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USF:
un régulateur

essentiel

>Les protéines USF-1 et -2 (upstream stimula-
tory factor) appartiennent a la super-famille
de facteurs de transcription de type bHLH-LZ
(basic-helix-loop-helix-leucine zipper) conser-
vés au cours de Iévolution. Les protéines USF-1
et USF-2, respectivement de 43 et 44 kDa chez
I’lhomme, sont ubiquitaires et se lient avec une
haute affinité aux éléments de type « boites € »
(CANNTG). Les facteurs de transcription USF par-
ticipent a différents niveaux de la régulation de
I’expression des genes en permettant le recrute-
ment des facteurs de remodelage de la chroma-
tine et en interagissant avec les co-activateurs
et les membres du complexe de pré-initiation.
Les facteurs USF sont ainsi des régulateurs clés
de I'expression d’un grand nombre de génes
impliqués dans la réponse au stress, la réponse
immunitaire, le cycle cellulaire et la proliféra-
tion. Cet article a pour objectif de présenter, de
maniere non exhaustive, les caractéristiques de
ces facteurs ainsi que leur implication dans la
transcription. <

Les facteurs de transcription USF
(upstream stimulating factors)

La purification biochimique des éléments de régulation en
trans du promoteur majeur tardif de I’adénovirus (MLPA)
[1] a permis d’identifier et de caractériser les facteurs de
transcription USF-1 et -2 (upstream stimulating factor 1,
2), respectivement de 43 et 44 kDa [2, 3]. Ces protéines
sont codées par deux genes distincts USF-1 et USF-2, loca-
lisés respectivement chez ’homme en 1q22-23 et 19q13
(Figure 1A) [4, 5]. Uorganisation des génes USF-1 et -2 est
comparable, avec 10 exons répartis sur 4 et 10 kb, respec-
tivement (Figure 14) [6]. Les facteurs USF-1 et -2 posse-
dent une homologie de séquence importante au niveau de
leurs ADNc et de leurs protéines [7]. De méme, le niveau
de conservation des protéines entre espéces (homme, rat,
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souris) est élevé, pouvant atteindre 99 % d’identité [8]. De
fait, les protéines USF font partie de la super-famille des
b-HLH-LZ (basic-helix-loop-helix-leucine zipper) [9] qui
comprend, entre autres, les protéines eucaryotes des sous-
familles Myc (Myc, Max, Mad, Mxil), TFE3 (transcription
factor binding to IGHM enhancer 3) (TFE3, TFEB, TFEC) et
Mitf (microphtalmia-associated transcription factor).

Les protéines b-HLH-LZ se caractérisent par la pré-
sence d’un domaine de liaison & I’ADN (région basique)
et de deux domaines de dimérisation (régions HLH et
Lz) (Figure 1B, I1C). La présence des domaines HLH et
LZ contigus distingue ces protéines des facteurs de
transcription de type bHLH ou bZip qui ne possédent
qu’un seul domaine de dimérisation. La région basique
est impliquée dans I'interaction avec "ADN au niveau
de boites €, de séquences consensus CANNTG [10]. Les
structures de dimérisation HLH et LZ permettent I’éta-
blissement de liaisons spécifiques entre les membres
d’une méme famille, méme si le domaine LZ participe
également a la stabilisation du complexe ADN-protéi-
nes. L'établissement de la structure cristallographique
des complexes b-HLH-LZ/ADN a permis de mettre en
évidence les interactions spécifiques établies entre aci-
des aminés et ADN, nécessaires au maintient du com-
plexe transcriptionnel. Les protéines USF-1 et -2 inter-
agissent principalement entre elles, conduisant a la
formation d’homo- ou d’hétérodimeres [11].



Propriétés de liaison a I’ADN

La séquence palindromique des boftes € (CANNTG)
constitue le site de liaison spécifique des facteurs de
transcription de type b-HLH et b-HLH-LZ. La petite taille du motif
(six nucléotides) explique leur grande fréquence & travers le génome.
Cependant, seul un nombre limité de motifs € constitue de véritables
éléments régulateurs de ’expression des genes. £n effet, la spécificité
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Figure 1. Structure des genes et protéines des facteurs de transcription USF
(upstream stimulating factor). A. Les genes codant pour les facteurs USF-1
(1g22-q23) et USF-2 (19q13) sont composés de 10 exons répartis sur 4 et 10 kb
respectivement, et présentent une bonne homologie de séquence, particulie-
rement dans la région carboxyterminale. B. USF-1 et USF-2 appartiennent a la
famille conservée des facteurs de transcription de type b-HLH-LZ. Le domaine
basique b (jaune) intervient dans la liaison a I’ADN alors que les domaines
hélice-boucle-hélice HLH (rouge) et leucine zipper LZ (bleu) interviennent
dans la dimérisation. La présence de I"USR (USF specific region) en amont de
la région basique est nécessaire a I’activité transcriptionnelle. Pour étre actif,
USF-1 est phosphorylé par la kinase p38 sur la thréonine 153. C. Structure
cristallographique des complexes b-HLH-LZ/ADN. Les protéines USF-1 et -2
interagissent entre elles formant des homo- ou des hétérodimeres. LZ : leucine

zipper ; bHLH : basic helix-loop-helix.
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de reconnaissance et d’interaction des boites € avec
les diméres protéiques est dépendante de la nature
des deux nucléotides centraux qui sont généralement
GC ou CG. Ainsi, le facteur de transcription USF-1 se
lie au motif CACGTG avec une meilleure affinité qu’a la
séquence CATGTG qui correspond au motif de liaison du
facteur de transcription Mitf. De méme, la variation du
nombre de nucléotides entre les deux hémi-sites CA et
TG abolit les interactions protéines/ADN. Les nucléo-
tides de part et d’autre de la séquence consensus,
CANNTG, affectent également la fixation des facteurs
de transcription. Ainsi, la présence d’un résidu thy-
midine en 5’ du motif € est indispensable a la liaison
spécifique du facteur de transcription Mitf, alors que ce
méme résidu empéche la liaison au motif € du facteur
de transcription Myc. Une analyse in silico de la com-
position nucléotidique des boites € des promoteurs de
genes régulés par USF-1, avec, entre autres, le promo-
teur majeur tardif de ’adénovirus, celui de ’héme oxy-
génase, de la métallothionéine, du gene APC, de I’ADN
topo-isomérase Ill0l et de la désoxycytidine kinase,
met en évidence la présence constante de résidus AC en
position 3’ de la boite €. Cette observation suggére que
le facteur de transcription USF-1 reconnait spécifique-
ment les sites CACGTGAC. Enfin, I'affinité de la liaison
du facteur de transcription USF-1 au motif € peut varier
en présence de SNP (single nucleotide polymorphism)
affectant le motif € [12] ou par méthylation de I'flot
CpG central a la bofte € [13], modulant ainsi ’activa-
tion transcriptionnelle de génes cibles.

Régulateurs majeurs
de la machinerie de transcription

L’épissage différentiel des transcrits USF-1 et -2
engendre différentes formes de protéines a activité
transcriptionnelle distincte (présence ou non de
domaine de transactivation). U'activité transcription-
nelle des dimeéres USF varie selon la nature du dimere
formé qui est dépendante de la quantité d’isoformes
USF présente au sein de chaque cellule [14] et des
modifications post-traductionnelles propres a chaque
isoforme. Ainsi, les variations protéiques quantitati-
ves et qualitatives au sein de chaque tissu, induisent
vraisemblablement une régulation distincte de I’ex-
pression des génes dépendants de USF. La famille de
protéines USF participe ainsi a différents niveaux de la
régulation transcriptionnelle avec, premierement, la
reconnaissance et la liaison aux motifs € spécifiques
présents au niveau des séquences de régulation de
genes cibles. Deuxiemement, les interactions protéi-
nes-protéines coopératives, impliquant les protéines
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USF-1 et des facteurs de transcription ubiquitaires
ou spécifiques de tissu avec, respectivement, les fac-
teurs SP1 [15], PEA3 [16] ou MTF1 [17], permettent
de moduler la régulation transcriptionnelle de génes
cibles. Troisiemement, le facteur de transcription
USF-1 interagit directement avec le facteur TFIID
(transcription factor I1) et certains TAF (TATA binding
protein-associated factor) [18] présents dans le
complexe de pré-initiation (PIC) de la transcription
de genes «TATA-plus». De méme, dans les cas de
promoteur de type «TATA-less», USF-1 est capable
d’interagir avec le facteur TFII-I impliqué dans la
reconnaissance de la séquence initiatrice (Inr) ou
directement avec la séquence Inr. Par ailleurs, les
données structurales et biochimiques suggeérent que
le facteur USF-1 existe sous forme de tétrameére per-
mettant la liaison simultanée de deux sites distincts.
Finalement, les protéines USF-1 sont capables de
recruter des enzymes (CAF et SET7/9) impliquées dans
’acétylation et la méthylation de certaines histones
[19] & Porigine d’un remodelage de la chromatine,
favorisant Pouverture et I’acces de la machinerie
de transcription. De méme, la liaison des facteurs
USF aux boites € du géne de la topo-isomérase Il
(hTOP30) permet la régulation de son expression qui
entrafne des changements topologiques de I’ADN.
Les modifications des «supertours » de la structure
favorisent ainsi I'accés des zones de régulation de
la transcription par les facteurs de la machinerie de
transcription, en permettant le déroulement de la
double hélice.

Les facteurs USF sont donc largement impliqués dans
la machinerie transcriptionnelle, en accord avec une
expression ubiquitaire et une large distribution des
motifs spécifiques de reconnaissance a travers le
génome. LerGle essentiel des protéines USF est d’ailleurs
mis en évidence par le phénotype létal des souris double
knock-out USF-1 et USF-2 [20]. Lactivité transcrip-
tionnelle des facteurs USF ne se limite toutefois pas aux
génes du développement embryonnaire ; ils ont été éga-
lement impliqués dans I'activation transcriptionnelle
d’un grand nombre de génes intervenant dans une large
variété de fonctions et systémes dont certains seront
décrits dans cet article.

USF-1 dans les mélanocytes
et la pigmentation UV-dépendante

Les cellules de la peau constituent la premiére barriere
de protection de I'organisme contre les agressions phy-
siques, chimiques ou biologiques de I’environnement.
Parmi elles, les rayonnements ultraviolets constituent
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le plus important de ces dangers, a I’origine de patho-
logies cutanées. La pigmentation permet la protection
de la peau contre les rayonnements UV, la photo-can-
cérogenése cutanée et le photo-aging. 'accumulation
des pigments constitue une barriére vis-a-vis des
effets néfastes provoqués par le soleil (dommages de
I’ADN a type de dimeres de cyclobutane pyrimidine et 6-4 pyrimidine
pyrimidone, mais aussi d’anomalies des protéines). acquisition d’un
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Figure 2. Régulation de la pigmentation photo-induite par USF-1. A. La pig-
mentation constitutive de la peau fait intervenir la voie AMPc activée par la
fixation de I’0.-MSH (0l-melanocyte stimulating hormone) & son récepteur
MCIR (melanocortin 1 receptor), et relayée par le facteur de transcription
Mitf (microphtalmia-associated transcription factor). B. Le facteur USF-1 est,
quant & lui, impliqué dans la réponse pigmentaire induite par les UV. A la suite
d’une stimulation par les rayonnements solaires, la phosphorylation d’USF-1
par la kinase p38 est activée, permettant I'induction de I’expression des génes
de la pigmentation (TYR, pro-opiomélanocortine ou POMC, MCIR) par USF-1
aprés fixation aux boftes € (CANNTG). TGFP1 : transforming growth factor BI ;
SHC: Src homology 2 domain containing ; Grb2 : Growth factor receptor-bound
protein 2 ; RAS-GEF : protéines Ras-GEF (guanine-nucleotide exchange factor) ;
RACL : RAS-related C3 botulinum toxin substrate 1 ; MLK1 : mixed lineage kinase
1; TAKL : TGF-B-activated kinase 1; MKK6/MAP2K : MAP kinase kinase 2 ; p38
MAPK : p38 mitogen-activated protein kinase ; P-CREB : phosphorylated cAMP-
responsive element-binding protein.



phénotype pigmenté repose sur la coo-

pération entre deux types cellulaires, les

kératinocytes et les mélanocytes. Ces

derniers sont des cellules dendritiques
ou siege la synthese de la mélanine. Ils reposent sur la
membrane basale de I’épiderme et interagissent avec
les kératinocytes adjacents. Le mélanocyte, isolé au
sein d’une population de kératinocytes (environ un pour
quarante), intégre les signaux émis par les kératinocy-
tes et permet une protection efficace grace a la syn-
thése du pigment photoprotecteur, la mélanine. Cette
synthese se déroule dans les mélanosomes, qui sont des
organites spécifiques transférés vers les kératinocytes
environnants, permettant ainsi une protection globale
de la peau. La production de mélanine est le résultat
d’un réseau complexe impliquant des facteurs para-
crines sécrétés par les kératinocytes (O-melanocyte
specific hormone) ou O-MSH codée par le géne de la

USF

Réponse immunitaire
humorale

Réponse immunitaire Réponse virale

cellulaire
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Figure 3. Régulation de la réponse immunitaire par USF. Les facteurs de trans-
cription USF permettent la régulation de la réponse immunitaire humorale et
cellulaire en régulant 'expression de différents genes. Par ailleurs, les virus

détournent ces facteurs a leur profit pour la transcription de leur génome. plgR :

pro-opiomélanocortine ou POMC, endothéline et FGF-2)
et leurs récepteurs spécifiques (respectivement, MCIR
[melanocortin 1 receptor], EDNRB [endothelin receptor
type B] et récepteur tyrosine kinase). Ce réseau implique également
plusieurs facteurs de transcription (Mitf, USF-1) ainsi que des geénes
impliqués directement dans la synthése du pigment (tyrosinase, TRP-1
et Dct) [21]. Alors que le facteur de transcription Mitf intervient dans
la pigmentation constitutive [22], le facteur de transcription USF-1,
phosphorylé par la kinase p38 en réponse au stress UV, est impliqué
dans la réponse pigmentaire [23, 24]. Le facteur de transcription USF-
1 augmente I'expression des génes de la pigmentation POMC, MCIR,
tyrosinase (Figure 2), en réponse & une stimulation par les UV [23,
24]. Ainsi, les cellules MEL USF1~~ établies a partir des souris knock-
out USF-1 ne répondent plus aux stimulations UV. Enfin, différentes
boucles d’amplification, faisant intervenir la kinase p38 et le facteur
de transcription USF-1, permettent d’augmenter le processus de pig-
mentation pour une protection efficace de la peau (Figure 2).

USF-1 et la réponse immunitaire

Uimplication du facteur USF-1 comme élément de réponse aux stress
permet de mieux comprendre son rdle dans la réponse immunitaire. €n
effet, de nombreux génes exprimés en réponse a une infection virale ou
bactérienne sont régulés par la protéine USF-1. Ainsi, USF-1 participe a
la régulation transcriptionnelle de genes de la réponse humorale et cel-
lulaire (Figure 3). Les boftes € sont des éléments régulateurs essentiels
des promoteurs des chafnes d’immunoglobulines [25] et USF-1 a été
impliqué dans la régulation de la transcription du géne codant la chalne
légere A2 [26]. De plus, au cours de la réponse immunitaire précoce,
la formation de pentameére d’IgM dépend de la synthese simultanée
des chaines ] des immunoglobulines qui permettent I’assemblage des
monomeéres. Ensuite, leur transport a travers I’épithélium muqueux et
glandulaire est assuré par le récepteur polymérique des immunoglobuli-
nes (plgR) [27]. Lexpression concomitante des génes codant I'lg) et le
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récepteur polymérique des immunoglobulines ; CIITA: class Il transactivator.

récepteur plgR est essentielle pour une défense efficace
et est en partie sous le contréle du facteur USF-1. Enfin,
I’élimination des antigenes pathogénes par cytolyse ou
phagocytose est obtenue aprées reconnaissance et liaison
spécifique des immunoglobulines. Le facteur USF-1
participe a cette phase de la réponse immunitaire en
régulant I'expression d’un gene du systéeme du complé-
ment, le C4 [7] et le gene de la B2-microglobuline [28],
qui code la glycoprotéine impliquée dans la présentation
de 'antigene, en association avec le complexe majeur
d’histocompatibilité (CMH) de classe |. USF-1 active
également la transcription du géne C/ITA [29] qui est un
intermédiaire obligatoire de I"induction des génes de CMH
de classe Il par I'interféron dans la réponse cellulaire.
Par ailleurs, une dégradation spécifique d’USF-1 a été
décrite en présence du pathogeéne intracellulaire Chla-
mydia, abolissant la reconnaissance par les lymphocytes
T. Un détournement de la protéine USF-1 au profit de
la machinerie transcriptionnelle virale a également été
observé avec différents virus dont I'adénovirus majeur
tardif, le LTR du VIH, le virus de la varicelle et le virus
d’Eptsein-Barr [30]. Le rdle des protéines USF est donc
double, participant a la réponse immunitaire et a la pro-
lifération virale.

USF et le contrdle de la prolifération cellulaire

La progression du cycle cellulaire est régulée de
maniére précise par les complexes cyclines-Cdk
(cyclin-dependent-kinase) pour assurer le transfert
de I'intégrité de Iinformation génétique des cellules
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meres aux cellules filles [31]. Ainsi, la régulation de
la transition G1/S est sous le contréle des cyclines D
et € en combinaison avec les Cdk?, 4 et 6, alors que
la transition G2/M est dépendante des cyclines A et
B en combinaison avec la Cdkl (Cdc?). Le facteur de
transcription USF-1 est un régulateur de I’expression
des génes codant pour la cycline Bl et Cdkl, favori-
sant ainsi la transition G2/M [32, 33], et USF-2 régule
Iexpression du gene Cdk4 (Figure 4). Par ailleurs, la
phosphorylation de la protéine recombinante USF-1,
en présence des complexes cyclineA2-cdkl et cycli-
neBl-cdkl, augmente son affinité pour le motif € et
stimule Pactivité transcriptionnelle, ce qui suggére la
présence d’une boucle d’amplification favorisant la
transition G2/M. Le r6le des protéines USF dans la pro-
lifération cellulaire ne se limite pas aux genes du cycle
cellulaire proprement dits. €n effet, USF-1 permet de
réguler I’expression du géne hTERT (human telomerase
reverse transcriptase) impliqué dans le maintien de
intégrité des extrémités télomériques [34]. Dans
les cellules différenciées ol le gene hTERT n’est plus
exprimé, la taille des téloméres est directement liée
au nombre de divisions cellulaires, et donc a la durée
de vie de la cellule, a 'inverse des cellules souches
totipotentes qui possédent une activité télomérase.
De méme, 85 % des cellules cancéreuses se caractéri-
sent par la réactivation de "expression du géne hTERT.
Dans les cellules cancéreuses, USF-1 participerait
au maintien de I'expression du gene hTERT sans pour
autant étre impliqué dans sa réactivation. Bien que
USF-1 participe a la prolifération illimitée dans les
cellules cancéreuses étudiées, son role dans la patho-
logie cancéreuse est controversé. €n effet, une perte

d’activité transcriptionnelle de la protéine USF-1 a

été observée dans trois lignées de carcinomes mam-

maires sur six étudiées. Cette modification d’activité,

qui est de spécificité cellulaire, semble étre dépen-

dante de la perte de cofacteurs (voir plus haut TFIID, TAF), essentiels
pour la machinerie transcriptionnelle. De méme, I"implication d’USF-
1 dans la régulation de I'expression de genes suppresseur de tumeur
(p53, BRCA2, APC) semble en opposition avec la régulation du géne
hTERT [35] (Figure 4). Le débat sur le rdle d’USF-1 dans le processus
cancéreux reste donc ouvert.

Conclusions

Les facteurs de transcription USF, de la famille des b-HLH-LZ, participent
a la régulation d’un réseau de geénes se caractérisant par la présence
d’éléments de régulation spécifiques appelés boite € (CANNTG). Les
travaux récents montrent que les genes régulés par les facteurs USF sont
de plus en plus nombreux, permettant d’impliquer USF dans de nouveaux
processus cellulaires. Les fonctions des facteurs USF sont dépendantes
du contexte cellulaire a Porigine d’interactions protéine/protéine spé-
cifiques, de modifications post-transcriptionnelles et post-traduction-
nelles distinctes. Ces parametres, associés aux diverses modifications
des motifs € (méthylation, SNP) spécifiques de tissu ou de patient,
modulent "activité transcriptionnelle des facteurs USF. La présence de
ces nombreux parameétres rend compte de la réelle complexité et diver-
sité des processus de régulation des génes dépendants d’USF. ¢

SUMMARY

USF as a key regulatory element of gene expression

Upstream stimulating factors, USF-1 and -2, are members of the evolutio-
nary conserved basic-Helix-Loop-Helix-Leucine Zipper transcription factor
family. The ubiquitously expressed USF-1 and -2 proteins of respectively
43 kDa and 44 kDa interact with high affinity to cognate €-box regulatory
elements (CANNTG) which are particularly represented over

USF

Prolifération Cycle cellulaire

Génes suppresseurs

the genome. The USF transcription factors are key regula-
tory elements of the transcriptional machinery mediating
recruitment of chromatin remodelling enzymes, interac-
ting with co-activators and members of the pre-initiation
complex (PIC). Furthermore, transcriptionnal activity and
DNA-binding of the USF proteins can be modulated by

R UL multiple ways including phosphorylation by distinct kinases
hTERT G1/5: Cdk4 p53 (p38, protein kinase A and C, cdkl and PI3Kinase), homo or
TGFP2 G2/M : Cycline B1 BRCA? heterodimerization formation and DNA modification of the

€-box binding motif (methylation, SNP). Taken together,
IGF2R Cdkl APC

these parameters render very complex the understanding of
the USF-dependent gene expression regulation. USF trans-
cription factors have thus been involved as key regulators

Figure 4. Régulation de la prolifération cellulaire et du cycle par USF. Les fac-
teurs de transcription USF régulent positivement I'expression de génes impliqués
dans la prolifération cellulaire. USF intervient également dans les transitions
G1/S et G2/M en régulant I'expression de cyclines et de Cdk. Il est également

impliqué dans la régulation de génes suppresseurs de tumeur.
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of a wide number of gene regulation network including
stress and immune response, cell cycle and proliferation.
This review will thus focus on general aspect of the USF
transcription factors and their implications in some regu-
latory networks. ¢
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