réalit¢ le domaine TANDI (Patel et al., 2018) qui n’a pas de
fonction kinase (Bhattacharya et al., 2014). A ma connaissance, aucune information n’est disponible sur
I’extrémité C-terminal de TAF1 chez les mammiféres. Ainsi, la phosphorylation de TAF7 par

I’extrémité C-terminal de TAF1 n’est pas a exclure.

Des essais de phosphorylation in vitro de CTD de RPB1 ont montré que la présence de TAF7 diminue
le taux de phosphorylation de RPB15" (Gegonne et al., 2008). Il a été rapporté que TAF7 inhibe
I’activité kinase de TFIIH. Cette expérience a été réalisée en utilisant de I’ ATP marqué radioactivement
permettant de mettre en évidence le CTD phosphoryl¢. 1l est ¢galement marqué que TAF7 est visible
sur la membrane, suggérant que TAF7 est également phosphorylé dans le mixe réactionnel. Par
conséquent, il est possible que la diminution de la phosphorylation de RPB15 soit due & une

compétition entre la phosphorylation du CTD et de TAF7 par CDK9 de TFIIH. Ensemble, ces données
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suggerent que TAF7 pourrait inhiber I’initiation de la transcription, en inhibant I’interaction complet et

la stabilisation de TAF1 au promoteur, avant que TFIIH soit présent dans le PIC.

TAF7 a également été montré in vitro comme associé au facteur d’élongation p-TEFp au sein du
complexe d’élongation (Gegonne et al., 2008). La réalisation d’IP-MS anti-TAF7 a partir d’extrait de
mESC a permis de détecter p-TEFB (Bardot, non publi¢). In vitro TAF7 semble également étre
phosphorylé par p-TEFB (Gegonne et al., 2008). Il a également ét¢ montré que la déplétion de TAF4
dans les hépatocytes diminue la pause de I’ARN pol II et favorise I’¢longation (Alpern et al., 2014). Le
complexe S-TAF, composé de TAF1-7-11-13-TBP, a été montré in vitro comme capable de réguler la
pause de ’ARN pol II (Fant et al., 2020). Ainsi, TAF7 pourrait également avoir un rdle dans la régulation
de la pause de I’ARN pol II. Dans ce cas-ci, le role régulateur de TAF7 pourrait également dépendre de

son niveau de sa phosphorylation.

Ainsi, dans en condition déplétée en TAF7, le couplage entre la formation du PIC, I’initiation
de la transcription et I’¢longation pourrait étre dérégulé modifiant le taux et/ou I’efficacité de la
transcription. L’analyse du role fonctionnel de la phosphorylation de TAF7 dans la régulation des
différentes étapes de la transcription nécessitera de chercher et de muter spécifiquement les résidus de
TAF7 phosphorylés par TFIIH et p-TEFp, et potentiellement TAF1. Par la suite des analyses de
I’initiation de la transcription et la pause de I’ARN pol II pourront étre réalisées telles que des
expériences de ChIP-seq contre ’ARN pol II. Ces expériences permettront de mieux comprendre

I’importance de la phosphorylation de TAF7 dans les différentes étapes de la transcription.

D’apres les données présentées ci-dessus, il est étonnant que la transcription ne soit pas perturbée au
sein des mutant R77. L’analyse du transcriptome naissant via le TT-seq permettra d’avoir une premicre
indication sur le role de TAF7 dans la régulation de la transcription. Il est important de noter que
contrairement aux autres TAF, la déplétion partielle de TAF7 au sein des mESC par approche siRNA ne
perturbe pas la pluripotence des cellules (Pijnappel et al., 2013). Ainsi, il est possible que dans le
contexte des mESC, TAF7 joue un role mineur dans la transcription. Si ¢’est le cas il sera nécessaire de

développer un autre model pour étudier le réle de TAF7 dans la transcription.

IX. Role fonctionnel de TFIID dans I’activation et la répression de la
transcription

La déplétion de TAF10 perturbe fortement I’assemblage de TFIID entrainant la formation d’un
complexe 7-TAFs, constitué du core-TFIID associé a TAF1-7-TBP dés jour 3 (Figure 55). En condition
normale, TAF1, TAF2, TAF3, TAF10 et TAF4/4B-TAF12 sont impliqués dans le recrutement de TFIID
a la chromatine (voir introduction, IV.6). Le complexe 7-TAFs ne contenant pas TAF2, TAF3 et TAF10,

son recrutement au niveau de la chromatine devrait étre perturbé. Le complexe 7-TAFs ne contient
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¢galement pas I’hétérodimere TAF11-13. Lors du chargement de TBP dans le sillon mineur de ’ADN,
TAF11-13 est ’'unique point de contact entre TBP et le lobe A de TFIID suite a la dissociation de
TANDI et 2 de TBP (Patel et al., 2018) (voir introduction IV. 6). L’interaction de TAF11-13 a TBP est
rompue apres que TBP est été chargé dans le sillon mineur (Patel et al., 2018). Ceci peut indiquer que
TAF11-13 est peut-Etre important pour maintenir TBP au niveau de ’ADN jusqu’a ce que ce dernier
soit chargé dans le sillon mineur. Ainsi, en absence de TAF11-13, le complexe 7-TAFs ne pourrait pas
efficacement charger TBP dans I’ADN. De plus, les données d’IP-MS anti-TBP indiquent que TBP n’est
pas recruté ou maintenu au niveau du complexe 7-TAFs. L’ensemble de ces données indique que la

transcription devrait étre fortement altérée en absence de TAF10 a partir du jour 3.

Néanmoins, I’analyse de la phosphorylation de RPB15°, RPB1%? et de I’incorporation de EU
indique que I’activité globale de I’ARN pol II est maintenue a jour 3 et 4. De la méme manicre, la
déplétion conditionnelle de TAF10 au sein du mésoderme embryonnaire n’affecte pas la transcription
cyclique requise pour la somitogenese (Bardot et al., 2017). Chez la souris adulte, la déplétion de TAF10
dans les progéniteurs de kératinocyte adulte ne perturbe pas leur prolifération et leur différenciation
(Indra et al., 2005), indiquant la encore que la transcription n’est pas significativement perturbée.
Néanmoins, les mESC mutantes R770 présentent un phénotype sévére : la croissance de leur population
est fortement impactée, les cellules entrent en apoptose et ne sont pas capables de former des colonies
apres avoir été passées. Par conséquent, on peut supposer que bien que 1’activité globale de I’ARN pol
IT est maintenue, 1’expression et/ou la mise en place du programme génétique sont perturbées. En

particulier, I’absence de TAF10 perturbe plus 1’expression génétique que la perte de TAF7.

On peut supposer que I’incapacité du complexe 7-TAFs a recruter TBP pourrait entrainer la
liaison ectopique de TBP au niveau de la chromatine conduisant a la transcription de régions
intergéniques et/ou intragéniques. En condition in vitro, TBP est suffisant pour initier la transcription a
partir de promoteurs contenant une boite TATA (Donczem and Steven, 2018; Remboutsika et al., 2001).
De plus, la présence de nucléosome ne perturbe pas la capacité de TBP a initier la transcription (Koster
et al., 2014; Remboutsika et al., 2001). De ce fait, en absence du complexe TFIID, il est possible que
TBP se lie a TFIIA, formant un complexe TBP-TFIIA initiant la transcription a partir de séquence
TATA, de facon similaire a la transcription initiée par le complexe TBPL2-TFIIA durant la croissance
ovocytaire (Yu et al., 2020a). Néanmoins, la liaison ectopique de TBP a ’ADN est normalement
réprimée par MOT1 et NC2 (nom chez S.cerevisiae, orthologue a BTAF1 et au complexe DR1/DRAP1
respectivement) qui répriment la mise en place de transcriptions intergéniques (Butryn et al., 2015;
G mez-Navarro et al., 2016; Koster et al., 2014). De plus, les IP-MS anti-TBP ne détectent pas TFIIA
que ce soit en présence ou absence de TFIIA. Ainsi, la perte de TAF10 n’augmente pas I’affinité de
TFIIA pour TBP. Ceci peut s’expliquer par le fait que MOT]1 interagit avec TBP aux mémes zones de
contact que TFIIA (Butryn et al., 2015; Ravarani et al., 2020). Enfin, il est probable que certains facteurs

spécifiques aux ovocytes permettent le chargement de TBPL2 au niveau des promoteurs. Pour ces
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raisons, il se peut que TBP ait un comportement trés différent de TBPL2 en absence de TFIID. L’analyse
du transcriptome naissant ainsi que 1’étude de la localisation de TBP sur la chromatine en absence de

TAF10 permettra d’étudier le possible role de TBP dans I’initiation d’une transcription aberrante.

Deux études différentes ont délété conditionnellement TAF4 (Alpern et al., 2014) ou TAF10
(Tatarakis et al., 2008) dans les hépatocytes de fagon post-partum via le transgéne 4/b-Cre. Dans les
deux cas, la transcription des génes qui sont normalement exprimés aprés la naissance n’a pas été
activée. De ’autre, la transcription des geénes qui sont normalement réprimés apres la naissance n’a pas
été stoppée. Enfin, la transcription des quelques geénes dont I’expression débute durant le développement
feetal et qui continue a 1’étre apres la naissance n’a pas ¢té perturbé par I’absence de TAF10 (Tatarakis
et al., 2008). En conséquence, il a été suggéré que TFIID est principalement important dans I’activation
ou la répression de la transcription. Il a également ét€ montré qu’au niveau des génes dont 1’expression
est maintenue ou réprimée apres la naissance, TBP, TFIIB, le médiateur et I’ ARN pol 11 sont maintenus
au niveau des promoteurs en absence de TAF10 (Tatarakis et al., 2008). Au contraire, pour les genes
dont I’expression doit étre activée apres la naissance, ces différents facteurs n’étaient pas retrouves aux
promoteurs des genes en absence de TAF4 ou de TAF10 (Alpern et al., 2014; Tatarakis et al., 2008).
Ainsi, la capacité de TFIID a activer ou réprimer la transcription semble se reposer sur sa capacité a
mettre en place ou a dissocier le PIC au niveau des promoteurs. Il a été rapporté également que le
recrutement de TFIID au niveau des geénes dont 1’expression est activée apres la naissance entraine le
recrutement du facteur de transcription HNF4A qui est un régulateur majeur de I'expression génétique
des hépatocytes (Alpern et al., 2014). Ainsi, en plus de mettre en place le PIC, TFIID pourrait permettre
de recruter un ensemble de facteurs de transcription qui permettent de maintenir 1’expression de

programme génétique.

Ce mod¢le pourrait coincider avec mes données. Les cellules mutantes déplétées en TAF10 sont
incapables de former de nouvelles colonies apres avoir été passées. Ce phénotype pourrait indiquer que
le programme d’expression génétique ne peut étre modifi¢ face a un stress ou un changement de
condition de culture en absence de TAF10. Ce modele pourrait également expliquer pourquoi la perte
de TAF10 affecte la formation du bourgeon des membres mais pas la somitogenése. Dans le modele
Tg(T-Cre/+) ; Taf10”, I’expression de la CRE est initiée peu aprés 6 jours de développement (E6)
(Perantoni et al., 2005), menant a la perte de TAF10 vers E8,5 (Bardot et al., 2017). Le début de
I’expression de la CRE peut étre supposé par le fait que la notochorde n’est que partiellement déplétée
en TAF10 (Bardot et al., 2017). La notochorde est produite a partir d’un ensemble de progéniteur
commun au mésoderme, mais il se différencie de celui-ci vers E6,25 (Balmer et al., 2016). Si on assume
que la perturbation de 1’assemblage de TFIID par 1’absence de TAF10 au sein du mésoderme suit la
méme cinétique que la perte de TFIID au sein des mutants mESC RT70, on peut supposer que TFIID
est significativement perdu et remplacé par le complexe 7-TAFs dans les cellules mésodermique a partir

de E9.
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La morphogenése des membres antérieurs est initiée qu’a partir de E9 (Bruneau et al., 1999; Tickle,
2015). Elle débute par I’expression de 7bx5 vers E9 qui va induire par la suite Fgf10 et Fgf8, tous deux
mettant en place ’AER (4pical Ectodermal Ridge). L’ AER est important pour la croissance des
bourgeons de membre et leur développement par la suite (Tickle, 2015). Dans les embryons mutants
conditionnels Taf10”, Thx5 est faiblement exprimé a E9 mais pas a E9,5, indiquant que son expression
n’est pas maintenue. Ni Fgf710 ni Fgf 8 sont exprimés a E9,5 (résultat master, (Bardot et al., 2017)).
Ainsi, ces données préliminaires suggérent que TFIID est requis pour la mise en place du programme

génétique nécessaire a la morphogenése des membres antérieurs.

La somitogenese est quand-a-elle initié¢ vers E7 (Guibentif et al., 2021). Dans les embryons mutants
conditionnels 7af10™", 1a somitogenése est maintenu a E9,5 (Bardot et al., 2017). Il est possible qu’a E7,
TFIID soit encore présent dans les cellules mésodermiques et serait capable de mettre en place le
programme d’expression génétique nécessaire a la somitogenese. Le maintien de la somitogenése a E9.5
en absence de TAF10 (Bardot et al., 2017) indiquerait que TFIID n’est pas requis pour maintenir

I’expression de ce programme génétique.

Il est important de noter qu’apres avoir été mise en place, une prolifération importante est impliquée
dans la somitogenese. Par conséquent, la reprise de I’expression du programme génétique apres la
division cellulaire suggere que certains facteurs permettent de réassembler le PIC en absence de TFIID

dans les cellules filles.

X. L’induction de la dégradation des sous-unités de TFIID régule la
mise en place des programmes d’expressions genétiques.

Le role de régulateur de TFIID dans la mise en place d’un programme génétique a également été mis en
lumiére par le fait la dégradation de certaines TAFs et TBP sont impliqués dans certains processus
cellulaires. Ces dégradations sont orchestrées par I’activation de voie de signalisation. Ainsi, I’activation
de la voie de signalisation des TGF-B induit ’'ubiquitination de TAF7 par TRIM26 entrainant sa
dégradation dans les cellules de glande mammaires murines (Nakagawa et al., 2017). Dans ce modele
cellulaire, la réduction de TAF7 permet d’inhiber la prolifération cellulaire et de favoriser I’induction
de I’apoptose (Nakagawa et al., 2017). La détermination et la différenciation cellulaire font également
appel la régulation de la quantité de certaines TAFs. La différenciation des cellules musculaires murines
C2C12 entraine la dégradation de TAF4 et de TBP (Perletti et al., 2001). Dans ce contexte, la
différenciation optimale des cellules nécessite que TBP soit ubiquitiné par Huwel qui induit sa

dégradation (Li et al., 2015).

La différenciation des cellules F9 en endoderme primitif par traitement a ’acide rétinoique, entraine

¢galement la dégradation de TAF4 et de TBP (Perletti et al., 2001). Le maintien ectopique de TAF4
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perturbe le processus de différenciation (Perletti et al., 2001). A contrario, TAF3 est requis pour la
différenciation en endoderme primitif et définitif (Liu et al., 2011). Il est intéressant de noter que TAF3
et TAF4 ont été indiqué comme nécessaire pour le maintien de la pluripotence des mESC (Pijnappel et
al., 2013). Ensemble, ces résultats indiquent que I’induction de la différenciation cellulaire demande la
dégradation de certaines sous-unités de TFIID. Ces dégradations pourraient entrainer a la formation de

complexes TFIID partiels impliqués dans la régulation de I’expression génétique.

Dans cette idée, il a été montré que durant la différenciation des mESC en progéniteurs neuronaux,
LOXL2 oxyde TAF10 méthyl¢é entrainant sa dégradation (Iturbide et al., 2015). La perte de TAF10 est
important pour réprimer 1’expression des genes de pluripotence et activer de facon optimale le

programme d’expression génétique nécessaire a la différenciation (Iturbide et al., 2015).

XI. Potentielle mise a jour du modele expliquant I’importance de
TFIID dans la transcription.

I1 est généralement admis que TFIID est requis pour la transcription, permettant le recrutement de
I’ARN pol II au niveau des genes. L’ensemble des nouvelles découvertes décrites ci-dessus permettent

de détailler son role (Figure 56).

1) Dans un premier temps, le recrutement de certains facteurs de transcription et la présence de marques

épigénétiques (H3K9me3, H4ac) permettent de recruter TFIID au niveau des promoteurs.

2) Lors de D’activation de la transcription, TFIID recrute les GTFs et I’ARN pol II au niveau du
promoteur conduisant a I’initiation de la transcription. La mise en place du PIC pourrait étre régulé
par la modification post-traductionnelle des TAFs, comme expliqué dans le chapitre de
I’introduction IV.6 avec I’exemple de la méthylation de TAF10.

TFIID recrute également au niveau du PIC des facteurs de transcription, le médiateur et/ou des
coactivateurs, permettant de mettre en place I’épigénome et la reprise de la transcription apres la
division cellulaire.

3) TFIID permet de réguler le couplage entre mise en place du PIC, initiation et élongation de la
transcription. En particulier, TAF7 jouerait un réle important dans ce processus. D’une part il
inhiberait I’initiation de la transcription avant que le PIC soit complétement formé, et d’autre part
régulerait la pause de I’ARN pol II. La régulation de ces différentes étapes par TAF7 se ferait par
son niveau de phosphorylation catalysé par TFIIH et p-TEFf.
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4) L’activation de voies de signalisation, dans le but de réprimer 1’expression de certains génes, mene
au recrutement de certains facteurs au niveau de TFIID entrainant sa modification post-
traductionnelle, sa recomposition ou sa restructuration. D une part, les TFIID modifiés induisent
alors le désassemblage du PIC et empéchent le recrutement de d’autres TFIID et PIC fonctionnels.
D’autre part, les TFIID modifiés peuvent recruter, en fonction des stimuli, certains coactivateurs.
Dans le premier cas, ces coactivateurs réactivent la transcription des genes si besoin, en retirant
entre autres les TFIID modifiés des promoteurs. Dans un deuxiéme cas, les coactivateurs remodelent
la chromatine et posent des marques épigénétiques héritées par les cellules filles et réprimant la

transcription sur le long therme.
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Activation de I'expression génétique
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Figure 56 : Modele du réle de TFIID dans [’activation et la répression de la transcription ainsi que dans la régulation du
couplage entre assemblage du PIC, initiation et élongation de la transcription.
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XII.  Expériences pour I’étude de I’'importance fonctionnelle de TFIID,
et de ses complexes partiels, dans la mise en place et I’expression
d’un programme d’expression génétique particulier

Le modele hypothétique décrit ci-dessus (Figure 56) indique que TFIID serait important pour mettre
en place les programme d’expression génétique. Dans le but de mieux comprendre I’importance
fonctionnelle de TFIID, il serait intéressant de dépléter TAF7 et/ou TAF10 au cours de la différenciation
des mESC. Dans mon modéle cellulaire, 3 jours sont nécessaires entre 1’induction de la délétion et la
perte de TFIID. De ce fait, des protocoles pourraient étre établis pour coordonner la perte de TFIID en
fonction des étapes de différenciation. Ainsi, il sera possible d’étudier plus en détail I’importance de
TFIID, et des complexes partiels formés en absence de TAF7 ou de TAF10, lors de la mise en place des

programmes d’expression génétique requis pour la différenciation.

Une autre solution serait de créer des lignées de mESC dans lesquels les protéines TAFs
d’intéréts sont conditionnellement dégradées via une approche degron (Nishimura et al., 2009). Cette
approche nécessite d’éditer le génome d’un modele cellulaire pour que 1) la protéine d’intérét soit
fusionnée au domaine AID (auxin-inducible degron), 2) les cellules expriment le transgene 7irl. Le
traitement de ces cellules avec I’hormone de plante auxine induit 1’ubiquitination de I’AID par
TIR1. Cette ubiquitination conduit a la dégradation de la protéine par le protéasome. Cette dégradation
a ’intérét d’étre rapide car les protéines fusionnées a I’ AID ne sont généralement plus détectables apres
24 heures de traitement. Sachant que la différenciation est généralement un processus rapide qui se
déroule en quelques jours, la possibilité de dépléter la quasi-totalité des protéines en 24 heure permettrait
de plus facilement étudier le role de TFIID dans I’établissement des programmes d’expression
génétique. Cette stratégie a ¢galement I’intérét de pouvoir stopper la dégradation de la protéine juste par

I’arrét du traitement a ’auxine.

Cependant, le systéeme dégron fonctionne en ubiquitinant et en dégradant les protéines d’intéréts. Le
recrutement et la dégradation de la protéine d’intérét ubiquitinée au protéasome devrait également
entrainer le recrutement et la dégradation de I’ensemble du complexe. Le systéme Cre-Lox quant-a-lui
entraine une diminution progressive de 1’expression de la protéine d’intérét ce qui in fine perturbe
I’assemblage du complexe. Par conséquent, les deux techniques ne sont pas équivalentes en tout point
et pourrait donner des résultats trés différents. Par conséquent il sera nécessaire de réétudier la cinétique
de la perte de TFIID et la composition des potentiels complexes partiels formés suite a I’induction du
dégron avant tout autres expériences. Par la suite, I’étude du transcriptome naissant et de la localisation
des TAFs et des GTFs sur le génome au cours de la différenciation aprés avoir activé le dégron
permettrait de mieux comprendre le role de TFIID dans 1’établissement des programmes d’expression

génétique.
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Une question importante est : si TFIID n’est pas requis pour la transcription apres que celle-ci
est été activée, comment se refait ’initiation de la transcription en son absence ? Il a ét¢ montré que
certains GTFs, dont TFIID, reste au promoteur des génes aprés que ’ARN pol II soit entrée en
¢longation (Joo et al., 2017). Il a été suggéré que leur présence favoriserait la ré-initiation de la
transcription, ¢’est-a-dire le recrutement d’une nouvelle ARN pol II aprés que la précédente soit entrée
en ¢longation. L’assemblage du PIC permet de recruter le médiateur (Sun et al., 2021) ainsi que des
facteurs de transcription (Alpern et al., 2014) au niveau des promoteurs. Néanmoins TFIID ne serait pas
requis pour maintenir la transcription apres que celle-ci ait été activée. Ensemble ces données suggerent
que TFIID permettrait de mettre en place un ensemble de complexes au niveau des promoteurs, sous la
forme d’un supra-complexe de ré-initiation, qui permettrait de réinitier la transcription sans sa présence

(Tatarakis et al., 2008).

Pour étudier cette hypothése, il serait intéressant de trouver lors d’un processus de différenciation in
vitro trois catégories de génes similaires a celles trouvées dans les études (Alpern et al., 2014; Tatarakis
et al., 2008) : une nécessitant d’étre réprimée par TFIID, une deuxiéme nécessitant d’étre activée par
TFIID et une troisieme dont la perte de TFIID n’affecte pas leur transcription. Ces genes seraient
découverts par les analyses transcriptomiques réalisées en absence de TFIID lors de la différenciation
cellulaire. A partir de cette découverte, [’analyse des facteurs présents au niveau des promoteurs de ces
genes par des expériences de TurbolD (Branon et al., 2018) permettrait de mettre en évidence un
ensemble de facteurs qui serait recruté aux promoteurs durant I’activation de la transcription et qui y
serait maintenu apres la perte de TFIID. La mise en évidence de ces facteurs permettrait de mieux
comprendre le role de TFIID dans la mise en place d’un complexe de ré-initiation au niveau des

promoteurs des genes déja en transcription.

XIII.  Les sous-unités TAFs sont partagées avec d’autres complexes que
TFIID ou peuvent avoir des fonctions indépendantes a TFIID,
complexifiant I’étude de la fonction TFIID

1. Laperte de TAF10 perturbe I’assemblage de SAGA : quelle est ’'impact de
la perte de SAGA, par rapport a la perte de TFIID, sur la transcription ?

L’étude de la fonction de TFIID est complexe dii au fait que certaines de ses sous-unités sont
partagées avec d’autres complexes et peuvent étre impliquées dans des fonctions indépendantes a TFIID.
TBP est par exemple présent dans les trois machineries de transcription (voir introduction, I11.3). Chez
les mammiferes, TAF9/9B, TAF10 et TAF12 sont également présents dans le complexe SAGA (voir
introduction, I'V.5). TAF10 en stabilisant SUPT7L est important dans I’assemblage de SAGA. SUPT7L
est requis pour intégrer TAF10 au sein de SAGA (Fischer et al., 2021b). Mes données d’IP-MS
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SUPT20H indiquent que SUPT7L est important pour I’intégration de SUPT20H au sein du corps SAGA.
SUPT20H est lui-méme impliqué dans le recrutement de TRRAP, du module SPL et DUB au sein de
SAGA (Herbst et al., 2021; Nagy et al., 2009). Les résultats préliminaires ont montré que la perte de
SAGA au sein des mESC n’affecte pas le niveau global d’acétylation et d’ubiquitination des histones
(Bardot, P. non publi¢e). De la méme manicre, la perte de SUPT7L n’affecte par le niveau d’acétylation
des histones (Fischer et al., 2021b). Cependant, le module HAT de SAGA est partagé avec le complexe
ATAC (Helmlinger and Tora, 2017). D’autres complexes ayant une activit¢ de déubiquitination
fonctionnent de fagon redondante au module DUB de SAGA, tels que les complexes composés de
USP51 et USP27x (Helmlinger and Tora, 2017). Par conséquent ces complexes pourraient compenser

la perte de SAGA.

SAGA et ATAC sont impliqués dans I’expression du programme génétique de pluripotence des mESC.
SAGA est important pour la mise en place du programme pendant que ATAC est important pour son
maintien (Fischer et al., 2021b). L’¢étude fonctionnelle de SAGA et ATAC a été complexifiée par le fait
que la présence ou non des deux inhibiteurs Chir et PD (2i) dans le milieu 2i+liftserum modifie le
phénotype des mESC apres la déplétion des sous-unités d’intéréts (voir introduction, IV.5.ii). De ce fait,
SAGA et ATAC sont deux complexes dont la fonction est sensible aux stimuli de milieu extérieur.
L’ensemble de mon étude a été réalisé en cultivant mes cellules dans le milieu 2i+lift+serum, milieu dans
lequel la perte de SAGA n’a pas ou peu d’effet sur le phénotype des mESC (Fischer et al., 2021a; Fischer
et al., 2021b, Hisler et al.). Il sera cependant important de croiser les données du transcriptome naissant
des mESC Supt7I”- aux données générées a partir des cellules déplétées en TAF10. Ceci permettra de
connaitre quel est la part de la perte de SAGA et de TFIID dans les différences transcriptionnelles

visibles.

2. TAF10 est potentiellement dans un autre complexe contenant TBPL1

Mes analyses de chromatographie suggérent qu’au sein des mESC TAF10 est présent dans un
complexe différent de TFIID dans lequel TBPL1 est présent. TBPL1 est recruté au niveau de I’ensemble
des promoteurs des génes exprimés dans les mESC (Kwan et al., 2021). La perte de TBP n’affecte pas
la transcription médiée par I’ARN pol II dans les mESC (Kwan et al., 2021). La perte de TAF10 pourrait
de ce fait perturber le recrutement de TBPL1 au niveau des promoteurs. S’il est avéré que TBPL1 est
impliqué dans la transcription dans les mESC et que TAF10 est requis pour le recrutement de TBPL1,
alors la perte de TAF10 devrait perturber la transcription dépendante de TBPL1. La caractérisation de
la composition et de la fonction du complexe contenant TBPL1 pourraient étre étudiées par la réalisation
d’IP-MS anti-TBPL1 et I’étude d’une lignée mESC délétée pour 7hpll. Ceci permettra également de
comprendre la fonction de TBP et de TBPL1 dans la transcription dans les mESC.
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3. Possible présence et role du complexe TFTC dans la transcription

Le complexe TFTC est également un complexe composé de nombreuses TAFs, dont TAF10. I1
a €té initialement mis en évidence par une suite d’immunoprécipitation (Wieczorek et al., 1998).
Néanmoins, il s’est révelé par la suite que la fraction purifiée contenait également le complexe SAGA,
qui était alors non connu (Brand et al., 1999; Demény et al., 2007b; Wieczorek et al., 1998). Cette
fraction est capable d’induire une transcription a partir de promoteurs contenant ou non une boite TATA
en condition in vitro (Wieczorek et al., 1998). S’il est avéré que TFTC permet d’initier ou de réguler
directement ou indirectement la transcription, la déplétion de TAF10 affecte également la présence et
par conséquent la fonction de TFTC dans la cellule. Il sera nécessaire de mieux caractériser le complexe
TFTC avant d’hypothétiser son potentiel role dans la transcription. De nouvelles études de sa

composition par la réalisation d’IP permettra de mieux caractériser sa composition.

4. TAF7 est impliqué dans des fonctions indépendantes a TFIID

TAF7 est également impliqué dans des complexes indépendants de TFIID. TAF7 régule
I"activité acétyltransférase de CIITA impliquée dans I’expression des protéines des complexes majeurs
d’histocompatibilités (MHC, Major Histocompatibility Complex) (Devaiah et al., 2010). L expression
de ces genes a été montrée comme indépendante de TAF1 (Howcroft et al., 2003; Raval et al., 2001),
indiquant que TFIID n’est pas impliqué dans I’expression de ces genes. Ainsi la déplétion de TAF7

pourrait également affecter une transcription initiée de fagon indépendante a TFIID.

XIV. Conclusion

Ma theése s’est concentrée sur la caractérisation in cellulo de 1’assemblage de TFIID et de sa
fonction dans la transcription médi¢e par I’ARN pol II. Dans un premier temps, ce travail a permis de
valider dans un modeéle in cellulo le modele d’assemblage de TFIID. En particulier, le role essentiel de
TAF10 dans I’assemblage de TFIID a partir du core-TFIID a ¢été validé. Mon travail a permis également
de proposer une mise a jour de ce modéle d’assemblage. En particulier, la restructuration du core-TFIID
imposée par I’intégration du module TAF2-8-10 n’est pas requis pour le recrutement des autres sous-
unités. De ce fait, I’intégration du module TAF1-7-TBP au core-TFIID conduit a la formation d’un
complexe 7-TAFs. Néanmoins, I’intégration du module TAF2-8-10 semble stabiliser le complexe TFID
en formation et favoriser le recrutement des autres sous-unités. Enfin, TAF7 favorise 1’intégration du
module TAF1-7-TBP au sein de TFIID, vraisemblablement en participant au repliement et/ou en
maintenant ’intégrit¢é de TAF1. Enfin, mes données suggérent également qu’un complexe TFTC,
constitué¢ du core-TFIID associé¢ au moins au module TAF2-8-10 et TAF7 mais ne contenant pas TAF1

ni TBP, existe au sein des mESC.
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Dans un deuxiéme temps, mon travail a permis de montrer que TFIID n’est pas requis pour maintenir
I’activité globale de I’ARN pol II. Les données présentes dans la littérature suggerent que TFIID a plutot
un role pour I’activation de la transcription en induisant la primo-transcription. Par la suite, TFIID ne
serait plus requis pour la transcription, mais resterait néanmoins au sein du PIC. L activation de certaines
voies de signalisation induiraient la mise en place de PTMs sur certains TAFs, pouvant induire son
désassemblage partiel, ce qui conduirait au déassemblage du PIC et I’inhibition de la transcription. Par
conséquent, TFIID serait essentiel pour réguler la mise en place des programmes d’expression génétique
en fonction des signaux intra et extra cellulaire. Enfin, TFIID, via TAF7, permettrait de coupler finement

la mise en place du PIC, I’initiation de la transcription et la pause de I’ARN pol II.

Certaines ¢tudes pointent le role des protéines TAFs dans certains cancers. Par exemple, la
modification de la steechiométrie des TAFs au sein des cellules cancéreuses ainsi que leur interaction
avec des oncogénes favorisent le développement et I'évolution de cancers. (Le Gallo et al., 2017,
Kalogeropoulou et al., 2010; Voulgari et al., 2008; Wardell et al., 2013; Xu et al., 2019; Zeng et al.,
2018). De plus, la mutation des sous-unités de TFIID est impliquée dans le développement de maladies
congénitales et des syndromes neuro-dégénératives (Cheng et al., 2020; El-Saafin et al., 2018). Par
exemple, notre équipe a récemment étudié¢ la maladie d’une petite fille présentant un retard global dans
son développement ainsi qu’une déficience intellectuelle grave (El-Saafin et al., 2018). Cette jeune fille
présente une mutation du géne 7af8 faisant apparaitre un autre site d’épissage conduisant a un décalage
du cadre de lecture durant la traduction. Les fibroblastes issus de cette patiente présentent une quasi
absence de protéines TAFS. Cette découverte fut surprenante car la délétion zygotique de 7af8 chez la
souris est léthale a 1’état blastocyste (Voss et al., 2000). Comme attendu, 1’absence de TAFS8 perturbe
I’assemblage de TFIID. Néanmoins, ’activité globale de I’ARN pol II n’est pas perturbée dans les
fibroblastes de la patiente. Ce dernier point ressemble aux phénotypes de mes propres mESC mutantes
dans lesquelles la déplétion TAF10, conduisant a la perte de TAF8 entre autres, empéche 1’assemblage
de TFIID mais n’affecte pas I’activité globale de I’ARN pol II. Par conséquent, 1’¢tude du role de TFIID
aura des conséquences aussi bien sur notre connaissance générale de 1’expression des génes que sur la

compréhension de certaines maladies
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TBPL2/TFIIA complex establishes the maternal transcriptome
through oocyte-specific promoter usage.
Changwei Yu, Nevena Cvetesic, Vincent Hisler, [...] Stéphane D. Vincent & Laszlo Tora.

Cette ¢tude réalisée par Changwei Yu avait pour but de comprendre I’importance fonctionnelle
de TBPL2 au sein des ovocytes durant la croissance ovocytaire chez la souris. Au moment de I’initiation
de la croissance ovocytaire, TBP est remplacé par son paralogue TBPL2 qui est alors requis pour la
transcription médiée par I’ARN pol II. J’ai validé¢ les résultats d’une analyse RNA seq par RT-qPCR.
En particulier, j’ai validé plusieurs transcrits qui sont surexprimés en l’absence de TBPL2. Cette
observation était un peu surprenante puisque TBPL2 est responsable de la transcription ARN pol II en
I’absence de TBP. Mes données ont permis de conclure que la surexpression d’un nombre important de
transcrits n’est pas un artéfact de normalisation du RNA-seq mais plutét la conséquence d’une

stabilisation de transcrits normalement dégradés au cours de la croissance ovocytaire.

Une des questions posées était de savoir si un complexe de type TFIID contenant TBPL2 est fonctionnel
au cours de cette période. Dans ce but, une délétion conditionnelle du géne Taf7 au cours de la croissance
ovocytaire a été réalisée. De maniére remarquable, la croissance et la maturation ovocytaires sont
normales chez ces souris mutantes conditionnelles. J’ai participé au travail de révision du manuscrit en
analysant 1’expression de TAF7 dans les ovaires contrdles et mutants. J’avais déja validé un anticorps
anti-TAF7 sur mes cellules ES. J’ai utilisé cet anticorps pour étudier I’expression de TAF7 au cours de
la croissance ovocytaire et pour valider la délétion conditionnelle par immunofluoresence. Mes travaux
ont montré que I’expression de TAF7 est faible dans les ovocytes contrdles en croissance et restreinte
au cytoplasme. Cette expression faible disparait complétement dans les ovocytes mutants, confirmant

I’efficacité de la délétion.

Pour finir, j’ai contribu¢ a la rédaction du papier en €crivant la partie du matériel et méthode

concernant mes expériences.
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SUPT3H-less SAGA coactivator can assemble and function without significantly perturbing

RNA polymerase II transcription in mammalian cells.

Veronique Fischer, Elisabeth Scheer, Elisabeth Lata, Vincent Hisler [...], Didier Devys & Laszlo

Tora.

SAGA est un complexe coactivateur de la transcription qui peut a la fois déubiquitiner et
acétyler les nucléosomes. Chez la levure, SAGA est capable d’interagir avec TBP via deux sous-unités
SPT3 et SPT8. Seul SPT3 a un orthologue chez les mammiféres ; SUPT3H. La comparaison de la
structure de SAGA entre la levure et les mammiferes montre que SPT3 et SUPT3H n’ont pas exactement
la méme conformation et il n’est pas clair si chez les mammiferes, SAGA interagit avec TBP. L’¢étude
conduit par Véronique Fischer a pour but de mieux comprendre I’'importance de SUPT3H dans
I’assemblage de SAGA, dans la transcription médiée par I’ARN pol II ainsi que dans la déposition de

TBP sur la chromatine.

Des cellules mESCs portant une mutation dans le géne Supt3h ont été générées. Une différence
de phénotype a été observée en fonction des conditions de culture. Alors que la perte de Supt3h n’a pas
d’effet notable lorsque les cellules sont cultivées en présence de sérum, de LIF et des deux inhibiteurs
(CHIR99021et PD0325901) (milieu sérum+LIF+2i), elle affecte le maintien de la pluripotence lorsque
les cellules sont cultivées en présence de sérum et de LIF (milieu sérum+LIF). Une analyse du
transcriptome naissant a été réalisée dans les conditions sérum+LIF+2i et a montré que la perte de Supt3h
n’a pas d’effet majeur sur la transcription. Les reviewers nous ont demandé¢ de faire une analyse similaire
lorsque les cellules sont cultivées en présence de sérum+LIF. J’ai mis a profit mon expérience dans la

réalisation des transcriptomes naissants pour réaliser cette expérience.Cette expérience est en cours.
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During oocyte growth, transcription is required to create RNA and protein reserves to achieve
maternal competence. During this period, the general transcription factor TATA binding
protein (TBP) is replaced by its paralogue, TBPL2 (TBP2 or TRF3), which is essential for RNA
polymerase |l transcription. We show that in oocytes TBPL2 does not assemble into a
canonical TFIID complex. Our transcript analyses demonstrate that TBPL2 mediates tran-
scription of oocyte-expressed genes, including mRNA survey genes, as well as specific
endogenous retroviral elements. Transcription start site (TSS) mapping indicates that TBPL2
has a strong preference for TATA-like motif in core promoters driving sharp TSS selection, in
contrast with canonical TBP/TFIID-driven TATA-less promoters that have broader TSS
architecture. Thus, we show a role for the TBPL2/TFIIA complex in the establishment of the
oocyte transcriptome by using a specific TSS recognition code.
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(Pol II) is central to all developmental processes. Pol II

transcription requires the stepwise assembly of multi-
protein complexes called general transcription factors (GTFs)
and Pol II'. The evolutionary conserved TFIID complex plays a
major role in transcription initiation as it is the first GTF to
initiate the assembly of the pre-initiation complex (PIC) by
recognising the core promoter?. TFIID is a large multiprotein
complex composed of the TATA box-binding protein (TBP) and
13 TBP-associated factors (TAFs) in metazoa’. The model sug-
gesting that transcription is always regulated by the same tran-
scription complexes has been challenged in metazoans by the
discovery of cell-type-specific complexes containing specialised
GTF-, TBP- or TAF-paralogs®. Two TBP paralogues have been
described in vertebrates: TBPL1 (TBP-like factor; TLF, also
known as TRF2) has been identified in all metazoan species®~17,
while TBPL2 (also known as TRF3 or TBP2) has only been
described in vertebrates!!"12. Remarkably, while Tbpl1 and Tbpl2
mutants display embryonic phenotypes in non-mammalian
species” 101213 Thpl] and Tbpl2 loss of function in mouse
results in male and female sterility, respectively!4-1°, suggesting
that in mammals, these two TBP-like proteins are involved in
cell-specific transcription. While TBPL2 shares a high degree of
identity (92%) within the conserved saddle-shaped C-terminal
DNA-binding core domain of TBP!7, the C-terminus of TBPLI is
more distant with only 42% identity!2. As a consequence TBPL2,
but not TBPLI, is able to bind canonical TATA box sequences
in vitro>!218, The N-terminal domains of the three vertebrate
TBP-related factors do not show any conservation. All three
vertebrate TBP-related factors can interact with the GTFs TFIIA
and TFIIB, and can mediate Pol II transcription initiation
in vitrol213-18-20_ However, how alternative initiation complexes
form, how they regulate cell-type-specific transcription and how
they recognise promoter sequences remain unknown.

Mapping of the transcription start sites (TSSs), at single
nucleotide by Cap Analysis of Gene Expression (CAGE) revealed
two main modes for transcription start site (TSS) usage?!.
Transcription initiation within a narrow region, called “sharp” (or
focused) TSS-type, is common in highly active, tissue-specific
gene promoters containing TATA boxes. While transcription
initiation with multiple initiation positions within an about 100
bp region, called “broad” TSS promoter architecture?!, is more
characteristic to ubiquitously expressed and developmentally
regulated genes (reviewed in ref. 22). During zebrafish maternal to
zygotic transition, it was described that two TSS-defining gram-
mars coexist, in core promoters of constitutively expressed genes
to enable their expression in the two regulatory environments?3.
Maternally active promoters in zebrafish tend to be sharp, with
TATA-like, AT-rich (W-box) upstream elements guiding TSS
selection, while embryonically active broad promoter archi-
tectures of the same genes appear to be regulated by nucleosome
positioning. Although a number of germ cell-specific, as well as
somatic transcriptional regulators, have been well characterised
during folliculogenesis (reviewed in ref. 24), the exact actors and
mechanisms required for setting up the oocyte-specific tran-
scriptome have not yet been identified in vertebrates.

Female germ cells develop during oogenesis leading to the
formation of a highly differentiated and specialised cell, the
oocyte. In females, oocytes enter meiosis during embryonic life.
Quiescent primordial follicles composed of meiotically arrested
oocytes at the late diplotene stage and surrounded by granulosa
cells are formed perinatally in mice (reviewed in ref. 24). Shortly
after birth, some primordial follicles enter folliculogenesis and
undertake a growth phase during which a specific oocyte-specific
transcriptome is set up, and oocytes increase their size until the
pre-antral follicular stage?>. A remarkable feature of oocytes is the

Regulation of transcription initiation by RNA polymerase II

very high expression of retrotransposons driven by Pol II tran-
scription. These elements are interspersed with repetitive ele-
ments that can be mobile in the genome. One of the three major
classes of retrotransposons in mammals is the long terminal
repeat (LTR) retrotransposons derived from retroviruses, also
known as endogenous retroviruses (ERVs) that is subdivided in
three sub-classes: ERV1, ERVK and endogenous retrovirus-like
ERVL-MaLR (mammalian apparent LTR retrotransposons)
(reviewed in ref. 26). Transcription of mobile elements in specific
cell types depends on the presence of a competent promoter
recognition transcription machinery and/or the epigenetic status
of the loci where these elements have been incorporated.
Remarkably, MaLRs encode no known proteins, but MaLR-
dependent transcription is key in initiating synchronous devel-
opmentally regulated transcription to reprogramme the oocyte
genome during growth?’.

Remarkably, during oocyte growth, TBP protein is absent and
replaced by TBPL2%8. Indeed, TBP is only expressed up to the
primordial follicular oocytes and becomes undetectable at all
subsequent stages during oocyte growth. In contrast, TBPL2 is
highly expressed in the growing oocytes, suggesting that TBPL2 is
replacing TBP for its transcription initiating functions during
folliculogenesis®®. In agreement with its oocyte-specific expres-
sion, a crucial role of TBPL2 for oogenesis was demonstrated in
Thpl2—/~ females, which show sterility due to defect in secondary
follicle production!®2°. In the absence of TBPL2, immuno-
fluorescent staining experiments showed that elongating Pol II
and histone H3K4me3 methylation signals were abolished
between the primary and secondary follicle stage oocytes, sug-
gesting that Pol II transcription was impaired!®. Initially, TBPL2/
TRF3 was suggested to be expressed during muscle differentia-
tion3, but this observation was later invalidated!®2. Altogether,
the available data suggested that TBPL2 is playing a specialised
role during mouse oocyte development. However, how does
TBPL2 regulate oocyte-specific transcription and what is the
composition of the associated transcription machinery, remained
unknown.

Here, we demonstrate that in oocytes TBPL2 does not assemble
into a canonical TFIID complex, while it stably associates with
TFIIA. The observation that the oocyte-specific deletion of Taf7, a
TFIID-specific TAF, does not influence oocyte growth and
maturation, corroborates the lack of TFIID in growing oocytes.
Our transcriptomics analyses in wild-type and Tbpl2~/~ oocytes
show that TBPL2 mediates transcription of oocyte-expressed
genes, including mRNA destabilisation factor genes, as well as
MaLR ERVs. Our transcription start site (TSS) mapping from
wild-type and Tbpl2~/~ growing oocytes demonstrates that
TBPL2 has a strong preference for TATA-like motif in gene core
promoters driving specific sharp TSS selection. This is in marked
contrast with TBP/TFIID-driven TATA-less gene promoters in
preceding stages that have broad TSS architecture. Our results
show a role for the TBPL2-TFIIA transcription machinery in a
major transition of the oocyte transcriptome mirroring the
maternal to zygotic transition that occurs after fertilisation,
completing a full germline cycle.

Results

Oocyte-specific TBPL2/TFIIA complex distinct from TFIID.
To characterise TBPL2-containing transcription complexes, we
prepared whole-cell extracts (WCE) from 14 days postnatal (P14)
mouse ovaries and analysed TBPL2-associated proteins by anti-
mTBPL2 immunoprecipitation (IP) coupled to label-free mass
spectrometry (Fig. 1a and Supplementary Fig. 1a, b). To deter-
mine the stoichiometry of the composition of the immunopre-
cipitated complexes, normalised spectral abundance factor
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Fig. 1 TBPL2 does not assemble in a TFIID-like complex in growing oocytes. a Anti-TBPL2 immunoprecipitation followed by mass spectrometry (IP-MS)
analysis from three biological replicates of mouse ovarian whole-cell extracts (WCE). The colour code for the different proteins or complexes is indicated
on the right. NSAF; normalised spectral abundance factor. b Anti-TBP IP-MS from ovarian WCE (three technical triplicates). The colour code is the same as
in (@). c-f Sequential IP-MS experiment from ovarian WCE (three technical triplicates). The strategy of the sequential immunoprecipitation (c¢), anti-TAF7
IP-MS (d), followed by an anti-TAF10 IP-MS (e) and then an anti-TBPL2 IP-MS (f). The colour code is the same as in (a). g, h Representative views of
haematoxylin and eosin-stained ovaries sections from control (g) and oocyte-specific Taf7 mutant (Tg(Zp3-Cre/+); Taf710%/A h) ovaries (analyses of three
sections from three biological replicates). The presence of antral follicles is indicated by an asterisk. Scale bars: 500 um. In (a, b, d-f) grey dots indicate
replicates and error bars, +/— standard error of the mean.
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(NSAF) values were calculated3l. In the anti-TBPL2 IPs, we
identified TFIIA-ap and TFIIA-y subunits as unique GTF sub-
units associated with TBPL2 (Fig. 1a and Supplementary Data 1).
As ovaries contain many other non-oocyte cell types that express
TBP, in parallel from the same extracts we carried out an anti-
TBP IP. The mass spectrometry of the anti-TBP IP indicated that
TBP assembles into the canonical TFIID complex in non-oocyte
cells (Fig. 1b and Supplementary Data 2). As growing oocytes
represent only a tiny minority of ovary cells, we further tested the
TBPL2-TFIIA interaction by a triple IP strategy (Fig. 1c): first, we
depleted TAF7-containing TFIID complexes with an anti-TAF7
IP; second, the remaining TFIID and SAGA complexes, which
contain also shared TAFs>2, were depleted with an anti-TAF10 IP
using the anti-TAF7 IP flow-through as input; third, we per-
formed an anti-TBPL2 IP on the anti-TAF7/anti-TAF10 flow-
through fraction (Fig. 1d-f and Supplementary Data 3). The
analysis of this third consecutive IP further demonstrated that
TBPL2 forms a unique complex with TFIIA-af, and TFIIFA-y,
but without any TFIID subunits.

To further analyse the requirement of TFIID during oocyte
growth, we carried out a conditional depletion of the TFIID-
specific Taf7 gene during oocyte growth using the Zp3-Cre
transgenic line>? (Supplementary Fig. 1c-g). Remarkably, TAF7 is
only detected in the cytoplasm of growing oocytes (Supplemen-
tary Fig. 1c). The oocyte-specific deletion of Taf7 did not affect
the presence of secondary and antral follicles and the numbers of
collected mature oocytes after superovulation (Fig. 1g, h and
Supplementary Fig. 1f). The lack of phenotype is not due to an
inefficient deletion of Taf/, as TAF7 immunolocalization is
impaired (Supplementary Fig. 1d, e), and as oocyte-specific Taf7
mutant females are severely hypofertile (Supplementary Fig. 1g).
The observations that TBP is not expressed in growing oocytes,
and that the oocyte-specific deletion of Taf7 abolishes the
cytoplasmic localisation of TAF7, but does not influence oocyte
growth, show that canonical TFIID does not assemble in the
nuclei of growing oocytes. Thus, our results together demonstrate
that during oocyte growth a stable TBPL2-TFIIA complex forms,
and may function differently from TBP/TFIID.

In order to further characterise the composition of the TBPL2-
TFIIA complex, we took advantage of NIH3T3 cells artificially
overexpressing TBPL2 (NTH3T3-I110 cells?®). In this context
where TBP and TAFs are present, TFIID is efficiently pulled
down by an anti-TBP IP, but no interaction with TFIIA could be
detected (Fig. 2b). Interestingly, the anti-TBPL2 IP showed that
the artificially expressed TBPL2 can incorporate in TFIID-like
complexes as TAFs were co-IP-ed (Fig. 2a); however, with much
lower stoichiometry (NSAF values) than that of TBP (Fig. 2b). In
contrast, strong interaction with TFIIA-ap and TFIIFA-y were
detected, suggesting that the TBPL2-TFIIA complex can be
formed in the NIH3T3-II10 cells and that TBPL2, to the contrary
to TBP has the intrinsic ability to interact with TFIIA.
Remarkably, in spite of the high similarity between the core
domains of TBP and TBPL2, no interaction with Pol I-
associated SL1 (TAF1A-D) and Pol IlIl-associated TFIIIB
(BRF1) complexes®* could be detected in the anti-TBPL2 IPs
either in NIH3T3-II10 cells or in ovary WCEs (Fig. 2a and
Supplementary Data 1). In contrary, in the same extracts TBP
associates with these Pol I and Pol III complexes (Fig. 2b and
Supplementary Data 2), suggesting that TBPL2 is not involved in
Pol I and Pol III transcription initiation in the growing oocytes.

To analyse whether TBPL2 associates with TFIID TAFs and
TFIIA in the same complex, we performed a gel filtration analysis
of NIH3T3-1I110 WCE. The profile indicated that most of the
TBPL2 and TFIIA could be found in the same fractions (22-26)
eluting around 150-200 kDa, while TBPL2 protein was below the
detection threshold of the western blot assay in the TAF6-

containing fractions 9-15 (Fig. 2c). To verify that TBPL2 and
TFIIA are part of the same complex in fractions 22-26, we IP-ed
TBPL2 from these pooled fractions and subjected them to mass
spectrometric analysis. Our data confirmed that in these fractions
eluting around 170 kDa, TBPL2 and TFIIA form a stable complex
that does not contain any TAFs (Fig. 2d and Supplementary
Data 4). Thus, all these experiments together demonstrate that
TBPL2/TFIIA form a stable complex in oocytes, where TBP is not
expressed and TBPL2/TFIIA is the only promoter recognising
transcription complex that could direct Pol II transcription
initiation (see the summary of all the IPs in Fig. 2e).

TBPL2-dependent oocyte transcriptome. To characterise the
growing oocyte-specific transcriptome and its dependence on
TBPL2, we have performed a transcriptomic analysis of wild-type
(WT) and Tbpl2—/~ oocytes isolated from primary (P7) and
secondary (P14) follicles (Figs. 3, 4 and Supplementary Fig. 2,
Supplementary Data 5). We observed the downregulation of a
high number of oocyte-specific genes, out of which Bmpl5 and
Gdf9 served as internal controls’>3°, as they were already
described to be regulated by TBPL2'¢ (Fig. 3a, b and Supple-
mentary Fig. 2a). The principal component analysis showed that
the four distinct RNA samples clustered in individual groups and
that the main explanation for the variance is the genotype, and
then the stage (Supplementary Fig. 2b). Comparison of the RNA-
level fold changes between mutant and WT oocytes showed that
in Tbpl2~/~, there is a massive downregulation of the most highly
expressed transcripts, both at P7 and P14 (Supplementary
Fig. 2c). The Pearson correlation between the P7 and P14 fold
change datasets for transcripts expressed above 100 normalised
reads was close to 0.8 (Supplementary Fig. 2c), indicating that
Tbpl2 loss of function similarly altered RNA levels at P7 and
P14 stages. We, therefore, focused on the P14 stage for the rest of
the study.

In WT P14 oocytes transcripts corresponding to 10791 genes
were detected. Importantly, many of these detected transcripts
have been transcribed at earlier stages and are stored in growing
oocytes®”. As there is no Pol II transcription in Thpl2~/~ growing
oocytes!®, RNAs detected in the Tbpl2~/~ mutant oocytes
represent mMRNAs transcribed by a TBP/TFIID-dependent
mechanism and deposited into the growing oocytes indepen-
dently of TBPL2 activity at earlier stages, i.e., at the primordial
follicular stage, where TBP is still expressed. The proportion of
genes (1396) upregulated following Tbpl2 deletion (Fig. 3¢) can be
explained by two mutually not exclusive ways: (i) the conse-
quence of the normalisation to the library size resulting in a slight
overestimation of upregulated transcripts, and underestimation of
downregulated transcripts and/or (ii) by transcript buffering
mechanisms due to mRNA stabilisation®®. Validation of the
upregulation of some candidate transcripts levels (Supplementary
Fig. 2d, e) strongly supports the latter hypothesis (but see also the
next paragraph).

Nevertheless, we detected 1802 significantly downregulated
transcripts in the Thpl2—/~ oocytes (Fig. 3c). The downregulation
of key genes known to be expressed during oocyte growth, such as
Bmpl5, Eloc, Fgf8, Gdf9 and Zar13>303%, were confirmed by RT-
qPCR (Supplementary Fig. 2f, g). These results suggest that
TBPL2 has an important role in gene expression in the growing
oocytes. Gene Ontology (GO) analyses of the biological process of
the identified downregulated categories of genes (Supplementary
Data 6) indicated that many genes, involved in meiosis II and
distinct cell cycle processes, were significantly downregulated
(Supplementary Fig. 2h). The most enriched molecular function
GO category was “poly(A)-specific ribonuclease activity” contain-
ing many genes coding for factors or subunits of complexes
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Fig. 2 TBPL2 assembles into a TBPL2/TFIIA and TFIID-like complexes in NIH3T3 cells overexpressing TBPL2. a Anti-TBPL2 immunoprecipitation
followed by mass spectrometry (IP-MS) analysis (three technical replicates) of NIH3T3 overexpressing TBPL2 (NIH3T3-1110) whole-cell extracts (WCE).
The colour code for the different proteins or complexes is indicated on the right. b Anti-TBP IP-MS analysis (three technical replicates) of NIH3T3-1110
W(CE. Colour legend for the different proteins is the same as in (a). ¢ Western blot of a Superose 6 gel filtration analysis of NIH3T3-1110 WCE probed with
anti-TAF6 (top panel), anti-TBPL2 and anti-TFIIA-a (middle panels) and anti-TBP (bottom panel) antibodies. Fraction numbers are shown above each lane,
and the elution of known molecular mass markers is indicated above the panels. The pooled fractions used for mass spectrometry analysis are indicated in
red. d Anti-TBPL2 IP-MS analysis (three technical replicates) of the gel filtration fraction indicated in (c). The colour code for the different proteins or
complexes is indicated on the right. NSAF normalised spectral abundance factor. e Schematic representation of the fundamental differences existing
between TBPL2- and TBP-containing complexes in growing oocytes and NIH3T3-1110 cells. In (a, b, and d) grey dots indicate replicates and error bars, +/—

standard error of the mean.

contributing to deadenylation/decapping/decay activity in eukar-
yotes (Fig. 3d) (i.e., CCR4-NOT, PAN2/PAN340; DCP1A/DCP24!
or BTG4%). In good agreement with the transcriptome analyses,
transcripts coding for these “poly(A)-specific ribonuclease
activity” factors were significantly downregulated in Thpl2—/~
mutant P14 oocytes when tested by RT-qPCR (Fig. 3e and
Supplementary Fig. 2i). Thus, in P14 oocytes TBPL2 is regulating
the transcription of many genes coding for factors, which are in
turn crucial in regulating the stability and translation of the
mRNA stock deposited during early oogenesis, as well as
transcription of meiosis II- and cell cycle-related genes to prepare
the growing oocytes for the upcoming meiotic cell division.

A remarkable feature of oocytes is the very high expression of
retrotransposons driven by Pol II transcription (see “Introduc-
tion”). As expected, in WT P7 and P14 oocytes, the expression of

ERVs was found to be the most abundant?’#2 (Supplementary
Fig. 3a—c). Importantly, the transcription of the vast majority of
MaLR elements was the most affected in Tbpl2~/~ mutant
oocytes at P7 and P14 (Fig. 4). Among them, three highly
expressed members, MT-int, MTA_Mm and MTA_Mm-int, were
dramatically downregulated in P7 and P14 Tbpl2~/~ mutant
oocytes (Supplementary Fig. 3d, e). As in P14 oocytes, TBPL2
depletion is reducing transcription more than fourfold from
MaLR ERVs, which often serve as promoters for neighbouring
genes?’#2, TBPL2 could seriously deregulate oocyte-specific
transcription and consequent genome activation.

This demonstrates that TBPL2 is orchestrating the de novo
restructuration of the maternal transcriptome and that TBPL2 is
crucial for indirectly silencing the translation of the earlier
deposited TBP-dependent transcripts.
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Fig. 3 Expression of genes related to the mRNA deadenylation/decapping/decay pathways in growing Tbpl2—/~ mutant oocytes. a, b Normalised
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TBPL2-driven promoters contain TATA box and are sharp.
The promoter usage changes during zebrafish maternal to
zygotic transition revealing different rules of transcriptional
initiation in oocyte and in embryo, driven by independent and
often overlapping sets of promoter “codes”?®. Importantly, this
switch has not yet been demonstrated in mammals and the role
of TBPL2 in this switch during oogenesis remained to be
investigated. To this end, we mapped the TSS usage by carrying
out super-low input carrier-CAGE (SLIC-CAGE)*? from WT
and Tbpl2=/~ P14 oocytes. To characterise only the TBPL2-
driven promoters, we removed the CAGE tags present in the
Tbpl2—'— dataset from the WT P14 dataset, to eliminate tran-
scripts that have been deposited at earlier stages (hereafter

called “TBPL2-dependent”). Conversely, the Thpl2—/~ dataset
corresponds to the TBP/TFIID-dependent, or TBPL2-
independent TSSs (hereafter called “TBPL2-independent”).
Next, we analysed the genome-wide enrichment of T- and/or
A-rich (WW) dinucleotide motifs within the —250/4-250 region
centred on the dominant TSSs of the TBPL2-dependent and
TBPL2-independent oocyte TSS clusters (Fig. 5a, b). TBPL2-
dependent TSS clusters are strongly enriched in a well-defined
WW motif around their —30 bp region (Fig. 5a, red arrowhead)**.
In contrast, only about 1/3rd of the TBPL2-independent TSS
clusters contained WW-enriched motifs at a similar position
(Fig. 5b, red arrowhead), as would be expected from promoters
that lack maternal promoter code determinants*3#%, As canonical
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Fig. 4 Expression of the mammalian apparent LTR retrotransposons (MaLR) endogenous retroviral elements (ERV) are downregulated in growing
Thpl2—/— mutant oocytes. a-h Differential expression between wild-type and Thpl2=/— mutant postnatal day (P) 7 (a-d) and P14 (e-h) oocytes of the
different transposon classes; RNA transposon classes [LINEs (a, e), SINEs (b, f) and ERVs (¢, g)] and DNA transposons (DNAs (d, h)). The ERV sub-class
Il mammalian apparent LTR retrotransposon (MaLR) family is the most severely affected in Thpl2~/~ mutant oocytes at P7 and P14. Dot size and colour
are explained on the right side, adjusted P value after two-sided Wald test and Benjamini-Hochberg correction for multiple comparisons.

TATA boxes are often associated with tissue-specific gene
promoters, we investigated whether the above observed WW
motif densities correspond to TATA boxes using the TBP
position weight matrix (PWM) from the JASPAR database as a
reference. To this end, the presence of TATA boxes was analysed
in the TSS clusters of the two datasets and revealed that TBPL2-
dependent TSS clusters were enriched in high-quality TATA
boxes, including a clear increase in the proportion of canonical
TATA boxes, when compared to TBPL2-independent TSS
clusters (Fig. 5¢). Genome browser view snapshots indicate that
TSS clusters in P14 WT oocytes tend to be sharp and are
associated with TATA-like motifs (Supplementary Fig. 4a, b).
Analysis of the global distribution of the number of TSSs and of
the width of the TSS clusters in the above-defined two categories
confirmed that TBPL2-dependent TSS are sharper compared to
the TBPL2-independent TSS clusters (Supplementary Fig. 4c, d).

In order to test whether TBPL2 controls transcription initiation
from maternal promoter code determinants, we grouped the
expression profiles corresponding to each consensus TSS clusters,
to characterise promoter activity profiles among datasets by
performing self-organising maps (SOMs)*> (Supplementary
Fig. 4e). We then focussed on the two most distinct SOM
groups: the downregulated promoters (blue group, containing
9442 consensus TSS clusters) (Fig. 5d) and the upregulated
promoters (red group, with 6900 consensus TSS clusters) (Fig. 5e).
Motif analyses of these two categories of promoters in their —35/
+5 regions relative to the different dominant TSSs indicated that
only the core promoters associated with TBPL2-dependent
dominant TSSs belonging to the downregulated gene promoters
contain a well-defined 7 bp long TATA box-like motif (W-box) in
their —31 to —24 regions (Fig. 5f, g and Supplementary Fig. 4f-i).
Importantly, W-box-associated TSSs architecture usage distribu-
tion for these TBPL2-dependent dominant TSSs was sharp
(Supplementary Fig. 4j, 1), as expected for motif-dependent
transcriptional initiation?3#4. In contrast, TBPL2-independent
TSSs belonging to the upregulated promoters exert a much

broader TSS pattern (Supplementary Fig. 4k, m). Interestingly,
GO analyses of the genes associated with the downregulated
promoters revealed a strong association with deadenylation/
decapping/decay activity (Supplementary Fig. 4n-p, Supplemen-
tary Data 7), further confirming our initial RNA-seq analysis
observations (Fig. 3).

Importantly, TSS architecture analyses of the TBPL2-
dependent MaLR ERV TSSs indicated that the majority of
MaLR core promoters contain high-quality TATA box motif
(median of the TATA box PWM match is 85%, Fig. 5h-j).
These observations together demonstrate that the TBPL2/
TFIIA complex drives transcription initiation primarily from
core promoters that contain a TATA box-like motif in their
core promoter and directs sharp transcription initiation from
the corresponding promoter regions to overhaul the growing
oocyte transcriptome.

In addition, we observed that TSS usage can shift within the
promoter of individual genes depending on the genetic back-
ground (Supplementary Fig. 4b). To get more insights into these
promoter architecture differences, we identified genome-wide
6429 shifting promoters by comparing either TBPL2-dependent
to TBPL2-independent TSS data. These results are consistent with
TSS shifts between TBP/TFIID-dependent somatic-like and
maternal promoter codes occurring either in 5 or 3’ directions
(Fig. 6a and Supplementary Fig. 4q)*. WW motif analysis
indicated that on each shifting promoter, TBPL2-dependent
dominant TSSs are associated with WW motifs, while TBPL2-
independent dominant TSSs are not (Fig. 6b). In addition, the
TATA box PWM match analyses indicated that these WW motifs
are enriched in TATA box-like elements compared to the
corresponding TBPL2-independent shifting TSSs (Fig. 6¢). Thus,
our experiments provide a direct demonstration that TBP/TFIID
and TBPL2/TFIIA machineries recognise two distinct sequences
co-existing in promoters of the same genes with TBPL2 directing
a stronger WW/TATA box-dependent sharp TSS selection in
them.
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Fig. 5 Core promoter regions of TBPL2-specific transcription units in postnatal day 14 oocytes are enriched in TATA-like elements and are sharp. a, b
Genome-wide A/T-rich dinucleotide (WW) motif analyses of —250/+250 sequences centred on the dominant transcription start sites (TSS, position +1,
dashed red line) of TBPL2-dependent (a n = 32,448) and TBPL2-independent (b n = 23,886) TSS clusters. Sequences have been ordered by increasing size
of the interquantile width of each. The red arrowheads indicate the WW enrichment at position —30 in the TBPL2-dependent TSS clusters (a) and the
equivalent position in the TBPL2-independent TSS clusters (b). The number of TSS clusters is indicated in brackets. ¢ Distribution of the best TATA box
position weight matrix (PWM) matches within a —35 to —20 region upstream of the dominant TSSs (+1) of TBPL2-dependent (blue) compared to the
TBPL2-independent (orange) TSS clusters. The dashed lines indicate the median of the TATA box PWM matches for the TBPL2-dependent (blue) and the
TBPL2-independent (orange) TSS clusters (P value after a two-tailed Wilcoxon rank-sum test). d, e Two selected self-organising map (SOM) groups of the
consensus TSS clusters: the downregulated promoters (blue, d) and the upregulated promoters (red, e) groups. f, g Sequence logos of the —35/

+5 sequence of the TBPL2-dependent dominant TSSs from the downregulated promoters (f) and of the TBPL2-independent dominant TSSs from the
upregulated promoters (g). h, i Sequence logo of the —35/+45 sequence of the MalLR ERVs TBPL2-dependent (h) and TBPL2-independent (i) dominant
TSSs. j Distribution of the best TATA box PWM matches within a —35 to —20 region upstream of the TBPL2-dependent (blue) and TBPL2-independent
(orange) mammalian apparent LTR retrotransposons (MalLR) endogenous retroviral elements (ERV) dominant TSS. The dashed lines indicate the median
of the TATA box PWM matches for the TBPL2-dependent (blue) and the TBPL2-independent (orange) TSS clusters (P value after a two-tailed Wilcoxon
rank-sum test).

Discussion TBPL2 expression in mice is limited to the oocytes and in its
In this study, we show that a unique basal transcription absence, oocytes fail to grow and Thpl2—/~ mouse females are
machinery composed of TBPL2 associated with TFIIA is con- sterile!®28. In a mirroring situation, TBPL1 (TRF2) expression is
trolling transcription initiation during oocyte growth, orches- enriched during spermatogenesis, and male germ cells lacking
trating a transcriptome change prior to fertilisation using an TBPL1 are blocked between the transition from late-round
oocyte-specific TTS usage. spermatids to early elongating spermatids!!>. An interesting
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box PWM matches for the TBPL2-dependent (blue) and the TBPL2-independent (orange) shifting TSS clusters (P value after a two-tailed Wilcoxon rank-

sum test).

parallel between TBPL2 and TBPL1 is that both TBP-type factors
form endogenous stable complexes with TFIIA. The beginning of
TBPL2 accumulation in the oocyte nuclei or TBPL1 accumulation
in male germ cell nuclei coincides with the phase of meiosis
112846 Tt is thus conceivable that TBPL2-TFIIA in oocytes or
TBPL1-TFIIA during spermatogenesis are involved in the control
of gene expression in a meiotic context to set up the corre-
sponding transcriptome. Interestingly, both transcription com-
plexes seem to function in a compacted chromatin environment
in which TBP/TFIID probably cannot. However, while TBPL2
and TBP show contrasting expression patterns in the oocytes3,
TBPL1 and TBP are co-expressed in spermatids*®*” and it has
been suggested that TBPL1 is a testis-specific subunit of TFIIA
that is recruited to PIC containing TFIID and might not primarily
act independently of TFIID/TBP to control gene expression in
round spermatids*3. While TBPL1 forms a complex also with the
TFIIA-af paralogue, ALF, in testis*s->, TBPL2 does not stably
associate with ALF, in spite of the fact that it is expressed in
oocytes”’.

TBP-like factors are bipartite proteins with variable N-terminal
domains and relatively well-conserved shared C-terminal
domains (core domains) forming a saddle-like structure with a
concave surface that is known to bind to DNA!7. Interestingly,
TBPLI has a very short N-terminal domain>!8, suggesting that it
lost some abilities to interact with partners. Our data suggest that
despite their very high similarity (92% identity between the core
domains of TBP and TBPL2; reviewed in ref. 1), TBP and TBPL2
display different properties as they seem to recognise different
DNA sequences to regulate gene promoters with different pro-
moter architectures. Our IP-MS analyses from ovary WCE indi-
cate that contrary to TBP, TBPL2 does not interact with TAFs in
growing oocytes. Our analyses in the NIH3T3-1I10 cells that
overexpress TBPL2 showed that TBPL2 can interact with TAFs in
this artificial situation, albeit with less affinity compared to TFIIA,
or TBP-TAFs interactions. Our transcriptomic data indicate that
all Taf mRNAs, except Taf7l, are detected in growing oocytes
(Supplementary Data 5). However, whether they are also
expressed in oocytes at the protein level is not yet known, except
for TAF4B that has been detected in female neonate oocytes>2.

Nevertheless, our data suggest that TAF7 is expressed, but loca-
lised to the cytoplasm. It is conceivable that, similarly to Tbp
mRNA that is transcribed, but not translated in oocytes3, Taf
mRNA translations (other than Taf7) are also inhibited and thus,
the canonical TFIID, or its building blocks, cannot be assembled,
and as a result, the canonical TFIID is not present in the nuclei of
growing oocytes. Another reason why TBPL2 does not interact
with TAFs or ALF, but rather interacts with TFIIA could be its N-
terminal domain that is very different from that of TBP (only 23%
identity®1).

TBPL2 proteins from different vertebrates show a high degree
of similarity in their C-terminal core domains amongst them-
selves, but display very little conservation in their N-terminal
domains!?. It is interesting to note that TBPL2 deficiency leads to
embryonic phenotypes in Xenopus!? and zebrafish!2, because,
contrary to the mouse, TBPL2 is still present in the embryo after
fertilisation and thus may act in parallel with TBP in the tran-
scription of specific embryonic genes!%>%. The molecular
mechanism by which TBPL2 controls the transcription of these
specific sets of genes in frogs and in fish has not been studied. On
the contrary, TBPL2 in mammals is only expressed in growing
oocytes and the only phenotype that can be observed in mammals
is female sterility! %27,

LTR retrotransposons, also known as ERVs, constitute ~10% of
the mouse genome (reviewed in ref. >°). While their expression is
generally suppressed by DNA methylation and/or repressive
histone modifications, a subset of ERV subfamilies retains tran-
scriptional activity in specific cell types®®. ERVs are especially
active in germ cells and early embryos (reviewed in ref. 20).
Indeed, many genome-wide transcripts are initiated in LTRs, such
as for example of MaLRs in mouse oocytes, which constitute ~5%
of the genome®’. Members of the MT subfamily of MaLRs are
particularly active in oocytes and hundreds of MT LTRs have
been co-opted as oocyte-specific gene promoters*’”8, As LTR-
initiated transcription units shape also the oocyte methylome, it
will be important to analyse also how TBPL2 influences DNA
methylation in oocytes.

Oocytes display remarkable post-transcriptional regulatory
mechanisms that control mRNA stability and translation. During
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Fig. 7 Transcriptome overhaul controlled by TBPL2/TFIIA during oocyte growth. At the beginning of oocyte growth, the transcriptome in primordial and
early primary follicles (blue cell) depends on TFIID/TBP (blue complex) transcription from broad promoters (blue line). As TBP protein disappears, Pol Il
transcription initiation is mediated (red line) only by the oocyte-specific TFIIA/TBPL2 complex (red complex) from sharp promoters. At the growing oocyte
stage (red cell) TFIIA/TBPL2 complex is responsible for initiating high levels of Pol Il transcription, such as mammalian apparent LTR retrotransposons
(MaLR) endogenous retroviral elements (ERV) expression and also the expression of genes of which the gene products survey/limit the stability and/or
translatability of transcripts previously deposited by TFIID/TBP-dependent Pol Il transcription.

oogenesis, the oocyte genome is transcriptionally active, and the
newly synthesised maternal mRNAs are either translated or
stored in a dormant form (reviewed in ref. 37). The newly syn-
thesised transcripts receive a long poly(A) tail and subsequently
undergo poly(A) shortening in the oocyte cytoplasm, preventing
translation. Until resumption of meiosis, mRNAs with a short
poly(A) tail are stored in the cytoplasm in a dormant form (for a
review, see ref. °%). Thus, poly(A) tail deadenylation, amongst
other activities, coordinates post-transcriptional regulation of the
oocyte mRNA pool. Interestingly, TBPL2 is regulating the
activity of several deadenylation/decapping/decay complexes and
in the absence of TBPL2, we observed apparent stabilisation of a
significant number of transcripts, suggesting that in wild-type
oocytes TBPL2 is indirectly inhibiting the translation of mRNAs,
and/or inducing the degradation of the mRNAs, previously
transcribed by TFIID/TBP-driven Pol II and deposited in the
primordial follicular oocytes (Fig. 7). To put in place the growing
oocyte-specific maternal transcriptome TBPL2 is controlling the
production of new mRNAs using a maternal-specific TSS
grammar, as most of these transcripts will remain in the oocyte
after transcriptional quiescence. Remarkably, as TBPL2 does not
interact with Pol I and Pol III transcription machineries in the
growing oocytes, this strongly suggest that rRNA and tRNA are
deposited very early during oogenesis in amounts sufficient for
the initiation of development.

Therefore, it seems that TBPL2 contributes to establish a novel
TBPL2-dependent growing oocyte transcriptome and consequent
proteome required for further development and oocyte compe-
tence for fertilisation (Fig. 7). The indirect regulation of pre-
viously deposited mRNAs by a global transcription regulator
resembles the well-characterised maternal to zygotic transition
(MZT), during which clearance of inherited transcriptome is
mediated by de novo gene products generated by newly activated
transcription machinery (reviewed in ref. °°). At hundreds of gene
promoters, two distinct TSS-defining “grammars” coexist in close
proximity genome-wide and are differentially utilised either
by TBPL2/TFIIA in primary/secondary follicular oocytes, or by
TBP/TFIID in primordial follicular oocytes or in the fertilised

embryo. This again shows a striking parallel to MZT?3, where
multiple layers of information are embedded in the same pro-
moter sequence, each representing a different type of regulatory
grammar interpreted by dedicated transcription machinery
depending on the cellular environment.

Methods

Cell lines and cell culture. The NIH3T3-1I10 line overexpressing TBPL2 and the
control NIH3T3-K2 have already been described®® and were maintained in high
glucose DMEM supplemented with 10% of new-born calf serum at 37 °C in 5% CO,.

Whole-cell extracts. NIH3T3-1110 and NIH3T3-K2 cells cultured in 15-cm dish
were washed twice with 1x PBS, subsequently harvested by scrapping on ice.
Harvested cells were centrifuged 1000 x g at 4 °C for 5 min and then resuspended
in one packed cell volume of whole-cell extraction buffer (20 mM Tris-HCI pH 7.5,
2mM DTT, 20% glycerol, 400 mM KCl, 1x protease inhibitor cocktail (PIC,
Roche)). Cell lysates were frozen in liquid nitrogen and thawed on ice three times,
followed by centrifugation at 20,817 x g, at 4°C for 15 min. The supernatant was
collected, and protein concentration was measured by Bradford protein assay (Bio-
Rad). The cell extracts were used directly for immunoprecipitation and western
blot, or stored at —80 °C.

Ovaries collected from postnatal day 14 (P14) CD1 and C57BL/6N female mice
were homogenised in whole-cell extraction buffer [20 mM Tris-HCI pH 7.5, 2 mM
DTT, 20% glycerol, 400 mM KClI, 5x PIC (Roche)]. Cell lysates were frozen in
liquid nitrogen and thawed on ice for three times, followed by centrifugation at
20,817 x g, at 4°C for 15 min. The supernatant extracts were used directly for
immunoprecipitation.

Antibodies and antibody purification. The antibodies are listed in Supplementary
Table 1. The IGBMC antibody facility raised the anti-TBPL2 polyclonal

3024 serum against the CPDEHGSELNLNSNSSPDPQ peptide (amino acids
111-129) coupled to ovalbumin and injected into one 2-month-old female New-
Zeland rabbit. The resulting serum was affinity purified by using the Sulfolink
Coupling Gel (Pierce) following the manufacturer’s recommendations.

Immunoprecipitation. Ovary extract were incubated with anti-GST (10 ug per IP),
anti-TBP (10 pg per IP), anti-TBPL2 (3024, 12 pg (36 ug for gel filtration) per IP),
anti-TAF7 (10 ug per IP), or anti-TAF10 (10 pg per IP)-coated Dynabeads (Invi-
trogen) at 4 °C overnight. After incubation, beads were washed 3 x 5 min at 4 °C
with 500 mM KCI buffer [25 mM Tris-HCI (pH 7.9), 5 mM MgCl,, 10% glycerol,
0.1% NP40, 2 mM DTT, 500 mM KCI and 1x PIC (Roche)], then washed 3 x 5 min
at 4 °C with 100 mM KCI buffer (25 mM Tris-HCI pH 7.9, 5mM MgCl2, 10%
glycerol, 0.1% NP40, 2mM DTT, 100 mM KCI and 1x). Immunoprecipitated
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proteins were eluted with 0.1 M glycine pH 2.8 and neutralised with 1.5 M Tris-
HCI pH 8.8.

Immunoprecipitation performed from whole-cell extracts of NIH3T3-I110 and
NIH3T3-K2 cells were following the same procedures with protein G Sepharose beads
(GE Healthcare): 18 pg of rabbit anti-TBPL2 (3024) and 15 pg anti-TBP per IP.

Western blot analyses. Protein samples (15-25 pg of cell extracts or 15 uL of IP
elution) were mixed with 1/4th volume of loading buffer (100 mM Tris-HCI pH
6.8, 30% glycerol, 4% SDS, 0.2% bromophenol blue and freshly added 100 mM
DTT) and boiled for 10 min. Samples were then resolved on a 10% SDS-PAGE and
transferred to a nitrocellulose membrane (Protran, Amersham). Membranes were
blocked in 3% non-fat milk in 1x PBS at room temperature (RT) for 30 min, and
subsequently incubated with the primary antibody overnight at 4 °C (dilution 1/
1000). Membranes were washed three times (10 min each) with 1x PBS—0.05%
Tween-20. Membranes were then incubated with HRP-coupled goat anti-mouse Ig
(Jackson ImmunoResearch, #115-036-071, dilution 1/10,000) or HRP-coupled goat
anti-rabbit Ig (Jackson ImmunoResearch, #115-035-144, dilution 1/10,000) for 1 h
at RT, followed by ECL detection (Thermo Fisher). The signal was acquired with
the ChemiDoc imaging system (Bio-Rad).

Mass spectrometry analyzes and NSAF calculations. Samples were TCA pre-
cipitated, reduced, alkylated, and digested with LysC and Trypsin at 37 °C over-
night. After C18 desalting, samples were analysed using an Ultimate 3000 nano-
RSLC (Thermo Scientific, San Jose, CA) coupled in line with a linear trap Quad-
rupole (LTQ)-Orbitrap ELITE mass spectrometer via a nano-electrospray ionisa-
tion source (Thermo Scientific). Peptide mixtures were loaded on a C18 Acclaim
PepMap100 trap column (75-pm inner diameter x 2 cm, 3 um, 100 A; Thermo
Fisher Scientific) for 3.5 min at 5 uL/min with 2% acetonitrile (ACN), 0.1% formic
acid in H,O and then separated on a C18 Accucore nano-column (75-pm inner
diameter x 50 cm, 2.6 pm, 150 A; Thermo Fisher Scientific) with a 240-min linear
gradient from 5% to 50% buffer B (A: 0.1% FA in H,O/B: 80% ACN, 0.08% FA in
H,0) followed with 10 min at 99% B. The total duration was set to 280 min at a
flow rate of 200 nL/min.

Proteins were identified by database searching using SequestHT with Proteome
Discoverer 1.4 software (Thermo Fisher Scientific) a combined Mus musculus
database generated using Uniprot [https://www.uniprot.org/uniprot/?
query=proteome:UP000000589&sort=score] (Swissprot, release 2015_11, 16730
entries) where five interesting proteins sequences (TTEMBL entries: TAF4,
ATXN7L2, TADA2B, BTAF1 and SUPT3) were added. Precursor and fragment
mass tolerances were set at 7 ppm and 0.5 Da, respectively, and up to two missed
cleavages were allowed. Oxidation (M) was set as variable modification and
Carbamidomethylation® as fixed modification. Peptides were filtered with a false
discovery rate (FDR) at 5%, rank 1 and proteins were identified with one unique
peptide. Normalised spectral abundance factor (NSAF)3! were calculated using
custom R scripts (R software version 3.5.3). Only proteins detected in at least two
out of three of the technical or biological replicates were considered for further
analyses.

Gel filtration. A Superose 6 (10/300) column was equilibrated with buffer con-
sisting of 25 mM Tris-HCI pH 7.9, 5 mM MgCl,, 150 mM KCl, 5% Glycerol, 1 mM
DTT and 1x PIC (Roche). Five hundred pL of whole-cell extracts containing ~5
mg of protein were injected in an AKTA avant chromatography system (Cytiva)
and run at 0.4 mL/min. Protein detection was performed by absorbance at 280 nm
and 260 nm. Five hundred L fractions were collected and analysed by western blot
and IP-MS.

Animal experimentation. Animal experimentations were carried out according to
animal welfare regulations and guidelines of the French Ministry of Agriculture,
and procedures were approved by the French Ministry for Higher Education and
Research ethical committee C2EA-17 (project n°2018031209153651). The Tg(Zp3-
Cre), Taf7°x and Thpl2- mouse lines have already been described!6-33:60,

Histology analyses of ovaries. Ovaries were collected from 6-week-old Tg(Zp3-
Cre/+);Taf71+ and Tg(Zp3-Cre/+);Taf7/1°/4 oocyte-specific mutant females,
fixed in 4% paraformaldehyde (Electron Microscopy Sciences) overnight at 4 °C,
washed three times in PBS at room temperature and embedded in paraffin. Five
micrometre-thick sections were stained with haematoxylin and eosin, and images
were acquired using a slide scanner Nanozoomer 2.0HT (Hamamatsu Photonics).

Immunolocalization of TAF7 in the oocytes. Ovaries were dissected in PBS, fixed
overnight in 4% PFA/PBS at 4 °C, rinsed three times in PBS, equilibrated in 30%
sucrose/PBS, and embedded in Cryomatrix (Thermo Scientific) in liquid nitrogen
vapour. Fifteen micrometre-thick sections were obtained on a Leica cryostat and
stored at —80 °C. Sections were rehydrated in TBS (50 mM Tris, 150 mM NaCl, pH
7.5), and permeabilized with 0.5% Triton-X-100 (Sigma) and rinsed twice again in
TBS before blocking in 3% BSA, 1% goat serum, 0.1% Tween-20 (Sigma).

Immunolabeling was then performed using M.O.M® Immunodetection Kit, Basic
(Vector Laboratories, BMK-2202). Purified anti-TAF7 rabbit polyclonal antibody

(dilution 1/300) was revealed using an Alexa Fluor 488 goat anti-rabbit IgG
(Invitrogen #A-11108, dilution 1/1000). Sections were counterstained with DAPI
(4',6-diamidino-2-phenylindole dihydrochloride; Molecular Probes). Pictures were
taken using a TCS SP5 Inverted confocal (Leica) with a x40 Plan APO objective
(CX PL APO 40x/1.25-0.75 OIL CS) and analysed using Fiji 2.0.

Superovulation. Five units of pregnant mare serum (PMS) was injected intra-
peritoneally in 4-week-old female mice between 2 and 4 pm. After 44-46 h, GV
oocytes were collected from the ovaries by puncturing with needles.

Oocytes collection. After dissection, ovaries were freed from adhering tissues in
1x PBS. Series of six ovaries were digested in 500 puL of 2 mg/mL Collagenase
(SIGMA), 0.025% trypsin (SIGMA) and 0.5 mg/mL type IV-S hyaluronidase
(SIGMA), on a ThermoMixer (Eppendorf) with gentle agitation for 20 min. The
digestion was then stopped by the addition of 1 mL of 37 °C pre-warmed aMEM
—5% FBS. The oocytes were then size-selected under a binocular.

RNA preparation. Pool of 100-200 oocytes collected were washed through several
M2 drops, and total RNA was isolated using NucleoSpin RNAXS kit (Macherey-
Nagel) according to the user manual. RNA quality and quantity were evaluated
using a Bioanalyzer. Between 5 and 10 ng of RNA was obtained from each pool of
oocytes.

RNA-seq analyses. PolyA-+ RNA-seq libraries were prepared using the SMART-
Seq v4 UltraLow Input RNA kit (Clonetch) followed by the Nextera XT DNA
library Prep kit (Illumina) according to the manufacturer recommendations from
three biological replicates for each condition (P7 wild-type (WT), P7 Tbpl2—/~
mutant, P14 WT and P14 Thpl2—/~ mutant oocytes) and sequenced 50 pb single
end using an Illumina HiSeq 4000 (GenomkEast platform, IGBMC).

Reads were preprocessed in order to remove the adapter, poly(A) and low-
quality sequences (Phred quality score below 20). After this preprocessing, reads
shorter than 40 bases were discarded for further analysis. These preprocessing steps
were performed using cutadapt version 1.10°!, Reads were mapped to spike
sequences using bowtie version 2.2.8%2, and reads mapping to spike sequences were
removed for further analysis. Reads were then mapped onto the mm10 assembly of
Mus musculus genome using STAR version 2.7.0f%. Gene expression quantification
was performed from uniquely aligned reads using htseq-count version 0.9.1%4, with
annotations from Ensembl version 96 and “union” mode. Read counts were
normalised across samples with the median-of-ratios method to make these counts
comparable between samples, and differential gene analysis was performed using
the DESeq2 version 1.22.29°. All the figures were generated using R software
version 3.5.3.

RT-gPCR. Complementary DNA was prepared using random hexamer oligonu-
cleotides and SuperScript IV Reverse Transcriptase (Invitrogen) and amplified
using LightCycler® 480 SYBR Green I Master (Roche) on a LightCycler” 480 I
(Roche). Primers used for qPCR analysis are listed in Supplementary Table 2.

Repeat element analyses. Data were processed as already described®® using
Bowtiel (version 1.2.2)%7 instead of Maq. The repeatMasker annotation was used to
identify the different types of repeat elements (Smit, AFA, Hubley, R & Green, P.
RepeatMasker Open-4.0. 2013-2015 http://www.repeatmasker.org). Differential
expression analyses were performed using DESeq2 (version 1.22.2)°. All the fig-
ures were generated using R custom scripts (version 3.5.3).

SLIC-CAGE analyses. Twenty-eight and 13 ng of total RNA isolated from P14
oocytes (biological replicate 1 and replicate 2, ~500-1000 oocytes pooled for each
replicate) and 15 ng of the total RNA isolated from P14 Tbpl2~/~ mutant oocytes
(approximately 550 pooled oocytes) were used for SLIC-CAGE TSS mapping®’.
Briefly, 5 ug of the carrier RNA mix were added to each sample prior to reverse
transcription, followed by the cap-trapping steps designed to isolate capped RNA
polymerase II transcripts. The carrier was degraded from the final library prior to
sequencing using homing endonucleases. The target library derived from the
oocyte RNA polymerase II transcripts was PCR-amplified (15 cycles for P14 WT,
16 cycles for P14 Thpl2~/~ mutant) and purified using AMPure beads (Beckman
Coulter) to remove short PCR artifacts (<200 bp, size selection using 0.8x AMPure
beads to sample ratio). The libraries were sequenced using HiSeq2500 Illumina
platform in single-end, 50 bp mode (Genomics Facility, MRC, LMS).

Sequenced SLIC-CAGE reads were mapped to the reference M. musculus
genome (mm10 assembly) using Bowtie2% with parameters that allow zero
mismatches per seed sequence (22 nucleotides). Uniquely mapped reads were kept
for downstream analyses using CAGEr Bioconductor package (version 1.20.0)%%
and custom R/Bioconductor scripts. Bam files were imported into R using the
CAGETr package, where the mismatching additional G, if added through the
template-free activity of the reverse transcriptase, was removed. Same samples
sequenced on different lanes and biological replicates were merged prior to final
analyses.
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Promoter analyses. In order to consider only the CAGE TSS dependent only on
TBPL2, we removed all the P14 WT CAGE tags at the position where CAGE tags
were also present in the P14 Tbpl2~/— mutant CAGE tags dataset: for the rest of the
analysis, this dataset was called “TBPL2-dependent” and we compared it to the P14
Tbpl2~/~ mutant CAGE data (hereafter called “TBPL2-independent”). Briefly, a
CAGE set object was created from the TBPL2-dependent and TBPL2-independent
CTSS files using CAGEr Bioconductor package (version 1.20.0)%%, data were nor-
malised using normalizeTagCount (fitlnRange = ¢(5,1000), alpha = 1.53, T = 1e6)
and the powerLaw option. Cluster of CTSS were collected using clusterCTSS
(threshold = 1, thresholdIsTpm = TRUE, nrPassThreshold = 1, method = “dis-
tclu”, maxDist = 20, removeSingletons = TRUE, keepSingletonsAbove = 5). Width
of the TSS regions was calculated using cumulativeCTSSdistribution and quanti-
lePositions (clusters = “tagClusters”, qLow = 0.1, qUp = 0.9): interquantile width
corresponds to the 10th-90th percentile of the total tag cluster signal. In order to
compare the different samples, consensus promoters were computed using
aggregateTagCluster (tpmThreshold = 3, qLow = 0.1, qUp = 0.9, maxDist = 100).
Self-organising map (SOM) expression profiling was performed using getEx-
pressionProfiles using a tpmThrshold of 3, the method “som”, xDim = 3 and
yDim = 2. Shifting TSS were obtained after calculation of the cumulative dis-
tribution along the consensus clusters using cumulativeCTSSdistribution and cal-
culation of the shift score using scoreShift with the Kolmogorov-Smirnov test.
Shifting promoters were extracted using getShiftingPromoters (tpmThreshold = 3,
scoreThreshold = -Inf, fdrThreshold = 0.01).

TSSs corresponding to the MaLR ERVS were identified after annotation using
HOMER (version 4.10)%°.

Sequence analyses were performed using Bioconductor R seqPattern (version 1.14)
and R custom scripts. WW dinucleotides enrichment was computed using
plotPatternDensityMap on —250/+250 regions centred on the dominant TSSs. TATA
box position weight matrix (PWM) matches analyses were performed using the
MotifScanScores function applied on the —35/—20 sequences centred on the
dominant TSSs, using the TBP PWM provided in the SeqPattern package (derived
from the JASPAR database). The distribution of the best match for each sequence was
then plotted. Sequence Logo was created using Bioconductor R package SeqLogo.

Reporting summary. Further information on research design is available in the Nature
Research Reporting Summary linked to this article.

Data availability

The datasets generated during the current study are available in different repositories:
proteomic data; ProteomeXchange PRIDE database with accession PXD0316347, RNA-
seq data; Gene Expression Omnibus database GSE140090 and SLIC-CAGE data;
ArrayExpress E-MTAB-8866. Source data are provided with this paper.

Code availability

RNA-seq data were analysed using Bioconductor package DESeq2, SLIC-CAGE data
were analysed using Bioconductor package CAGEr. All custom codes are available upon
request.
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Abstract

Coactivator complexes regulate chromatin accessibility and transcription. SAGA
(Spt-Ada-Gcen5 Acetyltransferase) is an evolutionary conserved coactivator complex.
The core module scaffolds the entire SAGA complex and adopts a histone octamer-
like structure, which consists of six histone fold domain (HFD)-containing proteins
forming three histone fold (HF) pairs, to which the double HFD-containing SUPT3H
adds an HF pair. Spt3, the yeast ortholog of SUPT3H, interacts genetically and
biochemically with the TATA binding protein (TBP) and contributes to global RNA
polymerase Il (Pol Il) transcription. Here we demonstrate that i) SAGA purified from
human U20S or mouse embryonic stem cells (MESC) can assemble without SUPT3H,;
i) SUPT3H is not essential for mESC survival, iii) SUPT3H is required for mESC
growth and self-renewal, and iv) the loss of SUPT3H from mammalian cells affects the
transcription of only a specific subset of genes. Accordingly, in the absence of SUPT3H
no major change in TBP accumulation at gene promoters was observed. Thus,
SUPTS3H is not required for the assembly of SAGA, TBP recruitment, or overall Pol Il
transcription, but plays a role in mESC growth and self-renewal. Our data further
suggest that yeast and mammalian SAGA complexes contribute to transcription

regulation by distinct mechanisms.



Introduction

Formation of the transcription preinitiation complex (PIC), containing RNA
polymerase Il (Pol Il) and six general transcription factors (GTFs), is a major regulatory
step in eukaryotic gene expression (1,2). PIC formation is mediated by TFIID and the
accessibility of the transcription machinery to template DNA is controlled by co-
activator complexes. The SAGA complex (Spt-Ada-Gcn5 acetyltransferase) is an
evolutionary conserved, multifunctional co-activator composed of about 18-20 subunits
(3,4). Early genetic studies, predominantly performed in yeast, have established that
SAGA is organized into distinct functional and structural entities, now called modules.
These modules comprise a structural core, histone acetyltransferase (HAT), histone
deubiquitinase (DUB), TBP-binding, and transcription factor (TF)-binding activities (5).

Saccharomyces cerevisiae (y) SPT3 was isolated as an allele-specific
suppressor of mutation in TBP coding for the TATA binding protein (TBP), suggesting
that Spt3 may play a role in recruiting yeast SAGA (ySAGA) to promoters (6-8). The
TBP-binding module of yYSAGA comprises Spt3 and Spt8, which both interact with TBP
directly (9,10). Recent high resolution cryo-electron microscopy (cryo-EM) structures
of ySAGA complexes indicated that the core structural module contains a histone
octamer like structure consisting of seven histone fold domain (HFD)-containing
proteins, including Adai1/Taf12, Taf6/Taf9 and Taf10/Spt7, which form three HF pairs,
and Spt3, which harbours two HF domains forming an intramolecular HF pair (10-12).
Interestingly, Spt3 is homologous to the corresponding Taf11/Taf13 HF heterodimer in
TFIID, and Spt3 of ySAGA binds the same side of TBP as does the Taf11/Taf13 HF
pair (12-16). Purified recombinant TBP binds to the histone octamer-like structure of
ySAGA through Spt3 and Spt8 (10,14), further arguing that yeast SAGA contributes to

TBP delivery to core promoters. Indeed, structural and biochemical evidence suggest



a model by which Spt3 prevents spurious TBP binding to DNA through steric
hindrance, which is relieved by the synergistic binding of TFIIA and a cognate TATA
element to TBP (10). In agreement, transcription of stress-inducible genes containing
a TATA box in their promoters is more sensitive to SAGA subunit mutations, than to
TFIID subunit mutations (17). However, recent analyses in yeast based on
quantification of newly synthetized mRNA, demonstrated that both TFIID and SAGA
are required for the transcription of almost all Pol |l genes, although each subunit may
act through different mechanisms and thus to different extent (18-20).

The modular organization of mammalian SAGA complexes is very similar to that
of their yeast counterparts (4). For example, their histone octamer-like structure is built
up by three homologous histone fold pairs, TADA1/TAF12, TAF6L/TAF9/9b, and
TAF10/SUPT7L, and SUPT3H, the mammalian homologue of ySpt3 (21,22). However,
metazoan SAGA complexes are lacking a Spt8 homologue (4), suggesting that TBP
interactions with mammalian SAGA complexes may be different from that of yeast
SAGA. In addition, fly and mammalian SAGA complexes contain also a splicing
module (4,22,23).

Here we investigated the role of SUPT3H in SAGA complex assembly, Pol Il
transcription regulation and TBP recruitment to target gene promoters in human U20S
and mouse embryonic stem cells (ESCs). Our results indicate that, in both cell types,
SAGA subunit composition is not affected by the absence of SUPT3H, similar to yeast
(9,24,25). In contrast, we observed a striking divergence between ySpt3 and
mammalian SUPT3H orthologues in their regulatory roles. While we previously showed
that yeast Spt3 contributes to global Pol Il transcription (18), we show here that
SUPTS3H is required only for the expression of a limited number of genes in both cell

types. TBP recruitment experiments further show that absence of SUPT3H does not



affect TBP binding to selected gene promoters. Despite these limited regulatory roles,
we found that Supt3 gene inactivation in mESCs affects growth and self-renewal.
Together these data suggest that the role of SUPT3H in gene transcription diverged
substantially between yeast and mammals, suggesting that mammalian SAGA
complexes contribute to transcription regulation by distinct mechanism, or that SAGA-

dependent TBP delivery to promoters requires other subunits.



Materials and Methods

Reagents

Reagents are described in Supplementary Table S1.

Biological Resources

Biological resources are described in Supplementary Table S2, and see below:

a) Generation of stable Flag-SUPT3H overexpressing U20S cell lines

The coding region (CDS) of the human SUPT3H gene was PCR amplified from
the pREV-SUPT3H vector (26) using HA 13662980/1 primers described in
Supplementary Table S3, and Phusion™ High Fidelity polymerase (Thermo Fisher
Scientific, Cat# F-530), following manufacturer’s instruction. This first PCR product was
purified on gel using NucleoSpin Gel and PCR Clean-up, Mini kit for gel extraction and
PCR clean up (Machery-Nagel, Cat# 740609.50). A second round of PCR was
performed to amplify this first obtained PCR product and eliminate pREV-SUPT3H
matrix, using the same primers. Final product was purified on gel. This cDNA was
cloned into pSG5-puro A frame expression vector (27). First the SUPT3H PCR product
was digested with Xho | and Sma | type Il restriction enzymes from New England
Biolabs, and purified using Nucleospin® PCR clean-up kit (Machery Nagel Cat#
740609.50). Then ligated into the Xhol and Smal fragment of the pSG5-puro expression
vector from an SV40 promoter, digested and purified same way as described above,
using T4 DNA ligase (Biolabs, Cat# M0202). This product was transformed in
competent DH5a and ampicillin resistant colonies were selected after. Final plasmid
constructs were verified by sequencing using.

To obtain a U20S cell line stably expressing the SUPT3H protein, U20S cells
were transfected with 5 pg of circular pSG5puro-hSUPT3H plasmid, using

Lipofectamine2000 following manufacturer’s instruction (ThermoFisher Scientific, Cat#



11668019). One single cell per well was seeded in 96-well plates using the BD
Biosciences FACSAria Il (BD Biosciences) apparatus. After a 10-days puromycin
selection, positive cell clones were selected by western blot analysis using the anti-Flag
and anti-SUPT3H antibody.

b) Generation of Supt3”mutant mESC lines

Mouse E14 ESCs were transfected with a plasmid construct encoding for two
sgRNAs (sequences in Supplementary Table S4) as well as a Cas9-GFP fusion protein
at a confluency of 70-80% using Lipofectamine2000 (ThermoFisher Scientific, Cat#
11668019) following manufacturer’s instruction. Two days after transfection, cells were
selected for expression of the Cas9-GFP fusion protein by fluorescence activated
sorting (FACS). Five 96-well plates were seeded with one GFP positive cell per well
using the BD FACSAriaTM Il (BD Biosciences) apparatus. Clones were amplified,
genomic DNA extracted and knockout clones were selected by PCR, using the Phire
direct PCR kit (Thermo Scientific, Cat# F-1265) following manufacturer’s instructions.
Primer sequences for PCR are shown in Supplementary Table S3. Homozygous mutant
clones were sequenced using primers spanning the deletion site (Supplementary Table
S3).

Cell culture conditions

Human U20S osteosarcoma cells (HTB-96; ATCC) and U20S-FI-SUPT3H cells
were cultured using DMEM medium supplemented with 10% foetal calf serum (Sigma
Aldrich, Cat# F7524) and 40 ug/ml gentamycin (KALYS, Cat# G0124-25). Cells were
grown at 37°C with 5% CO:2 levels.

Mouse ES E14 cells were cultured on plates coated with 0.1% gelatin solution in
1x PBS (Dutcher, Cat# P06-20410) using DMEM medium supplemented with 15%

foetal calf serum ES-tested (ThermoFisher Scientific, Cat# 10270-106), 2 mM L-



glutamine (ThermoFisher Scientific, Cat# 25030-024), 0.1% B-mercaptoethanol
(ThermoFisher Scientific, Cat# 31350-010), 100 Ul/ml penicilin and 100 pg/ml
streptomycin (ThermoFisher Scientific, Cat# 15140-122), 0.1 mM non-essential amino
acids (ThermoFisher Scientific, Cat# 11140-035) and 1,500 U/ml leukaemia inhibitory
factor (home-made). For medium described as FCS+LIF+2i medium, 3 uM CHIR99021
(Axon Medchem, Cat# 1386) and 1 uM PD0325901 (Axon Medchem, Cat# 1408) were
added freshly to the medium. Cells were grown at 37°C with 5% CO:. levels.

Schizosaccharomyces pombe cells were grown in autoclaved YES medium (yeast
extract, adenine, histidine, uracil, leucine, lysine, 3% glucose) at 32°C.

Clonal assays of mouse ESCs

For clonal assay analyses, 1500 to 3000 cells, which had been adapted to the
respective media through at least three passages, were plated in wells of 6-well plates.
Medium was changed every other day. On the sixth day, colonies were washed twice
with 1x PBS before fixation with 4% Paraformaldehyde (Electron Microscopy Sciences,
Cat# 15710, 16% solution) for 30 minutes followed by two washes with 1x PBS. To
assess the alkaline phosphatase (AP) activity of mouse ESC colonies, Alkaline
Phosphatase Kit (Vector Laboratories, Cat# SK-5100) was used following
manufacturer’s instructions. Colonies were stained with AP for 5-10 minutes. For clonal
assay analyses in FCS+LIF medium, an additional staining with crystal violet was
performed after AP staining. Colonies were stained with 0.1% crystal violet solution for
at least 30 minutes.

Quantification of clonal assays

For clonal assay analyses in FCS+LIF+2i medium, colony areas were
measured automatically using ImagedJ software. For clonal assay analyses in FCS+LIF

medium, the colonies were counted manually using the Imaged interface. We



considered colonies as AP+ colonies if they either stained entirely red or if they
possessed a center of red cells surrounded by unstained cells. The total number of
colonies as assessed by crystal violet staining was used for normalization between
replicates.

Metabolic labelling

Metabolic labelling of newly synthesized RNA was adapted from previously
described protocols (28-30). In brief, the nucleoside analogue 4-thiouridine (4sU)
(Glentham Life Sciences, Cat# GN6085) was added to the cell culture medium at a
final concentration of 500 uM for a 20-minute pulse for mouse ES E14, human U20S
cells or Schneider S2 cells. After the labelling period, the medium containing 4sU was
removed, the cells were washed with ice cold 1x PBS and immediately lysed using
TRI® Reagent (Molecular Research Center Inc., Cat# TR 188).

S. pombe cultures were grown to an OD600 of 0.8. 4-thiouracil (Sigma Aldrich,
Cat# 440736) was freshly dissolved in DMSO and added to the cultures at a final
concentration of 1 mM. Labelling was performed for 6 minutes. After this time period,
yeast cells were pelleted, washed with ice-cold 1x PBS and aliquoted before being
flash frozen and stored at -80°C.

Total RNA extraction

Total RNA was extracted following TRI® Reagent (Molecular Research Center
Inc., Cat# TR 188) manufacturer’s instruction. To remove any potential genomic DNA
contamination from the total RNA extracts, the TURBO DNA-free™ Kit (ThermoFisher
Scientific, Cat# AM1907) was used following manufacturer’s instructions for rigorous
DNase treatment.

For total RNA extraction of yeast cells, the RiboPure™ RNA Purification Kit

(ThermoFisher Scientific, Cat# AM1926) was used following manufacturer’s instruction.



Reverse Transcription

Reverse Transcription (RT) was performed with 2 ug total RNA and using 3.2 ug
random hexamer primers (ThermoFisher Scientific, Cat# SO142) and Transcriptor
Reverse Transcriptase (Roche, Cat# 03531287001) following manufacturer’s
instruction.

qPCR

For gPCR, the cDNA samples were amplified using LightCycler® 480 SYBR®
Green 2x PCR Master Mix | (Roche, Cat# 04887352001) and 0.3 or 0.6 uM of forward
and reverse primer respectively. The primer pairs used for qPCR are listed in
Supplementary Table S3. The qPCR was conducted using a LightCycler® 480
(Roche). For the assessment of mRNA levels, the obtained threshold-values were used
to calculate the relative gene expression using the 2-22CT method and considering the
individual primer pair efficiencies (31). For TBP ChIP-qPCR, the percentage of input
was calculated.

Newly synthesized RNA purification

The purification of newly synthesized RNA was based on previously described
protocols (28-30). As spike-in, labelled S. pombe total RNA was added to labelled
mouse ESC total RNA preparations in a ratio 1:10; or labelled S. pombe total RNA was
added to labelled U20S total RNA preparations in a ratio of 1:25 respectively, to a
final amount of 200 ug of total RNA prior to newly synthesized RNA purification. The
RNA was precipitated and resuspended in 130 yL RNase-free water (Sigma Aldrich,
Cat# 95284) and sonicated using the following settings on a Covaris E220 instrument:
1 % duty factor, 100 W, 200 cycles per burst, 80 seconds. Fragment size ranged from
10 kb to 200 bp. For purification, the fragmented total RNA was incubated for 10

minutes at 60°C and immediately chilled on ice for 2 minutes to open secondary RNA
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structures. The 4sU-labelled RNA was thiol-specific biotinylated by addition of 200 pg
EZ-link HPDP-biotin (ThermoFisher Scientific, Cat# 21341), biotinylation buffer (10 mM
Hepes-KOH pH 7.5 and 1 mM EDTA) and 20% DMSO (Sigma Aldrich, Cat# D8418).
Biotinylation was carried out for 3 hours at 24°C in the dark and with gentle agitations.
After incubation, excess biotin was removed by adding an equal volume of chloroform
and centrifugation at 16,000 g for 5 minutes at 4°C. RNA was precipitated from the
aqueous phase by adding 0.1 volumes of 5 M NaCl and an equal volume of 100%
isopropanol followed by centrifugation at 16,000 g for 30 minutes at 4°C. After washing
with 75% ethanol the RNA pellet was resuspended in 100 pyL of RNase-free water and
denatured for 10 minutes at 65°C followed by immediate chilling on ice for 5 minutes.
The samples were incubated with 100 yL of streptavidin-coated uMACS magnetic
beads (Miltenyi Biotec, Cat# 130-074-101) for 90 minutes at 24°C under gentle
agitations. The uMACS columns (Miltenyi Biotec, Cat# 130-074-101) were placed on
a MACS MultiStand (Miltenyi Biotec) and equilibrated with washing buffer (100 mM
Tris-HCI pH 7.5, 10 mM EDTA, 1 M NacCl, 0.1% Tween20) before applying the samples
twice to the columns. The columns were then washed one time with 600 pL, 700 pL,
800 pL, 900 pL and 1 ml washing buffer before eluting the newly synthesized RNA with
two washes of 100 yL 0.1M DTT. The isolated newly synthesized RNA was recovered
either using RNeasy MinElute Cleanup Kit (Qiagen, Cat# 74204) following
manufacturer’s instruction or by precipitation. Libraries were prepared and sequenced
with 1x 50 base pairs on a HiSeg4000 machine (lllumina).

Library preparation of 4sU RNA-seq

For U20S cells, 4sU RNA-Seq libraries were generated from 15 ng of purified,
newly synthesized RNA using lllumina Stranded Total RNA Prep, Ligation with Ribo-

Zero Plus kit and IDT for lllumina RNA UD Indexes, Ligation (lllumina, San Diego, USA,
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Cat# 20040525 and 20040553/4, respectively), according to manufacturer's
instructions. Briefly, abundant ribosomal RNAs were depleted by hybridization to
specific DNA probes and enzymatic digestion. The depleted RNAs were purified and
fragmented using divalent cations at 94°C for 2 minutes. After random hexamers
annealing, fragmented RNAs were then reverse transcribed into first strand
complementary DNA (cDNA). Second strand cDNA synthesis further generated blunt-
ended double-stranded cDNA and incorporated dTTP in place of dUTP to achieve
strand specificity by quenching the second strand during amplification. Following A-
tailing of DNA fragments and ligation of pre-index anchors, PCR amplification was
used to add indexes and primer sequences and to enrich DNA libraries (30 sec at
98°C; [10 sec at 98°C, 30 sec at 60°C, 30 sec at 72°C] x 12 cycles; 5 min at 72°C).
Surplus PCR primers were further removed by purification using SPRIselect beads
(Beckman-Coulter, Villepinte, France, Cat# B23319) and the libraries were
sequenced with 1x 50 base pairs on a HiSeq4000 machine (lllumina).

For mESCs, 4sU RNA-seq libraries were generated from 15 to 50 ng of purified,
newly synthesized RNA using TruSeq Stranded Total RNA LT Sample Prep Kit with
Ribo-Zero Gold (lllumina, San Diego, CA, Cat# RS-122-2301) according to the lllumina
protocol with the following modifications. 4sU-labelled RNA was cleaned up using 1.8X
RNACIlean XP beads and fragmented using divalent cations at 94°C for 1 minutes
without depletion of rRNA. While, double stranded cDNA synthesis and adapter
ligation were performed according to manufacturer instructions, the number of PCR
cycles for library amplification was reduced to 10 cycles. After purification using
SPRIselect beads (Beckman-Coulter, Villepinte, France, Cat# B23319), the libraries
were sequenced with 1x 50 base pairs on a HiSeq4000 machine (lllumina).

Data analysis of 4sU RNA-seq

12



Reads were preprocessed using CUTADAPT 1.10 (32) in order to remove
adaptors and low-quality sequences and reads shorter than 40 bp were removed for
further analysis. rRNA sequences were removed for further analysis. For mESC
samples VQFR25, VQFR26, VQFR29, VQFR30, remaining reads were aligned to a
hybrid genome composed of mm10 and ASM294v2 assemblies of M. musculus and
S. pombe genomes respectively with STAR 2.5.3a (33). For samples VQFR188,
VQFR189, VQFR191, VQFR192, the hybrid genome was composed of hg38 and
ASM294v2 assemblies of H. sapiens and S. pombe genomes respectively. Gene
quantification was performed with htseg-count 0.6.1p1 (34), using “union” mode and
Ensembl 93 annotations for all organisms except for S. pombe where Ensembl
Fungi 41 annotations were used. For 4sU-seq data, “type” option was set to “gene” in
order to take also into account reads aligned onto introns. Differential gene expression
analysis was performed using DESeqg2 1.16.1 (35) Bioconductor R package on H.
sapiens or M. musculus counts normalized with size factors computed by the median-
of-ratios method proposed by Anders and Huber (36) based on the spike-in counts
(using the following options: cooksCutoff=TRUE, independentFiltering=TRUE,
alpha=0.05). P-values were adjusted for multiple testing using the Benjamini and
Hochberg method (37). For subsequent data analyses and visualization, only protein-
coding genes were considered. Further, a threshold of 100 or 50 reads was used to
define expressed genes in the U20S or mESC datasets respectively.

For TATA-less and TATA-box promoter analysis (violin plots in Fig. 2D and Fig.
5D), TATA-box containing promoters were extracted for the human (hg38) and mouse
(mm10) genomes using the Eukaryotic Promoter Database (EPD,
https://epd.epfl.ch//index.php, (38)).

Whole cell extract preparation from U20S cells

13



The required number of cells were trypsinized, transferred into 1.5 ml Eppendorf
tubes, centrifuged 600 g 4°C for 2 min, and washed twice with 1ml 1x PBS. Pellets
were resuspended in 1 packed cells volume (PCV) extraction buffer (400 mM KCI, 20
mM Tris-HCI pH 7.5, 20% glycerol, 2 mM DTT, 1x protease inhibitor cocktail). Tubes
were frozen and thawed subsequently 4 times (from liquid nitrogen to ice) and
centrifuged at 14,000 g 4°C for 10 min. The supernatant was stored at -80°C.

Human cell nuclear extract preparation

To enrich extracts for nuclear proteins, cells were harvested and washed twice
with 1x PBS. Cell pellets were resuspended in 4 times PCV of hypotonic buffer (50 mM
Tris pH 7.9, 1 mM EDTA, 1 mM DTT and 1x protein inhibitor cocktail), left to swell for
30 minutes on ice, then dounced 10 times using a B dounce homogenizer to break
cytoplasmic membrane. After a 10 minutes centrifugation at 1,000-1,800 g, 4°C,
supernatant was removed and the pellet resuspended in a high salt buffer (50 mM Tris
pH 7.9, 25 % glycerol, 500 mM NaCl, 0.5 mM EDTA, 1 mM DTT and 1x protein inhibitor
cocktail). To break the nuclear membranes, suspension was homogenized by douncing
20 times using a B dounce, then incubated at 4°C (under stirring), for 30 minutes prior
to centrifugation at 10,000 g for 20 minutes at 4°C. The supernatant was dialyzed o/n
at 4°C against an isotonic salt buffer (50 mM Tris pH 7.9, 20 % glycerol, 5 mM MgClz,
100 mM KCI, 1 mM DTT and 1x protein inhibitor cocktail). The dialyzed fraction was
kept as nuclear extract.

Mouse ESC nuclear extract preparation

To enrich extracts for nuclear proteins, cells were harvested and washed twice
with 1x PBS. Cell pellet was resuspended in hypotonic buffer (10 mM Tris-HCI pH 8.0,
1.5 mM MgCl2, 10 mM KCI and 1x protein inhibitor cocktail) and dounced 10 to 20 times

using a B dounce homogenizer to isolate the nuclei. After centrifugation at 10,000 g for
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10 minutes at 4°C, supernatant was removed and pellet resuspended in high salt buffer
(20 mM Tris-HCI pH 8.0, 25% glycerol, 1.5 mM MgClz, 0.2 mM EDTA, 450 mM NaCl,
0.1% NP40 and 1x protein inhibitor cocktail). Suspension was homogenized by
douncing as described before prior to centrifugation at 10,000 g for 10 minutes at 4°C.
The supernatant was kept at -80°C as nuclear extract.

Antibodies

The list of antibodies used in this study is shown in Supplementary Table S5. Anti-
TADA2B (3122) polyclonal antibody (pAb) was obtained by immunization of rabbits with
the C-terminal region (amino acids 221-420) of hTADA2B (Q86TJ2). For this, the
TADA2b cDNA fragment was PCR amplified and cloned in pET15b vector (Novagen)
using Nde | and Bam HI sites. The 6xHis-TADA2B protein fragment was expressed in
E. coli (BL21), centrifuged, lysed in a buffer L, containing 50 mM Tris-HCI pH 7.5, 400
mM NaCl, 10% glycerol, 1 mM DTT and 1x protein inhibitor cocktail. Recombinant
proteins were in inclusion bodies, which were solubilized in buffer L containing 8 M urea.
Proteins were purified under denaturing conditions using a Ni>*-NTA column, eluted
with 300 mM imidazole and dialyzed in 1x PBS. Rabbits were immunized with the
purified proteins for 6 weeks as described in (39). The obtained crude rabbit sera were
then purified on an Affigel column on which the purified protein fragment was
immobilized. Then the column was extensively washed with 1x PBS, pAb3122 eluted
with 0.1 M glycine pH 2.5 buffer and immediately neutralized with 2 M Tris pH 8.8.

Immunoprecipitation protocol from human cell extracts

Prior to immunoprecipitation, protein-A sepharose and ANTI-FLAG® M2 Affinity
Gel beads (Sigma Aldrich, Cat# A2220) were washed three times with 1x PBS and two
times with IP100 buffer (25 mM Tris-HCI 7.5, 5 mM MgClz, 10 % glycerol, 0,1 % NP40,

100 mM KCI, 2 mM DTT and 1x protein inhibitor cocktail), prior to use. Nuclear extracts
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were pre-cleared with 1/10 volume of packed bead volume for 1 hours at 4°C with
agitation. For antibody binding, packed bead volume corresponding to 1/10 volume of
input extract was incubated with the respective antibodies for 1 hours at room
temperature, with agitation. Protein-A antibody bound sepharose beads were washed
twice with IP500 (25 mM Tris-HCI 7.5, 5 mM MgClz, 10% glycerol, 0,1% NP40, 500
mM KCI, 2 mM DTT and 1x protein inhibitor cocktail) buffer and then with IP100 buffer.
Pre-cleared extracts were then incubated overnight with washed protein-A antibody
bound sepharose beads at 4°C. Protein complex bound beads were washed twice with
IP500 buffer and twice with IP100 buffer. Complexes were subsequently eluted twice
with one bead volume of 0.1 M glycine pH 2.8 buffer at room temperature and with
agitation. Eluates were immediately neutralized to pH7.5 by adding the required
quantity of Tris-HCI pH 8.8 buffer. Eluates were characterized by western blot or mass
spectrometry analyses.
Immunoprecipitation protocol for mESC nuclear extracts

Prior to immunoprecipitations, Protein-A or Protein-G Sepharose beads were washed
three times with filtered 1x PBS and two times with IP100 buffer (25 mM Tris-HCI 7.5,
5 mM MgCl,, 10% glycerol, 0,1% NP40, 100 mM KCI, 2 mM DTT and 1x protein
inhibitor cocktail). Nuclear extracts were pre-cleared with 1/5 of 50% bead slurry for 2
hours at 4°C with agitation. For antibody binding, the 50% bead slurry was incubated
with 5-8 pg of the respective antibodies for 2 hours at 4°C with agitation. After
incubation, beads were washed three times with IP500 buffer and twice with IP100
buffer before addition of 1/5 volume of the 50% antibody-bead slurry to the pre-cleared
nuclear extracts. Nuclear extracts were incubated with beads overnight at 4°C with
agitation. After incubation, resins were washed three times with IP500 buffer and twice

with IP100 buffer. Complexes were eluted from the beads using two subsequent 0.1 M
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glycine pH 2.8 elutions at room temperature and with agitation. Importantly, prior to
anti-TAF10 IPs in mESC, nuclear extracts were depleted for TFIID by overnight
incubation with beads coated with antibodies targeting the TFIID-specific subunit
TAF7. This allowed to increase the purification efficiency for SAGA in anti-TAF10 IPs
given that TAF10 is shared between the SAGA and TFIID complexes. All other IPs
have been performed without pre-depletion. Eluates were then characterized by
western blot or mass spectrometry analyses.

Mass spectrometry

Protein mixtures were Trichloroacetic acid (Sigma Aldrich, Cat# T0699) -
precipitated overnight at 4°C. Samples were then centrifuged at 14000 rpm for 30
minutes at 4°C. Pellet were washed twice with 1 ml cold acetone and centrifuged at
16000 g rpm for 10 minutes at 4°C. Washed pellet were then urea-denatured with 8 M
urea (Sigma Aldrich, Cat# U0631) in Tris-HCI 0.1 mM, reduced with 5 mM TCEP (tris(2-
carboxyethyl)phosphine) for 30 minutes, and then alkylated with 10 mM iodoacetamide
(Sigma Aldrich, Cat# 11149) for 30 minutes in the dark. Both reduction and alkylation
were performed at room temperature and under agitation (850 rpm). Double digestion
was performed with endoproteinase Lys-C (Wako, Cat# 125-05061) at a ratio 1/100
(enzyme/proteins) in 8 M urea for 4h, followed by an overnight modified trypsin
digestion (Promega, Cat# V5111) at a ratio 1/100 (enzyme/proteins) in 2 M urea. Both
Lys-C and Trypsin digestions were performed at 37°C. Peptide mixtures were then
desalted on C18 spin-column and dried on Speed-Vacuum before LC-MS/MS analysis.
Samples were analyzed using an Ultimate 3000 nano-RSLC (Thermo Scientific, San
Jose California) coupled in line with a LTQ-Orbitrap ELITE mass spectrometer via a
nano-electrospray ionization source (Thermo Scientific, San Jose California). Peptide

mixtures were loaded on a C18 Acclaim PepMap100 trap-column (75 ym ID x 2 cm, 3
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yum, 100A, Thermo Fisher Scientific) for 3.5 minutes at 5 yL/min with 2% Acetonitrile
MS grade (Sigma Aldrich, Cat# 1207802), 0.1% formic acid (FA, Sigma Aldrich, Cat#
94318)in H20 and then separated on a C18 Accucore nano-column (75 ym ID x 50
cm, 2.6 um, 150A, Thermo Fisher Scientific) with a 90 minutes linear gradient from 5%
to 35% buffer B (A: 0.1% FA in H20 / B: 99% Acetonitrile MS grade, 0.1% FA in H20),
then a 20 minutes linear gradient from 35% to 80% buffer B, followed with 5 min at
99% B and 5 minutes of regeneration at 5% B. The total duration was set to 120
minutes at a flow rate of 220 nL/min. The oven temperature was kept constant at 38°C.
The mass spectrometer was operated in positive ionization mode, in data-dependent
mode with survey scans from m/z 350-1500 acquired in the Orbitrap at a resolution of
120,000 at m/z 400. The 20 most intense peaks (TOP20) from survey scans were
selected for further fragmentation in the Linear lon Trap with an isolation window of 2.0
Da and were fragmented by CID with normalized collision energy of 35%. Unassigned
and single charged states were rejected. The lon Target Value for the survey scans (in
the Orbitrap) and the MS2 mode (in the Linear lon Trap) were set to 1E6 and 5E3
respectively and the maximum injection time was set to 100 ms for both scan modes.
Dynamic exclusion was used. Exclusion duration was set to 20 s, repeat count was set
to 1 and exclusion mass width was + 10 ppm. Proteins were identified by database
searching using SequestHT (Thermo Fisher Scientific) with Proteome Discoverer 2.4
software (PD2.4, Thermo Fisher Scientific) on Homo sapiens database (UniProt,
reviewed, release 2020_11_27, 20309 entries) and Mus musculus database (UniProt,
non-reviewed, release 2020_07_13, 55428 entries). Precursor and fragment mass
tolerances were set at 10 ppm and 0.6 Da respectively, and up to 2 missed cleavages
were allowed. Oxidation (M) was set as variable modification, and

Carbamidomethylation (C) as fixed modification. Peptides were filtered with a false
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discovery rate (FDR) at 1%, rank 1 and proteins were identified with 1 unique peptide.
Normalized spectral abundance factors (NSAF) were calculated for each protein as
described earlier (40,41). First to obtain spectral abundance factors (SAF), spectral
counts identifying a protein were divided by the protein length represented by the
number of amino acids. Then to calculate NSAF values, the SAF values of each
protein were divided by the sum of SAF values of all detected proteins.

Anti-TBP chromatin immunoprecipitation (ChIP)

Cells were washed with 1x PBS, fixed at room temperature with 1%
paraformaldehyde in 1x PBS for 20 minutes. Fixation was stopped by adding glycine
to a final concentration of 125 mM for 10 minutes at room temperature. Cells were
washed twice with ice-cold 1x PBS and collected by scrapping. Cells were centrifuged
at 2000 g for 5 minutes at 4°C and washed once with ice-cold 1x PBS. Cells were lysed
in L1 buffer (50 mM Tris-HCI pH 8.0, 2 mM EDTA, 0.1% NP40, 10% glycerol and
protease inhibitory cocktail) and incubated on ice for 10 minutes before centrifugation
at 2000g for 10 minutes at 4°C. Nuclei were resuspended in L2 buffer (0.5% SDS, 10
mM EDTA ph 8.0, 50 mM Tris-HCI pH 8.0 and protease inhibitory cocktail) and
sonicated using a Covaris E210 sonicator to on average 300 bp fragments. Protein-G
sepharose beads were washed twice with TE buffer (10 mM Tris-HCI pH 7.5, 1 mM
EDTA) and blocked for three hours with 1 ug/uL denatured yeast tRNA and 1,5% fish-
skin gelatine. Beads were washed twice with TE buffer and stored at 4°C. For ChiP,
50 pg of chromatin was diluted with chromatin dilution buffer (0.01% SDS, 1.1% Triton-
X100, 1.2 mM EDTA, 167 mM NaCl, 16.7 mM Tris-HCI pH 8.0 and protease inhibitory
cocktail) to a volume of 800 yL and incubated with 30 L of blocked bead slurry for 1
hour at 4°C for preclearing. Five ug of anti-TBP antibody (Abcam, cat # ab51841) was

added to precleared chromatin and incubated overnight at 4°C. 50 uL of bead slurry
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was added to samples and incubated for two to four hours at 4°C with overhead
shaking. After centrifugation for 2 minutes at 1000 g, beads were washed two times
with Low salt washing buffer (0.1% SDS, 1% Triton-X 100, 2 mM EDTA, 150 mM NacCl,
20 mM Tris HCI pH 8.0 and protease inhibitory cocktail) for 10 minutes, two times with
high salt washing buffer (0.1% SDS, 1% Triton-X 100, 2 mM EDTA, 500 mM NaCl, 20
mM Tris HCI pH 8.0 and protease inhibitory cocktail) for 10 minutes, two times with
LiCl washing buffer (250 mM LiCl, 1% NP40, 1% sodium deoxycholate, 1 mM EDTA,
10 mM Tris-HCI pH 8.0 and protease inhibitory cocktail) for 10 minutes and two times
with TE buffer for 10 minutes. Bound fragments were eluted using with freshly prepared
elution buffer (1% SDS and 0.1 M sodium bicarbonate) at room temperature.
Chromatin was reverse crosslinked by addition of 0.2 M NaCl and 50 pyg/mL RNase A.
Samples were incubated at 37°C for one hour. 20 yg of Proteinase K was added and
samples were incubated at 65°C overnight in a thermomixer. DNA was isolated by
Phenol-chloroform purification and resuspended in water.

Statistical analysis

All statistical tests were performed using either R (version 3.6.0). Two-sided
Welch's t-test were performed to compare colony areas after quantification with
Imaged between WT and mutant mESCs. Two-sided Wilcoxon rank-sum test was used
to compare two means in all the other indicated comparisons. The statistical details for
individual experiments can be found in the figure legends or Results section. This
includes number of replicates and statistical tests performed. The statistical threshold
was defined with a p-value of less than 0.05.

Data availability

The 4sU-seq data discussed in this publication have been deposited in NCBI's

Gene Expression Omnibus (42) and are accessible through GEO Series accession
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numbers GSE175901. The mass spectrometry proteomics data have been deposited
to the ProteomeXchange Consortium via the PRIDE (43) partner repository with the

dataset identifier PXD026991.

Results

Human U20S cells do not express the SUPT3H subunit of the SAGA
complex

When analyzing RNA-sequencing data from the Human Protein Atlas (HPA) for
MRNAs expressing different SAGA subunits in a panel of 64 human cell lines, we
noticed that SUPT3H is not expressed in U20S cells, a human osteosarcoma cell line,
unlike the majority of other cell lines tested (Supplementary Figure S1A). To verify this
observation, we designed primer pairs to amplify the whole coding sequence (CDS) of
SUPT3H from cDNA prepared from U20S and Hela cells (Figure 1A, Supplementary
Figure S1B). As an additional control, we generated an U20S cell line stably
expressing Flag-tagged wild type (WT) SUPT3H, which we refer to as U20S-FI-
SUPTB3H. In agreement with the HPA data, we could not detect the SUPT3H mRNA in
U20S cells, while it was clearly detectable in HeLa and U20S-FI-SUPT3H cells.
Similar results were obtained when amplifying smaller fragments of the SUPT3H
mRNA (Supplementary Figure S1D, scheme of primer positions Supplementary Figure
S1B). Together these data indicate that the human U20S osteosarcoma cell line does
not express the SAGA subunit SUPT3H. Importantly, we could not detect major
differences in the promoter sequence of the SUPT3H gene when comparing U20S
and Hela cells, suggesting that the loss of SUPT3H expression is not caused by

changes in the tested promoter sequence (Suppl. Fig. S1E). In addition, growth curve
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analyses revealed that U20S-FI-SUPT3H cells proliferate at a comparable rate than
the parental U20S cells (Supplementary Figure S1C).

Absence of SUPT3H does not affect human SAGA complex composition

As SUPT3H is a subunit of the core module of the SAGA complex interacting with
several subunits of the complex, we were wondering if, and to which extent, SAGA is
assembled in U20S osteosarcoma cells lacking SUPT3H. To this end we prepared
nuclear extracts from U20S cells and carried out immunoprecipitation (IP) coupled to
mass spectrometry using antibodies raised against SUPT20H (a core module subunit),
TADA2B and TADAS (two HAT module subunits). As a positive control we used human
HeLa cell nuclear extracts (NEs) for IPs with the same antibodies. Quantitative mass
spectrometry analyses of anti-SUPT20H, -TADA2B and -TADAS3 affinity purifications
showed that the three antibodies purified all SAGA subunits except SUPT3H from
U20S NEs, and all SAGA subunits from HeLa NEs (Figure 1B and 1C). Thus, the
absence of SUPT3H does not affect the overall subunit composition of human SAGA.
Importantly, anti-SUPT20H and anti-Flag IPs performed using nuclear extracts from
U20S-FI-SUPT3H cells revealed that SUPT3H, when exogenously expressed, can
incorporate in the SAGA complex in the U20S nucleus (Figure 1C, 1D and
Supplementary Figure S1F), indicating that the other subunits of the module are able
to incorporate SUPT3H. To conclude, the absence of SUPT3H expression in U20S
cells allowed us to demonstrate that this subunit is dispensable for SAGA assembly.

Restoring SUPT3H expression modifies RNA polymerase Il transcription at
a subset of genes in U20S cells

The ability of SUPT3H to reconstitute an intact SAGA complex in U20S-FI-
SUPTB3H allowed us to test the role of SUPT3H in Pol Il transcription in human cells.

For this, we performed 4-thiouridine (4sU) labelling of nascent RNA coupled with
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sequencing of the labelled RNA (4sU-seq) (28-30), comparing two independent U20S-
FI-SUPT3H clones with parental U20S control cells (Supplementary Figure 2A). We
observed a very similar enrichment in intronic reads in all samples (Figure 2A),
confirming a reproducible enrichment of newly synthesized RNAs genome-wide.
Differential expression analyses revealed that restoring SUPT3H expression has only
a limited effect on nascent transcript levels (Figure 2C, 2D, Supplementary Figure
S2B). Specifically, 176 genes were significantly deregulated in WT U20S cells lacking
SUPT3H compared to U20S-FI-SUPT3H cells at a threshold of 0.5 absolute log2 fold
change and an adjusted p-value of 0.05, including 80 genes downregulated and 96
genes upregulated (Figure 2C, Supplementary Figure S2B). Only 33 and 37 genes are
down-and upregulated, respectively, more than two-fold. Overall, no GO categories
were significantly enriched amongst genes deregulated by SUPT3H overexpression
and only very few genes are responsive to the re-expression of SUPT3H in U20S
cells.

Earlier studies suggested that ySAGA predominantly regulates TATA-box
containing genes, presumably through Spt3 (7,44,45). We therefore compared
expression changes between U20S and U20S-FI-SUPT3H for genes with either a
TATA-less or a TATA-box in their promoters, as defined by the Eukaryotic Promoter
Database (Material and Methods) (Figure 2D). We observed no difference between the
two gene classes, suggesting that TATA-box containing gene promoters do not show
a stronger sensitivity to SUPT3H re-expression than TATA-less promoters in human
U20S cells. In conclusion, SUPT3H appears to regulate the transcription of only a few
genes in osteosarcoma U20S cells, independently of the presence a TATA-box
element in their promoter. This observation is in marked contrast with the strong, global

decrease of nascent transcript levels observed upon deletion of SPT3in S. cerevisiae.
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Loss of mouse Supt3 does not affect SAGA subunit composition in mouse
embryonic stem cells

Our results so far indicate that the function of ySpt3 in RNA Pol Il transcription
has diverged substantially between yeast and humans. To explore this further, we next
turned to non-cancerous diploid mammalian cells and used CRISPR/Cas9 genome
editing to inactivate the Supt3 gene in mouse E14 ESCs. We obtained two individual
clones with a homozygous deletion of exon 3 from the Supt3 gene (Figure 3A),
resulting in an out of frame stop codon. RT-qPCR analyses confirmed the deletion of
the exon and the resulting decrease of remaining Supt3 mRNA, presumably through
non-sense decay (Figure 3B). Western blot analyses confirmed the deletion as
SUPT3H is not detectable in extracts from knock-out mESCs (Figure 3C). To
determine the role of SUPT3H on mouse SAGA assembly, we purified SAGA using
anti-SUPT20H or anti-TAF10 antibodies from WT and Supt3’- ESCs nuclear-enriched
cell extracts and analyzed their composition by mass spectrometry and western blot
analyses. Both immune-purifications coupled to mass spectrometry analyses from
Supt3” cells identified all core, HAT and TF-binding SAGA subunits, with the exception
of SUPT3H, indicating that mouse SAGA can also assemble without SUPT3H (Figure
3D). We note that the association of the DUB complex with SAGA was weaker in both
anti-SUPT20H or anti-TAF10 IPs, but independently of the genotype of mESCs. These
results confirm that, as observed in human U20S cells, mouse SUPT3H has no major
role in SAGA integrity in ESCs. Thus, SAGA central core can assemble without the
intramolecular HF pair of SUPT3H, suggesting the SAGA can assemble around an
hexameric core structure.

Supt3is required for mouse ESC growth and self-renewal
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The obtention of two independent Supt3“- mouse ESC lines indicates that Supt3
is not essential for mouse ESC viability when cultured in medium containing foetal calf
serum (FCS), leukemia inhibitory factor (LIF) and two small molecules that maintain
efficient mouse ESC self-renewal (hereafter called FCS+LIF+2i medium). However,
we observed in clonal assays that Supt3” cells formed significantly smaller colonies
compared to wildtype cells revealing that SUPT3H loss impairs mouse ESC growth
(Figure 4A). In agreement, growth curve analyses revealed decreased proliferation of
Supt3” cells as compared to wildtype ESCs (Figure 4B).

To assess the importance of SUPT3H for the self-renewal capacities of ESCs,
we performed clonal assays in medium without 2i (hereafter referred to as FCS+LIF
medium) and observed about a 4-fold decrease in colony numbers in Supt3’” ESCs
grown in FCS+LIF medium, as compared to WT cells (Figure 4C). As a read-out of the
self-renewal capacities of ESCs, we measured the proportion of alkaline phosphatase
positive (AP+) colonies. When compared to WT ESCs, the Supt3” cells produced
about 3-fold less AP+ colonies (Figure 4D), demonstrating that SUPT3H loss has a
major impact on the self-renewal capacities of mouse ESCs.

The loss of SUPT3H in mouse ESCs has no major effect on Pol Il
transcription

To determine the impact of SAGA lacking SUPT3H on Pol Il transcription in
mouse ESCs, we analyzed nascent RNA by 4sU-seq in FCS+LIF+2i medium in which
Supt3” ESCs can maintain their self-renewal capacities (as assessed by AP staining,
Figure 4A). We could observe a similar enrichment of intronic reads in all samples (Fig.
5A). We observed that only a few genes, about 100, are differentially expressed
between Supt3” and WT ESCs (Fig. 5B, 5C and Supplementary Figure S2B).

Specifically, the newly synthesized levels of about 40 transcripts were significantly
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decreased when applying a threshold of 0.5 log2 fold change and an adjusted p-value
of 0.05. Conversely, the nascent levels of 60 transcripts increased in Supt3’ cells
using the same thresholds (Supplementary Table 6). We could not find specific GO
categories to be affected among the differentially expressed genes, however, the
deregulation of some of these genes may explain the growth and self-renewal defects
observed in Supt3”mESCs.

Finally, we compared transcription changes between genes possessing TATA-
less and TATA-box containing promoters (Fig. 5D). We observed no difference
between the two gene classes suggesting that TATA-box containing promoters do not
show a stronger sensitivity to the loss of Supt3 than TATA-less promoters in mouse
ESCs (Fig. 2D). These data together suggest that mouse SAGA complexes lacking
Supt3, as observed in human U20S cells, affect the expression of a small subset of
genes in FCS+LIF+2i medium.

Loss of SUPT3H in human U20S cells or mouse ESCs does not significantly
affect TBP binding

Genetic, biochemical and cryo-EM studies of ySAGA indicate that the Spt3 and
Spt8 subunits bind to TBP and are involved in delivering TBP at specific promoters
(6,7,10,11,46,47). We therefore wanted to assess whether SUPT3H has a role in
recruiting TBP to mammalian gene promoters. Therefore, we performed TBP
chromatin immunoprecipitation (ChlIP)-coupled-gPCR experiments at selected gene
promoters, in both U20S and mESC cell lines (Figure 6A and 6B). We observed no
difference in TBP occupancy at the tested gene promoters when comparing cells with
and without SUPT3H. This suggests that TBP binding at these promoters does not

require SUPT3H in human and mouse cells.
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Discussion

Previous SAGA subunit deletion and purification studies in S. cerevisiae
demonstrated that Spt3 is not essential for viability and that ySAGA can assemble in
the absence of Spt3, and in the absence of the Spt3/Spt8 TBP interacting module
(9,24,25). However, constitutive deletion of SPT3 has a global effect on Pol I
transcription, which decreases the expression of the majority of genes (18).

In our present study we show that SUPT3H is not required for human U20S cell
survival, that mammalian SAGA complexes lacking SUPT3H can stably assemble, and
that TBP recruitment at several TATA-containing and TATA-less promoters is not
influenced by the absence of SUPT3H in mammalian SAGA. Nevertheless, mouse
ESCs lacking SUPT3H show impaired self-renewal capacities and growth potential.
Our experiments further show that constitutive loss of SUPT3H in both human U20S
and mouse ESCs grown in FCS+LIF+2i medium affects only a small subset of genes.

Some genes transcriptionally deregulated may play important roles in the cellular
homestasis of either U20S or ESCs lacking SUPT3H: i.e. several histone genes of the
HIST1 cluster, PAX7 and JAK3 in U20S cells), or Salll and Pclaf in mESCs
(Supplementary Table 6). Further studies will be necessary to identify which effects
are directly caused by the loss of SUPT3H and how these changes contribute for
example to the growth and self-renewal defects observed in mESCs.

Importantly, Supt3 deletion in mice indicated that SUPT3H is important for mouse
embryogenesis, but not for early development, as embryos die between E9.5 and
E14.5 (48). This observation suggests that SUPT3H is not essential for early mouse
development, similarly to other SAGA subunits, such as GCN5, PCAF, SUPT20H,

USP22 and ATXN7L3 (49-54).
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Cryo-EM structural studies suggested that yeast Spt3, or human SUPT3H,
maybe an important structural subunit of SAGA, as both double HF-containing proteins
assemble with three pairs of other HFD-containing SAGA subunits to form a deformed
histone octamer-like structure (10,11,22). Importantly, it has been described in ySSAGA
that while the six histone-fold pairs in the histone-fold octamer-like structure are
oriented similarly as in the canonical nucleosome, the intramolecular HF pair of Spt3
is tilted by 20 degrees compared with its analogous nucleosome histone H2A-H2B
histone pair (10). This tilt therefore could almost completely free Spt3 from its
association with the histone-fold octamer. However, yYSAGA subunit composition is not
affected by the loss of Spt3 (9,24,25), which we confirmed in both human and mouse
cells. Interestingly, plants are probably also lacking a Spt3 orthologue (5,55). Thus, we
speculate that the flexibility of Spt3 may be important for TBP binding and release and
perhaps to couple its delivery with other SAGA regulatory activities through an
allosteric mechanism.

Moreover, no ortholog of ySpt8 was detected in mammalian SAGA (5),
suggesting that the TBP-interacting module described in yeast SAGA, would be
affected in mammalian cells lacking SUPT3H. We were therefore surprised that the
absence of SUPT3H has a minimal impact on Pol Il transcription and TBP recruitment.
It is thus conceivable that in mammalian cells the TBP promoter delivery mechanism
is less, or not at all, dependent on SUPT3H. Alternatively, other SAGA subunits or
TFIID may be able to compensate the constitutive loss of SUPT3H, masking the true
in vivo contribution of SAGA to TBP delivery. Finally, it is conceivable that SUPT3H
may be important for TBP delivery and transcription of genes that are induced in

response to specific developmental and/or environmental signals.
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Figure 1: Absence of the SAGA subunit SUPT3H in human U20S cells does

not hinder formation of the SAGA complex. (A) PCR of the coding sequence (CDS)
of SUPT3H using cDNA obtained from HeLa cells, U20S cells or U20S cells re-
expressing Flag-SUPT3H (FI-SUPT3H). Low and high exposures (exp.) are shown.
Gapdh expression serves as loading control. n = 3 technical replicates. (B) Log10-
transformed bait-normalized NSAF (Normalized Spectral Abundance Factor) values of
mass spectrometry results from anti-TADA2B and anti-TADAS immunoprecipitations
(IP) of the SAGA complex from HelLa and U20S nuclear extracts. n = 3 technical
replicates in each IPs. (C) Log10-transformed bait-normalized NSAF values of mass

spectrometry results from SUPT20H immunoprecipitations (IP) of the SAGA complex
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from HelLa, U20S and U20S FI-SUPT3H nuclear extracts. n = 3 technical replicates.
(D) Log10-transformed bait-normalized NSAF values of mass spectrometry results
from Flag IPs shown in (Supplementary Figure S1F). n = 3 technical replicates. In (B,
C, D) star (*) indicates the bait proteins. The distinct SAGA modules are indicated as
HAT = histone acetyltransferase; TF-int = transcription factor-interacting; DUB =

deubiquitylation. ND = not detected.
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Figure 2: Only a small subset of Pol lI-transcribed genes is responsive to
the re-expression of SUPT3H in human U20S cells. (A) Proportion of reads per
genomic element for 4sU-seq experiments for two independent U20S and FI-SUPT3H
clones. Exon = reads aligning to exons; Intron = reads aligning to introns, Others =
reads aligning to intergenic regions, exon-intergenic junctions and exon-intron
junctions. (B) UCSC genome browser views of 4sU-seq experiments on two
differentially expressed genes (SCARA3 and EPHA4) between U20S FI-SUPT3H and

U20S cells. Forward and reverse strands are shown. Arrows indicate direction of
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transcription. (C) Volcano plot representation of 4sU-seq with significantly down- or
upregulated genes shown in dark blue and dark yellow respectively with numbers
indicated on the top, using two independent U20S and FI-SUPT3H clones. A threshold
of 100 reads was used to define expressed genes. The position of the two genes
shown in (B) are indicated by circles. (D) Violin plot representation comparing the
distribution of the log2 fold changes between TATA-less and TATA-box containing
gene classes. The number of genes per category are indicated at the bottom. The
statistical test performed is two-sided Welch's t-test. Statistical significance (p<0.05)

was not reached.
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Figure 3: Loss of Supt3 does not impair mouse ESC survival or formation
of the SAGA complex. (A) Top, schematic representation of the mouse Supt3 locus.

The insert shows the position of the two gRNAs used to generate the Supt3 cell lines.
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Bottom, table showing the number of clones screened, the percentage of heterozygous
clones (+/-) and the number of homozygous (-/-) clones obtained as well as the deletion
size. (B) Validation of Supt3” cell lines by RT-qPCR revealing the absence of the
targeted, out-of-frame exon and overall reduced levels of the exon-deleted Supt3
mRNA. Error bars show mean + standard deviation (SD) of two independent clones,
with each assessment of the cell lines being based on the mean of three technical RT-
gPCR replicates. (C) Western blot analysis of input and elution fractions of TAF10
immunoprecipitations (IP) from wildtype (WT mESCs) and Supt3” mESCs. M =
molecular weight markers (in kDa). (D) Log10-transformed bait-normalized NSAF
values of mass spectrometry results from TAF10 IPs shown in (C) and SUPT20H IPs.
n = three technical replicates each. Star (*) indicates the bait proteins. The distinct
SAGA modules are indicated as HAT = histone acetyltransferase; TF-int = transcription

factor-interacting; DUB = deubiquitylation. ND = not detected.
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Figure 4: SUPT3H is required for mouse ESC growth and efficient self-
renewal. (A) Clonal assays in FCS+LIF+2i medium comparing WT and Supt3”- mouse
ESCs. Colonies were stained with alkaline phosphatase. Left, representative images;
Right, quantification of colony areas using ImagedJ. The statistical test performed is
two-sided Welch’s t-test. Error bars show mean * standard deviation (SD) of four

replicates from two biological replicates, with two independent clones each. p value is
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indicated on the graph. (B) Growth curve analysis of viable cells comparing WT and
Supt3” mouse ESCs grown in FCS+LIF+2i medium for five days. Error bars show
mean =+ standard deviation (SD) of two biological replicates using two independent
clones. (C) Clonal assays in FCS+LIF medium comparing WT and Supt3” cells.
Colonies were stained with crystal violet. Left, representative images; Right,
quantification of colony numbers relative to WT cells. The statistical test performed is
two-sided Wilcoxon rank-sum test. Error bars show mean + standard deviation (SD) of
four replicates from two biological replicates, with two independent clones each. p
value is indicated on the graph. (D) Quantification of the number of colonies staining
positive for alkaline phosphatase (AP+) in FCS+LIF medium normalized relative to WT
cells. The statistical test performed is two-sided Wilcoxon rank-sum test. Error bars
show mean + standard deviation (SD) of four replicates from two biological replicates,
with two independent clones each. p value is indicated on the graph. (E) Relative
mRNA levels of pluripotency transcription factors (as indicated) comparing WT and
Supt3” mouse ESCs grown in FCS+LIF medium. Expression was normalized to RNA
polymerase lll transcribed genes (Rn7sk and Rpph1) as well as to WT cells. Error bars
show mean + standard deviation (SD) of at least 7 biological replicates (mean of three
technical RT-qPCR replicates) using two independent clones each. Statistical test
performed is two-sided Wilcoxon rank-sum test. Only statistically significant p values

(p<0.05) are indicated.
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Figure 5: Loss of Supt3 in mouse ESC has no major effect on Pol Il
transcription regulation in FCS+LIF+2i medium. (A) Proportion of reads per
genomic element for 4sU-seq experiments in two independent wildtype (WT) and
Supt3” mouse ESC clones. Exon = reads aligning to exons; Intron = reads aligning to
introns, Others = reads aligning to intergenic regions, exon-intergenic junctions and
exon-intron junctions. (B) UCSC genome browser views of 4sU-seq experiments on
two differentially expressed genes (Atxn1 and Reep1) between WT and Supt3”- mouse
ESCs. Forward and reverse strands are shown. Arrows indicate direction of

transcription. (C) Volcano plot representation of 4sU-seq experiments with significantly
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down- or upregulated genes shown in light blue or yellow respectively with numbers
indicated on the top, in two independent wildtype (WT) and Supt3”- mouse ESC clones.
A threshold of 50 reads was used to define expressed genes. The position of the two
differentially expressed genes shown in (B) are indicated by white circles with black
border. (D) Violin plot representation comparing the distribution of the log2 fold
changes between TATA-less and TATA-box containing genes. The number of genes
per category are indicated at the bottom. The statistical test performed is two-sided

Welch'’s t-test.
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Figure 6: Loss of SUPT3H in human U20S cells or mouse ESCs does not
significantly affect TBP binding at promoters. Quantification of TBP ChIP-qPCR
experiments in U20S and U20S FI-SUPT3H cells (A) or in WT and Supt3” mouse
ESCs (B) at promoters of selected genes (as indicated) and at two independent
intergenic regions. (A and B) TATA-less and TATA-box-containing promoters are
indicated. ChIP-qgPCR experiments without antibody were used as negative control
(neg.). Error bars show mean =+ standard deviation (SD) of at four and three biological
replicates using two independent clones for human and mouse data, respectively, in

each sample the mean shows at least four technical RT-gPCR replicates. Statistical
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test performed is two-sided Wilcoxon rank-sum test. Statistical significance (p<0.05)

was not reached.
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Etude du réle de TFIID
et de ses complexes partiels
dans l'initiation de la transcription

Résumé

L'ARN polymérase Il lit les genes pour synthétiser des molécules appelées ARN. Ce processus est appelé
transcription. Ces ARN peuvent jouer une fonction directe ou sont utilisés pour produire des protéines. TFIID
est un autre complexe protéique qui recrute I'ARN polymérase Il aux promoteurs pour initier la transcription.
La régulation de la transcription est I'ensemble des processus conduisant a |'expression d'un ensemble
spécifique de génes dans la cellule. Le corps humain compte environ 200 types de cellules qui contiennent le
méme ensemble de génes. Elles ne different que par le pool de génes qu'elles expriment et donc par le pool de
protéines. Cela rend la cellule spécialisée pour une fonction spécifique dans le corps. Dans le cas de maladies,
la régulation de la transcription est souvent modifiée et les cellules ne peuvent donc pas assurer leur fonction,
ce qui entraine |'apparition de la maladie.

Le TFIID joue un réle majeur dans la régulation de la transcription. En effet, selon le type de cellule, sa
composition est modifiée entrainant le recrutement de I'ARN polymérase |l vers des genes spécifiques. De
maniére intéressante, dans certains contextes cellulaires spécifiques, méme si la perte d'une sous-unité de
TFIID altere I'assemblage de la TFIID, cela a un impact mineur sur la transcription des genes. |l a été proposé
gu'’il existe au sein des cellules d’autres complexes dont la composition est proche de celle de TFIID et qui
pourraient compenser la perte de TFIID. Cependant la composition et la fonction de ces complexes n’a pas été
élucidées. Dans le cancer, il semble qu'une modification anormale de la composition de TFIID pourrait étre
impliquée dans la formation d'un nouveau programme d’expression génétique impliqué dans le
développement des cancers. La mutation de certaines sous-unités de TFIID entraine des maladies
neurodégénératives. Mais la encore, aucune étude n'a expliqué la maniere dont la variation de la composition
de TFIID modifie la régulation de la transcription. Ma thése porte sur cette question : comment la variabilité de
la composition des TFIID controle |'expression des genes.

Mots clés : Transcription - TFIID - TAFs - mESC - développement de la souris - SAGA

Résumé en anglais

RNA polymerase Il reads genes to synthesize molecules called RNA. This process is called transcription. These
RNAs can have a direct function or are used to produce proteins. TFIID is another protein complex that recruits
RNA polymerase Il to promoters to initiate transcription. Transcription regulation is the set of processes leading
to the expression of a specific set of genes in the cell. The human body has about 200 cell types that contain
the same set of genes. They differ only in the pool of genes they express and thus in the pool of proteins. This
makes the cell specialized for a specific function in the body. In the case of diseases, the regulation of
transcription is often altered and the cells are therefore unable to perform their function, which leads to the
development of the disease. TFIID plays a major role in the regulation of transcription. Depending on the cell
type, its composition is altered, resulting in the recruitment of RNA polymerase Il to specific genes.
Interestingly, in some specific cellular contexts, although the loss of a TFIID subunit alters TFIID assembly, this
has a minor impact on gene transcription. It has been proposed that there are other complexes within cells
with a composition close to that of TFIID that could compensate for the loss of TFIID. However, the composition
and function of these complexes has not been elucidated. In cancer, it appears that an abnormal change in the
composition of TFIID may be involved in the formation of a new gene expression program involved in the
development of cancers. Mutation of certain TFIID subunits leads to neurodegenerative diseases. But again, no
study has explained how variation in TFIID composition alters transcriptional regulation. My thesis addresses
this question: how variability in TFIID composition controls gene expression.

Keywords: Transcription - TFIID - TAFs - mESC - mouse development - SAGA




