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EGF: Epidermal Growth Factor      

EJC: Exon Junction Complex      

ELISA: Enzyme-linked immunosorbent assay     

ESE: Exonic Splicing Enhancer      

ESS: Exonic Splicing Silencer      

FADD: Fas Associated Death Domain       

FASL: Fas Ligand        
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FGF: Fibroblast Growth Factor      

FLIPC: isoforme courte de FLIP; FLIPL: isoforme longue de FLIP   

HAT: Histone Acetyl Transferase      

HDAC: enzymes histone déacétylases      

HIF-1: Hypoxia Inducible Factor-1      

hnRNP: Heterogeneous Nuclear Ribonucleoprotein    

HRE: Hypoxia Responsive Enhancer Element     

IAP: Inhibitor of Apoptosis       

ICAD: Inhibitor of Caspase-Activated DNAse I     

IGF-1: Insulin-like Growth Factor-1      

IGHD II: Isolated Growth Hormone Deficiency type II    

IHC: immunohistochimie       

IL-1α: interleukin-1α       

IL-6: interleukin-6        

ISE: Intronic Splicing Enhancer      

ISS: Intronic Splicing Silencer      

K5: Keratine 5         

MB: Marked Box        

MEFs: Mouse Embryonic Fibroblasts      

MMS: methylmethanesulfonat      

NES: Nuclear Export Signal       

NLS: Nuclear Localisation Signal      

NMD: Non Sense Mediated Decay      

Non-snRNP: Non-small Nuclear Ribonucleopproteins    

NRP 1/2: neuropilines 1/2       

NRS: Nuclear Retention Signal      

p54nrb: p54 nuclear RNA-binding protein     

PcG: complexe polycomb mammifère      

PDGF: Platelet-Derived Growth Factor     

PI3 Kinase: Phosphatidylinositol      

PKCI-1: Protein Kinase C-Interacting protein     

PLGF: Placental Growth Factor      

pol II: Polymérase II       

PP1: Protein Phosphatase 1       

pré-ARNm: ARN pré-messagers      
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PSF: Polypyrimidine tract-binding protein-associated splicing factor   

Py: enchaînements de pyrimidine      

RBD: RNA Binding Domain       

RRM: RNA Recognition Motif      

RT-PCR: Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction   

RT-qPCR: Real Time Quantitative PCR     

SELEX: Systematic Evolution of Ligands by Exponential enrichment   

SFCs: Splicing Factor Compartments      

siRNA: small interfering RNA      

SKP2: S-Phase Associated kinase Protein 2     

SLM-2: Sam68-like mammalian protein-2     

snRNP: Small Nuclear Ribonucleopproteins     

SR: Serine-Rich Arginine Proteins      

SRPK1/2: SR Protein Kinase 1/2      

SRrp: SR related protein       

TGF-β: Transforming growth factor-β      

TNF α: Tumor necrosis factor α      

TNF: Tumor Necrosis Factor       

TRADD: TRAIL Associated Death Domain     

TRAF2: TNF Receptor Associated Factor 2     

TRAIL: TNF-Related Apoptosis-Inducing Ligand     

TRAILR 1/2: TRAIL Receptor 1/2      

UIP: Usual Interstitial Pneumonia      

UsnRNA: Uridine-rich small nuclear ribonucleic acids    

UsnRNP: Uridine-rich Small Nuclear Ribonucleoparticle    

VEGF: Vascular Endothelial Growth Factor     

VEGFR 1/2: Vascular Endothelial Growth Factor Receptor 1/2   
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Mon travail de thèse a porté sur le rôle du facteur de transcription E2F1 dans les cancers du poumon et a 

permis notamment de mettre en évidence un lien entre E2F1 et certaines des protéines contrôlant le 

processus de l'épissage alternatif des transcrits. 

C'est pourquoi, j'ai choisi de scinder mon introduction bibliographique en trois parties: 

� Une première partie présentant le modèle du cancer du poumon et les grandes lignes de la 

carcinogénèse bronchique. 

� Une seconde partie axée sur les fonctions biologiques de E2F1 et sa contribution à la 

pathogénèse tumorale. 

� Une troisième partie décrivant brièvement ce qu'est l'épissage alternatif des pré-ARNms et le rôle 

d'acteurs protéiques clés de ce processus, les protéines de la famille SR (Serine-Rich Arginine). 
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I CARCINOGENESE BRONCHO-PULMONAIRE : RAPPELS 
EPIDEMIOLOGIQUES, HISTO-PATHOLOGIQUES ET 
PRINCIPALES CARACTERISTIQUES MOLECULAIRES 

I.1 Epidémiologie des cancers pulmonaires 

I.1.1 Données chiffrées 

Le cancer bronchopulmonaire constitue la première cause de mortalité par cancer chez l’homme. 

En Europe, les dernières estimations de 2006 indiquent que le cancer du poumon est le 3e cancer le plus 

fréquemment diagnostiqué (386000 cas, soit 12,1 % de tous les cas de cancer) après le cancer du sein 

(429900 cas, soit 13,5 %) et le cancer colo-rectal (412900, soit 12,9 %). Chez l'homme, si son incidence 

a légèrement reculé depuis 2004, il reste la première cause de mortalité par cancer à l’origine de 334800 

décès en 2006 (soit 19,7 % de l’ensemble des décès liés au cancer). Chez la femme, il est la troisième

cause de mortalité par cancer (64 100 cas, soit 12,5% de l’ensemble de décès liés au cancer), avec un 

pourcentage très élevé, observé en Europe Centrale et Europe du Nord (Islande, Suède, Danemark) 

(Ferlay, et al., 2007) (Figure 1). 

Le taux de survie du cancer du poumon à 5 ans reste médiocre, inférieur à 15 % au niveau 

mondial (Greenlee, et al., 2000), la moyenne européenne n’excédant pas 10 % soit à peine mieux que 

celle des pays en voie de développement [8, 9% - (Parkin, et al., 2005)]. Ce mauvais pronostic est 

étroitement lié au fait que 70% des patients présentent un stade avancé et sont donc inopérables au 

moment du diagnostic. La survie globale est en effet très fortement corrélée au stade. Les patients au

stade IA présentent une survie à 5 ans de 70 % qui chute à 40 % pour un stade II et à 5 % lorsque le 

diagnostique est posé à un stade métastatique (stade IV). 
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Figure 1: Estimation de l’incidence et de la mortalité des cancers en Europe en 2006. 
Incidence (A) et mortalité (B) pour les deux sexes confondus. Incidence des cancers les plus fréquents chez la femme (C)  
et chez l’homme (D). 
Adapté d’après Ferlay, et al., 2007. 
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I.1.2 Les facteurs étiologiques 

Entre 85 et 90 % des décès par cancer bronchique sont directement attribués au tabagisme et les 

tendances de l’incidence ou de la mortalité sont le reflet de l’évolution de sa consommation. Plus de 300 

composants chimiques ont été détectés dans la fumée de cigarette et 40 d'entre eux sont connus pour être 

des carcinogènes. Selon Williams & Sandler, le risque relatif dépend de la quantité consommée : il passe 

de 15 pour ½ paquet par jour à 64 pour 2 paquets par jour (pour un risque à 1 chez un non-fumeur) 

(Williams and Sandler, 2001). Ce risque décroît avec l’arrêt de la consommation pour stagner à 1,5 – 2, 

20 ans après le sevrage tabagique. Cependant en 2007, Lubin et ses collaborateurs ont développé un 

modèle démontrant que ce risque n’augmente pas de manière linéaire avec le nombre de cigarettes 

fumées par jour. Sur la base de ces résultats, ils ont même proposé l'idée que le potentiel carcinogène de 

certaines substances du tabac est réduit chez les gros fumeurs (Lubin, et al., 2007). Enfin, 50 % des 

cancers bronchiques surviennent chez les non-fumeurs mais un tiers de ces cas est directement lié au 

tabagisme passif. Ainsi, il existe une association entre le développement d’un cancer bronchopulmonaire 

et une exposition de longue durée à un tabagisme passif, avec un risque relatif évalué à 1,4 (Williams

and Sandler, 2001). De plus, il a été démontré qu’un enfant est plus susceptible au tabagisme passif 

qu’un adulte. Le tabagisme passif de l’enfant potentialiserait l’effet de l’exposition de longue durée

observé chez l’adulte en déterminant le développement du cancer du poumon (Lee, et al., 2000). 

D'autres facteurs comme l'exposition professionnelle à certains produits industriels ont été 

associés au cancer bronchique. L'exposition à des dérivés du chrome, du nickel, du bérylium et de 

l'arsenic, et à des produits à base de pétrole peut accroître le risque de cancer du poumon, surtout chez 

les fumeurs (Alberg, et al., 2005). Il a été démontré que la fumée de cigarette exerce un effet synergique 

avec l'amiante en ralentissant les battements ciliaires et la phagocytose des macrophages alvéolaires, ce 

qui facilite la rétention pulmonaire des fibres d'amiante (Craighead, 1984). L'inhalation de produits 

radioactifs comme le radon (un gaz radioactif  de la famille de l'uranium) est également un facteur 

étiologique reconnu chez les mineurs. Enfin, certaines pneumopathies interstitielles fibrosantes comme

l'UIP (Usual Interstitial Pneumonia) sont associées à une incidence plus élevée de cancer pulmonaire. 



INTRODUCTION : I. Carcinogénèse Broncho-pulmonaire 

20 

I.2 Classification histologique et pTNM des cancers pulmonaires 

I.2.1 Classification histologique 

L’intérêt d’une telle classification repose sur la nécessité de délivrer un diagnostic qui permette 

l’inclusion des patients dans des protocoles thérapeutiques et serve de base aux études épidémiologiques 

et biologiques. Il doit reposer sur des critères histologiques simples, reproductibles et donc utilisables 

par tous les pathologistes. 

La récente classification de l'OMS de 1999 (Travis, 2002) et sa mise à jour en 2006 (Travis, et 

al., 2006) ont intégré de nouvelles entités depuis celles de 1981 et ont redéfini les critères diagnostiques 

des lésions prénéoplasiques bronchiques. A ce jour, deux catégories principales de tumeurs sont 

reconnues, notamment en terme de prise en charge thérapeutique: (a) les carcinomes broncho-

pulmonaires non à petites cellules (CBnPC) comprenant entre autre les carcinomes malpighiens et les 

adénocarcinomes; (b) les tumeurs à différenciation neuroendocrine comprenant les carcinoïdes (typiques

et atypiques), les carcinomes neuroendocrines à grandes cellules et les carcinomes à petites cellules 

(CPC). D’autre part, à la lumière de cette classification histologique, se dessine un spectre lésionnel 

d’agressivité croissante pour les tumeurs à différenciation neuroendocrine, qui comprend dans un ordre

croissant d’agressivité: le carcinoïde typique, atypique, le carcinome neuroendocrine à grandes cellules 

et le carcinome à petites cellules (CPC). Par ordre de fréquence décroissante, les sous-types 

histologiques les plus fréquemment rencontrée sont les adénocarcinomes, les carcinomes malpighiens, 

les carcinomes à petites cellules, les carcinomes à grandes cellules et les carcinoïdes. Les entités plus 

rares regroupent entre autres les carcinomes sarcomatoïdes et les carcinomes adénosquameux. 
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I.2.2 Classification pathologique pTNM selon l'UICC (2002) 

C’est la classification d’extension tumorale de référence pour les cliniciens et les pathologistes. 

Elle permet de définir le stade histopathologique d’extension d’une tumeur (pTNM) après examen 

macroscopique et microscopique de la pièce de résection par le pathologiste. 

Le stade histopathologique reflète le degré d’invasion tumorale. La classification pTNM est 

basée sur trois éléments : T= taille et/ou extension de la tumeur primitive, N= présence ou absence de

métastases ganglionnaires (ganglions locorégionaux) et M= présence ou absence de métastases à 

distance (Tableau1). 

 Le stade TNM peut être regroupé en 5 grandes catégories: 

 0: Tis N0M0                                                                 IIIA: T1N2M0  T2N2M0  T3N1M0 

IA: T1N0M0                                                                T3N2M0 

IB : T2N0M0                                                                IIIB: T4 ou N3M0 

IIA : T1N1M0                                                              IV: M1 

IIB : T2N1M0  T3N0M0 
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Tableau 1 : Classification pTNM selon l’UICC 2002 (6ème édition) 

Classification TNM 

pT: tumeur primitive 

pT0: pas de tumeur. 

pTis: carcinome « in situ ». 

pT1: tumeur de 3 cm maximum sans invasion bronchoscopique d'une bronche souche. 

pT2: tumeur de plus 3 cm, ou envahissant une bronche souche à plus de 2 cm de la carène, ou 

envahissant la plèvre viscérale ou associée à une atélectasie ou une pneumonie obstructive. 

pT3: tumeur envahissant la paroi thoracique, le diaphragme, la plèvre médiastinale, pariétale, le 

péricarde pariétal ou située à moins de 2 cm de la carène ou associée à une atélectasie ou une 

pneumonie obstructive de tout un poumon.  

pT4: tumeur envahissant le médiastin, le cœur, les gros vaisseaux, la trachée, l'œsophage, le corps 

vertébral, la carène, associée à une pleurésie maligne, ou avec des nodules satellites dans le même 

lobe. 

pN: ganglions régionaux 

pN0: absence (après examen microscopique). 

pN1: métastase(s) ganglionnaire(s) péribronchique(s) ou périhilaire(s) ipsilatérale(s) ou 

intraparenchymateuse(s), incluant l'atteinte ganglionnaire par extension directe. 

pT2: métastase(s) ganglionnaire(s) médiastinale(s) ou sous carénaire(s) ipsilatérale(s). 

pT3: métastase(s) ganglionnaire(s) médiastinale(s) ou hilaire(s) controlatérale(s) ou susclaviculaire 

ipsi ou controlatérale. 

pM: métastase à distance 

pM0:  absence de métastase à distance. 

pM1:  métastase(s) à distance incluant des nodules satellites de deux lobes différents.
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I.3 Caractéristiques moléculaires de la carcinogénèse pulmonaire 

I.3.1 Carcinogénèse bronchique – une carcinogénèse multi-étape 

Les données épidémiologiques démontrent que relativement peu de personnes développant un 

cancer bronchique sont exposées à un carcinogène dans le cadre de leur profession. Environ 10 – 15 % 

des gros fumeurs développent un carcinome bronchique. Il apparaît donc que certains facteurs 

génétiques confèrent à certains fumeurs une plus grande susceptibilité au développement d’un cancer 

pulmonaire. 

Le cancer bronchique résulte de l'accumulation séquentielle, sur une période relativement longue, 

d'anomalies génétiques et épigénétiques qui dérégulent par étapes successives (carcinogénèse multi-

étape) les mécanismes de contrôle de la croissance des cellules épithéliales de l'arbre bronchique. Sur le 

plan morphologique, ces anomalies résultent d'une très forte instabilité génétique induisant une 

transformation progressive de l'épithélium normal bronchique en épithélium hyperplasique, dysplasique 

puis en carcinome "in situ" et carcinome invasif (Osada and Takahashi, 2002) (Figure 2). 

D'une manière générale, les altérations génétiques les plus précoces ne s'accompagnent pas de 

modifications morphologiques (Shivapurkar, et al., 2000). C'est seulement à la suite d'une accumulation 

d'un nombre critique d'anomalies génétiques que les stades morphologiques précoces peuvent être 

diagnostiqués (Thiberville, et al., 1995; Wistuba, et al., 2000). De plus, certains travaux suggèrent que 

ce n'est pas tant l'ordre des altérations que leur accumulation progressive qui détermine la transition vers 

des lésions au potentiel évolutif plus important (Figure 2). 

Ce modèle de carcinogénèse broncho-pulmonaire corrèle avec le modèle proposé par  Hanahan 

et Weinberg selon lequel les anomalies génétiques sont responsables de l’acquisition, par la cellule 

épithéliale normale, de six propriétés essentielles qui vont la transformer en cellule tumorale (Hanahan 

and Weinberg, 2000). 

(1) l'auto-suffisance (indépendance) vis-à-vis des facteurs de croissance qui permet aux cellules 

de rester dans un état de prolifération active et soutenue, 

(2)  l’insensibilité vis-à-vis des signaux inhibiteurs de croissance, 

(3)  la capacité d’échapper à la mort cellulaire programmée nommée apoptose, 

(4) l'acquisition d'un potentiel réplicatif illimité (échappement à la sénescence réplicative), 

(5) la capacité à induire un réseau de néovaisseaux ou néoangiogénèse, 

(6) la capacité de s’implanter à distance de son tissu d’origine – pouvoir métastatique. 
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Figure 2: Accumulation des altérations génétiques au cours de la carcinogénèse broncho-pulmonaire multi-
étape: exemple des carcinomes bronchiques non à petites cellules (CBnPC). 
Sous l’effet de l’exposition aux carcinogènes du tabac de nombreuses anomalies génétiques et épigénétiques 
s’accumulent et transforment progressivement l’épithélium bronchique normal en épithélium hyperplasique, 
métaplasique, displasique  puis en carcinome in situ et en carcinome invasif. Les conséquences biologiques d’une telle 
accumulation d’altérations génétiques et épigénétiques sont indiquées. 
M+  : métastases 
Adapté d’après Osada and Takahashi, 2002. 
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I.3.2 Aspects moléculaires du cancer broncho-pulmonaire 

L’homéostasie tissulaire est un mécanisme intime qui régule l’équilibre entre prolifération, 

différenciation et mort cellulaires, assurant le maintien de la structure et le fonctionnement d’un tissu. 

Au sein d’une population cellulaire normale, cette homéostasie nécessite l’expression équilibrée de 

gènes prolifératifs, favorisant la division et la survie cellulaire (proto-oncogènes) et de gènes 

antiprolifératifs (gènes suppresseurs de tumeurs) freinant le cycle cellulaire ou induisant l’apoptose. La 

rupture de cet équilibre au cours de la carcinogénèse bronchique est la conséquence d'une activité 

anormale de certains proto-oncogènes corrélée à l'inactivation de gènes suppresseurs de tumeur. 

I.3.2.1 Voies oncogéniques activées dans les cancers du poumon 

Les proto-oncogènes codent pour des gènes essentiels à la division cellulaire. Ils ont été 

identifiés pour la première fois chez les rétrovirus et sont responsables de leurs propriétés cancérigènes, 

mais leurs versions modifiées sont présentes dans toutes les cellules normales chez les mammifères. 

Dans les cellules tumorales, la modification de structure (altérations qualitatives) ou d’expression 

(altérations quantitatives) de ces gènes en réponse à des mutations, amplifications géniques, 

translocations chromosomiques ou à des anomalies épigénétiques conduit à leur activation constitutive 

sous la forme d’oncogènes. Les protéines produites par les proto-oncogènes ont des rôles variés. 

Certaines sont excrétées et sont des facteurs de croissance agissant à distance comme des hormones pour 

stimuler la prolifération de leurs cellules-cibles. D’autres sont des récepteurs de ces facteurs de 

croissance présents au niveau de la membrane cytoplasmique (par exemple c-erbB1 qui produit le 

récepteur de l’EGF (Epidermal Growth Factor)]. De nombreux proto-oncogènes (c-ras), sont impliqués 

dans les voies de signalisation et acheminent le signal de la membrane jusqu'au noyau où se prennent les 

décisions de prolifération ou de différenciation. Leur surexpression ainsi que celle de leurs récepteurs 

par les cellules tumorales sont à l’origine de boucles de croissance autocrines ou paracrines qui 

permettent d’acquérir une indépendance par rapport au milieu extracellulaire. Par exemple, la 

surexpression de facteurs de croissance impliqués dans l’angiogénèse incluant les cytokines VEGFs 

(Vascular Endothelial Growth Factor) (Brambilla, et al., 2000; Merrick, et al., 2005) et leurs récepteurs 

VEGFR1, VEGFR2, neuropilines 1 et 2 (Lantuejoul, et al., 2003) intervient de manière non négligeable 

dans le développement des cancers broncho-pulmonaires. Certains oncogènes sont capables d'induire 

(seul ou en coopération) la transformation tumorale, certains étant capable d'immortaliser les cellules (c-

myc) ou d'induire l'acquisition du phénotype tumoral (Ras). Le tableau 2 présente certains des 

oncogènes dont l'activation a été décrite dans les carcinomes pulmonaires. 
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Nom Fonction Mécanismes d'activation Fréquence de sure xpression 

C-         
erbB1 

Récepteur 
membranaire à 
tyrosine- kinase

*Mutation somatique -                              
31 % des adénocarcinomes                     
*Autre: dérégulation                             
transcriptionnelle et traductionnelle

45 à 90% des CBnPC

C-
erbB2/Neu

Récepteur 
membranaire à 
tyrosine- kinase

*Amplification génique             
*Mutation 4% ADC

20 % des adénocarcinomes 

K-ras Protéine G             
sous-membranaire                     
Transduction du            
signal de croissance

*Mutation somatique des codons      
12, 13 et 61

14 % des adénocarcinomes

c-Myc Facteur de 
transcription

*Amplification génique 5-15 % CPC                  
*Dérégulation transcriptionnelle

5 -10 % des CBnPC et                           
15 - 30 % des CPC

PI3         
kinase

Protéine kinase   sous-
membranaire   
Transduction du             
signal de croissance

*Amplification génique             
*Mutation somatique  4% des CBnPC

Bcl-2 Protéine                              
anti-apoptotique 

*Dérégulation transcriptionnelle et 
traductionnelle

10 - 35 % des CBnPC et                        
75 - 95 % des CPC

RB Facteur                          
antiprolifératif 

*Inactivation par délétion   ou mutation 
13q14                                       
*Inactivation par                                  
hyperphosphorylation dans CBnPC 

15 -30 % des CBnPC et                       
90 % des CPC

p53 Facteur de 
transcription

*Inactivation par mutation ou                 
délétion (perte d'hétérozygotie) 

50 % des CBnPC et                              
80 - 90 % des CPC

Oncogènes

Gènes suppresseurs de tumeur

Tableau 2: Exemple d'oncogènes  et de gènes suppresseurs de tumeur impliqués dans la carcinogénèse broncho-
pulmonaire. 
CBnPC: carcinome bronchique non à petite cellule 
CPC: carcinome à petites cellules 
ADC: adénocarcinome 
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I.3.2.2 Inactivation des voies de signalisation des gènes suppresseurs de 
tumeur dans les cancers bronchiques 

Les gènes suppresseurs de tumeur exercent à l'état normal une fonction régulatrice négative sur la 

prolifération cellulaire (Weinberg and van Eyck, 1991). Les produits de ces gènes sont capables de 

contrecarrer l'effet des oncogènes et d'inhiber le phénotype tumoral d’où leur nom de gènes suppresseurs 

de tumeur. De façon importante, l'inactivation des gènes suppresseurs de tumeur est l'une des étapes les 

plus précoces de la carcinogénèse bronchique.  

Ainsi, des délétions des régions chromosomiques 3p, 9p21, 13q14 et 17p13 sont souvent 

observées dans les lésions précédant la transformation des cellules épithéliales bronchiques en cellules 

tumorales. Ces données suggèrent l’importance de gènes suppresseurs de tumeurs situés dans ces 

régions génomiques pour la pathogénèse pulmonaire. En 9p21, 13q14 et 17p13 sont situés les gènes de 

p16INK4A /p14ARF, p15INK4B, RB et p53. Leurs protéines sont fonctionnellement liées au sein des deux 

grandes voies de signalisation p16INK4A/RB-E2F1 et p53/p14ARF-MDM2 (Osada and Takahashi, 2002; 

Sekido, et al., 2003) (Figure 3). Ces voies contribuent au bon déroulement du cycle cellulaire et au 

maintien de l’intégrité du génome en raison de leur implication au niveau des points de contrôle activés 

lors du passage entre les phases G1-S et G2-M du cycle cellulaire. Ces points de contrôle (checkpoints) 

sont des centres décisionnels dictant à la cellule son devenir  selon les signaux qu’elle reçoit (altération 

de l’ADN par exemple): progression dans le cycle cellulaire, arrêt du cycle pour réparation de l’ADN 

endommagé ou mort par apoptose si la cellule est incapable de réparer les lésions génomiques. Les voies 

de signalisation p53 et RB sont inactivées dans la quasi-totalité des cancers bronchiques (Tableau 2). 
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Figure 3: Altérations des voies suppressives de tumeur au cours de la carcinogénèse 
bronchique. 
Deux grandes voies de signalisation (p53/p14ARF et p16INK4A/RB), impliquées dans la 
carcinogénèse pulmonaire sont liées fonctionnellement par l’intermédiaire de p14 ARF et E2F1 et 
jouent un rôle très important dans les points de contrôle (checkpoints) du cycle et l’inhibition de la
croissance cellulaire. Des signaux de nombreux oncogènes ou facteurs de croissance sont aussi 
directement liés à ceux des deux voies. L’inactivation de ces voies permet à la cellule tumorale 
d’échapper à l’inhibition de la croissance et/ou à l’apoptose. 
Adapté d’après Osada and Takahashi, 2002. 
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a) La voie de signalisation p53/p14ARF

Le gène suppresseur de tumeur p53 est considéré comme l'un des gardiens du génome et joue un 

rôle important au niveau des points de contrôle (checkpoints) du cycle cellulaire. En réponse aux 

dommages de l’ADN induits par des carcinogènes, à l'hypoxie ou aux activations oncogéniques, p53 

transactive l'expression de gènes cibles comme p21/WAF1, mdm2 (hdm2 humain), gadd45, bax et

cycline G  conduisant à un arrêt en G1 du cycle cellulaire, à la réparation de l’ADN et/ou à la mort 

cellulaire programmée par apoptose (Lavin and Gueven, 2006; Osada, et al., 2002; Sekido, et al., 1998). 

Situé sur la région chromosomique 17p13, p53 est le gène le plus fréquemment muté ou délété dans les 

cancers humains et de nombreux travaux ont démontré que les altérations du gène p53 sont des 

phénomènes précoces au cours de la carcinogénèse broncho-pulmonaire. L'inactivation de p53 est 

observée dans 75 – 100 % des CPC et dans 47 % des CBnPC dont 51% des carcinomes malpighiens, 54 

% des carcinomes à grandes cellules et 39% des adénocarcinomes (Tammemagi, et al., 1999; 

Zochbauer-Muller, et al., 2002). Dans 60 à 80 % des cas, l'inactivation de p53 a lieu par perte 

d’hétérozygotie et mutations ponctuelles de l’allèle restant le plus souvent dans le domaine de liaison à 

l’ADN (Greenblatt, et al., 1994; Osada, et al., 2002; Sekido, et al., 2002).  

La protéine p53 a une courte demi-vie et est très faiblement exprimée dans les cellules normales, 

mais elle est stabilisée et surexprimée dans les cellules subissant des dommages génotoxiques. Des 

mutations "non sens" de p53 provoquent l'augmentation de la demi-vie de sa protéine conduisant à un 

niveau très élevé de la protéine détecté par immunohistochimie (IHC) dans les cellules cancéreuses 

pulmonaires. L’expression anormale de p53, détectée par IHC, est rapportée dans 40 – 70 % des CPC et 

40 – 60 % de CBnPC (Geradts, et al., 1999; Zochbauer-Muller, et al., 2002) 

Des altérations affectant les partenaires de p53 peuvent aussi conduire à une inactivation de la 

voie p53 et sont observées dans les tumeurs bronchiques. Le gène suppresseur de tumeur p14ARF

identifié comme ARF (Alternative Reading Frame) est situé dans le même locus que p16 INK4a sur le 

chromosome 9p21. Induit par des signaux oncogénique (Myc, RAS et E2F1), p14 ARF inhibe l’activité 

ubiquitine E3 ligase de MDM2 (HDM2) en le séquestrant dans le noyau (Honda and Yasuda, 1999). La 

perte de p14ARF a été décrite dans notre laboratoire par des techniques d’immunohistochimie, dans 25 % 

des adénocarcinomes et dans 30 – 40 % des carcinomes neuroendocrines de haut grade (Gazzeri, et al., 

1998). MDM2 (HDM2) est un proto-oncogène, amplifié et surexprimé très fréquemment dans les 

cancers. En interagissant avec p53, MDM2 réduit son niveau d’expression et conduit p53 vers la voie de

dégradation par le protéasome. Nous avons décrit la surexpression de MDM2 dans 30 % des cancers 

pulmonaires (Eymin, et al., 2002).  
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b) La voie de signalisation RB/p16INK4A dans les tumeurs bronchiques

La voie de signalisation p16INK4A /cycline D1/CDK4/RB est considérée comme une voie 

essentielle pour le contrôle de la transition entre les phases G1 et S du cycle cellulaire. Il a été démontré 

qu’au moins un de ces quatre gènes est muté ou fonctionnellement altéré dans les tumeurs humaines. 

Les deux protéines suppressives de tumeur affectées dans les cancers pulmonaires sont p16 INK4A (dans 

les CBnPC) et RB (dans les CPC).  

Des altérations de RB sont détectées dans  presque tous les CPC (>90 %). L'absence d'expression 

de RB attestée par son absence d'expression en immunohistochimie est majoritairement liée à la perte 

d'un allèle au niveau du locus 13q14 et aux altérations structurelles de l'autre allèle comprenant des

délétions, des mutations non-sens et/ou des anomalies de l'épissage (Gouyer, et al., 1998; Harbour, et al., 

1988; Hensel, et al., 1990). A l'inverse, la perte d'expression de RB est beaucoup plus rare dans les 

CBnPC (15 – 30 %) avec une fréquence plus considérable dans les stades avancés. Dans ces tumeurs, la 

voie de signalisation de p16INK4A–cycline D1-CDK4-RB est très souvent inactivée par mutation de 

p16INK4A (50 % des CBnPC) (Brambilla, et al., 1999; Sekido, et al., 1998). Dans la majorité des CBnPC, 

RB reste inactivée sous sa forme hyperphosphorylée, résultat de la perte de la protéine p16 INK4A. Enfin, 

des altérations oncogéniques et amplifications géniques portant sur la cycline D1, la kinase CDK4 ou la 

cycline E et conduisant à leur surexpression peuvent maintenir RB dans un état hyperphosphorylé 

inactif, favorisant la prolifération cellulaire (Brambilla, et al., 1999; Fukuse, et al., 2000; Sekido, et al., 

2002). 

A côté des anomalies touchant les voies RB/p53, la très haute fréquence de la perte allélique au 

niveau du bras court du chromosome 3 (3p) (90 % des CPC et 70 % des CBnPC) a permis d’identifier 

plusieurs gènes suppresseurs de tumeurs, candidats dans cette région du génome, parmi lesquels FHIT 

(Fragil Histidin Trial), RARβ (Retinoid Acid Receptor β), RASSF1 (Ras Association domain Family 1A), 

Robbo1/DUTT1(Roundabout 1/Deleted in U Twenty Twenty1), SEMA 3F et SEMA 3B (Semaphorin).  

 L'importance des voies de signalisation p53/RB et de leur inactivation au cours de la 

carcinogénèse bronchique nous à conduit depuis plusieurs années à étudier au sein du laboratoire les 

protéines situées à l'interface de ces voies et à analyser leur rôle potentiel au cours du développement 

tumoral. Dans ce contexte, je me suis intéressée au cours de mon travail de thèse à l'une de ces protéines 

d'interface - le facteur de transcription E2F1. C'est pourquoi dans une deuxième partie de mon 

introduction je vous présenterai cette protéine, ses fonctions biologiques, ainsi que la replacerai dans le 

contexte de la famille des facteurs de transcription E2F. 
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II LE FACTEUR DE TRANSCRIPTION E2F1 - UNE 
PROTEINE AMBIVALENTE 

II.1 La famille E2F 

II.1.1 La voie E2F/RB – une voie conservée au cours de l'évolution 

Les facteurs de transcription E2F sont les effecteurs directs de la voie des protéines de la famille 

RB. Depuis longtemps, ils sont connus pour être des régulateurs très importants de la transition des 

cellules en phase S du cycle cellulaire. De façon importante, des études plus récentes ont démontré que 

leurs fonctions s’étendaient au delà du contrôle de la transition G1/S. Actuellement, les facteurs de 

transcription de la famille E2F sont impliqués dans des activités biologiques diverses, en fonction du

contexte cellulaire et tissulaire et apparaissent tout autant capable d'induire que de réprimer la 

transcription, de stimuler ou d'inhiber l'apoptose, d'induire la différentiation ou la sénescence.  

Des homologues des protéines E2Fs et RB ont été décrits chez les insectes (Drosophila) 

(Dynlacht, et al., 1994; Ohtani and Nevins, 1994; Stevaux, et al., 2002), les vers (Ceol and Horvitz, 

2001; Page, et al., 2001), les grenouilles (Suzuki and Hemmati-Brivanlou, 2000) et chez différents 

espèces de plantes (Albani, et al., 2000; Ramirez-Parra, et al., 1999; Rossignol, et al., 2002). Toutes ces 

études montrent que la voie E2F/RB reste très conservée au cours de l'évolution biologique, prouvant 

l'importance de cette voie dans la signalisation de divers processus cellulaires. L'organisation de la voie 

de signalisation E2F/RB est plus simple chez les insectes. Par exemple, la drosophile possède seulement 

deux gènes pour E2F (dE2F1 et dE2F2), un gène DP (dDP) et deux gènes homologues RB (RBF1 et 

RBF2). La simplicité d'organisation et de fonctionnement génétiques chez les organismes eucaryotes a 

permis de faciliter la compréhension des fonctions biologiques exercées par les facteurs E2F et de mettre 

en évidence de nouveaux rôles pour ces protéines qui ont ensuite été vérifiés dans les cellules de 

mammifères. 
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II.1.2 Les membres de la famille E2F chez l’Homme 

Le premier membre de la famille des facteurs de transcription E2F est notre facteur d’intérêt 

E2F1. Il a été découvert en 1986 (Kovesdi, et al., 1986; La Thangue and Rigby, 1987; Yee, et al., 1987) 

et a été isolé par trois groupes indépendants sur la base de sa capacité à se lier au promoteur du gène 

adénoviral E2 et à l'activer. Le gène e2f1 est situé sur le bras long du chromosome 20 (20q11.2) et 

contient 7 exons. Il code pour une protéine nucléaire de 437 acide aminés dont le poids moléculaire est 

de 60kD (Neuman, et al., 1996). La protéine E2F1 interagit directement avec RB (Helin, et al., 1992; 

Kaelin, et al., 1992; Shan, et al., 1992; Weinberg, 1995). 

Depuis la découverte de E2F1, la famille des facteurs E2F s'est élargie et actuellement elle 

comprend huit membres (E2F1 – E2F8) chez l'homme (Figure 4). Les six premiers membres de la 

famille sont les mieux décrits et étudiés aujourd'hui. Ils possèdent des domaines communs et fortement

conservés au cours de l'évolution dont un domaine N-terminal de liaison à l'ADN, un domaine de 

dimérisation avec les membres de la famille " Differentiation regulated transcription factors Protein"

(DP), suivis d'une région appelée "marked box", impliquée dans la dimérisation et les interactions entre 

les protéines E2F1-5 et leurs différents partenaires. Dans la partie C-terminale de ces protéines se trouve 

le domaine de transactivation comprenant la région de liaison aux protéines de la famille RB. Les 

domaines de liaison à l'ADN et de dimérisation sont bien conservés dans la structure de la protéine 

E2F6, mais elle ne possède pas de domaine de transactivation et ne fait pas de complexe avec les 

protéines RB. Cette protéine exerce son activité biologique en interagissant avec des membres du 

complexe polycomb (PcG) (DeGregori and Johnson, 2006; Trimarchi, et al., 2001; Tsantoulis and 

Gorgoulis, 2005). D'autres différences structurales consistent en la présence d'un domaine nécessaire à la 

localisation nucléaire des protéines E2F1-3, nommé NLS (Nuclear Localisation Signal) et d'un domaine 

de liaison à la Cycline A, tous deux situés dans la partie N-terminale des protéines.  

Le groupe de Leone a identifié deux protéines E2F3, nommées E2F3a et E2F3b, résultat d'un 

épissage alternatif (Leone, et al., 2000). La protéine courte E2F3b ne possède pas de domaine 

interagissant avec la Cycline A et se distingue par une activité biologique différente de E2F3a. 

Récemment, le rôle redondant joué par ces deux formes dans le contrôle de la prolifération cellulaire a 

été démontré (Chong, et al., 2009). L'absence de NLS dans les protéines E2F4 et E2F5 est compensée 

par l'existence d'un autre domaine nommé NES (Nuclear Export Signal). Ce domaine assure 

l'hétérodimérisation des deux protéines avec les protéines DP et leur translocation dans le noyau 

(Tsantoulis and Gorgoulis, 2005; Verona, et al., 1997). La présence de tels signaux de localisation assure 

une translocation continue noyau-cytoplasme permettant de moduler l'activité des protéines E2F4/E2F5 

d'une manière dépendante du cycle cellulaire.  
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Figure 4: Caractéristiques structurales des protéines de la famille E2F et de leurs partenaires les protéines DP. 
Tous les E2Fs contiennent des domaines homologues de liaison à l’ADN (en rouge). Les « activateurs » E2F1-3 
possèdent un domaine NLS (Nuclear Localization Signal) (en bleu), un domaine de transactivation (en gris) 
comprenant des séquences nommées « Marked Box »(MB), une région de liaison avec les protéines de la famille RB
(en bleu foncé). Les « répresseurs » E2F4 et E2F5 à l’inverse présentent un domaine NES (Nuclear Export Signal) 
(en bleu clair). Les protéines E2F6, 7 et 8 ne possèdent pas de domaine de transactivation, ni de région liant RB. C’est 
pourquoi elles exercent leur activité répressive d’une manière indépendante de RB probablement comme 
homodimères.  
Adapté d’après DeGregori and Johnson, 2006; Dimova and Dyson, 2005; Iaquinta and Lees, 2007; McClellan and 
Slack, 2007; Tsantoulis and Gorgoulis, 2005. 

Les protéines E2F1-6 créent des dimères avec l’un des membres DP (DP1, DP2/3, DP4) en 

formant des complexes transcriptionnels fonctionnels qui lient l'ADN et les protéines RB avec une très

haute affinité. La fonction de chaque hétérodimère E2F-DP est déterminée par le membre E2F qui 

participe à ce complexe. Les protéines DP possèdent une homologie structurale significative avec les 

protéines E2F, en raison de leur domaine de liaison à l'ADN et de leur domaine de dimérisation. Le rôle 

des différentes protéines DP dans la modulation de l'activité des E2Fs n’est pas encore complètement 

compris. Cependant, la présence d’un domaine NLS (Nuclear Localization Signal) sur la protéine DP2 et 

son absence sur DP1 pourrait contribuer à la localisation subcellulaire des E2Fs dans le noyau. 

Les protéines E2F7 et E2F8 sont les derniers membres décrits de la famille E2F. Elles possèdent 

une structure particulière avec un deuxième domaine de liaison à l’ADN (DBD) à la place du domaine 

de dimérisation. E2F7 et E2F8 sont capables de se lier sur l’ADN en absence d’interaction avec les 

protéines DP et leur deuxième domaine DBD permettrait l’affinité des deux protéines sur l’ADN.  
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II.1.3 Activités régulatrices de la transcription des membres de la famille 
E2F 

Les membres de la famille E2F sont divisés en quatre groupes fonctionnels basés sur leurs 

propriétés transcriptionnelles, leur mode de distribution au cours du cycle cellulaire, leurs 

caractéristiques structurales et leur affinité d'interaction avec les membres de la famille des protéines RB 

(Figure 5).  

Figure 5: Les différents sous-groupes de la famille E2F. 
La famille E2F peut être divisée en quatre sous-groupes en fonction de leur régulation par la famille des 
protéines RB et les complexes de remodelage de la chromatine, ainsi que de leur activité biologique. 
PcG: Protéines polycomb 
Adapté d'après Attwooll, et al., 2004; Dimova and Dyson, 2005; Stevaux and Dyson, 2002. 

En général, les protéines E2F1, E2F2 et E2F3a sont considérées comme des 

membres« activateurs » sur la base de leur capacité potentielle à activer la transcription de gènes cibles 

et à s’accumuler à la fin de la phase G1 et au début de la phase S d’une manière dépendante du cycle 

cellulaire. Ces protéines interagissent exclusivement avec RB et sont périodiquement exprimées au 

cours du cycle. Le deuxième groupe, dénommé « membres répresseurs », comprend les protéines 

E2F3b, E2F4, E2F5, E2F6, E2F7 et E2F8. En raison des caractéristiques structurales de chaque membre 

de cette famille plusieurs types de complexes répresseurs pourraient exister: (1) des complexes E2F/DP

interagissant avec les membres de la famille RB, (2) des complexes E2F/DP agissant d'une manière 

indépendante de la famille RB, (3) des complexes E2F qui répriment la transcription indépendamment 

des protéines DP et/ou RB (Dimova and Dyson, 2005). Dans les cellules quiescentes ou au début de la 

phase G1, E2F3b, E2F4 et E2F5 se lient sur les promoteurs de leurs gènes cibles et recrutent différentes 
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protéines de la famille RB entraînant une répression transcriptionnelle de ces gènes. Les membres de ce 

groupe sont exprimés de façon constante au cours du cycle. L'inactivation de E2F4 et E2F5 chez la 

souris montre un rôle important de ces facteurs au cours de la différenciation (Humbert, et al., 2000;

Lindeman, et al., 1998). Les protéines E2F6, E2F7 et E2F8 agissent aussi comme des répresseurs 

transcriptionnels mais elles répriment l’activité du promoteur de leurs gènes cibles par un mécanisme 

indépendant de la famille RB. E2F6 participe à la répression de gènes dont le niveau d’expression 

diminue à la fin de phase S du cycle. Son haut niveau d'expression, détecté dans les cellules quiescentes, 

peut empêcher la réentrée des cellules en division et son inactivation chez la souris montre son rôle 

potentiel dans certaines étapes du développement précoce (Storre, et al., 2002). Cette protéine exerce sa 

fonction en association avec les répresseurs transcriptionnels de la famille Polycomb suggérant que 

E2F6 pourrait être impliqué dans la régulation de gènes Hox (Gould, 1997; Ogawa, et al., 2002; 

Trimarchi, et al., 2001). De plus, plusieurs études suggèrent un rôle de E2F6 dans le contrôle 

d’expression de gènes suppresseurs de tumeur régulant la structure chromatinienne, parmi lesquels 

BRCA1 (Oberley, et al., 2003). Les protéines E2F7 et E2F8 sont encore mal connues mais elles exercent 

probablement leur activité répressive d’une manière analogue à celle de E2F6 (DeGregori and Johnson, 

2006; Iaquinta and Lees, 2007). De part leur effet répresseur sur des gènes cibles du cycle cellulaire, 

elles seraient impliquées dans la régulation de la croissance cellulaire (Christensen, et al., 2005; Logan, 

et al., 2005).  

Malgré ces deux sous-groupes, il semble aujourd’hui que la classification des membres de la 

famille E2F en « activateurs » ou « répresseurs » de la transcription soit beaucoup trop simpliste et ne 

reflète pas les dynamiques du contrôle transcriptionnel dépendant des E2Fs. Ainsi, des données issues 

des analyses « microarray » démontrent que la surexpression de membres activateurs comme E2F1 

provoque la répression d’un certain nombre de gènes cibles (Muller, et al., 2001; Young, et al., 2003). 

En outre, E2F1 s’associe avec la protéine RB au sein d’un complexe répresseur de la transcription au 

niveau des promoteurs de divers gènes cibles en fin de phase G1 et S (Iwanaga, et al., 2006). Dans 

certains cas, E2F1 agit aussi comme répresseur transcriptionnel par un mécanisme direct et indépendant

de RB (Koziczak, et al., 2000; Koziczak, et al., 2001). D’autre part, la surexpression des protéines E2F4 

et E2F5 peut conduire à leur interaction avec certains co-activateurs transcriptionnels. Dans ce contexte, 

ces protéines connues comme répresseurs transcriptionnels deviennent capables de stimuler l’activité 

des promoteurs de gènes cibles des E2Fs (Balciunaite, et al., 2005; Wells, et al., 2003). Enfin, des 

modèles d’études utilisant différents mutants suggèrent aujourd’hui que l’une des fonctions des 

protéines « activatrices » E2F1-3a pourrait être l’occupation de sites au niveau des promoteurs afin 

d’empêcher la fixation des E2Fs répresseurs (Rowland and Bernards, 2006) (Figure 6). 
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Figure 6: Mécanismes d’activation versus répression de la transcription dépendante des facteurs E2Fs.  
Il a été montré que la perte des protéines E2F1-3 entraînait une diminution de l’expression de leurs gènes 
cibles. Deux mécanismes peuvent être envisagés pour expliquer cet effet : (1) par perte directe d’une 
activité transactivatrice ; (2) par occupation des promoteurs ciblés par les membres répresseurs (E2F4 –
E2F8) laissant suggérer que les membres activateurs ont pour fonction d’empêcher la répression de la 
transcription de leurs gènes cibles par les complexes répresseurs contenant les membres E2F4, 5, 6, 7 ou 8. 
Pc-G : protéines Polycomb 
D’après Rowland and Bernards, 2006.  

D’une manière générale, il est donc probable que l’effet activateur ou répresseur des protéines 

E2Fs dépend du type de promoteur ciblé et du contexte cellulaire et/ou tissulaire et qu’une telle 

régulation n’est pas uniquement mise en jeu au cours de la progression dans le cycle cellulaire. Ainsi, la 

capacité transactivatrice des membres activateurs pourrait être nécessaire à la réentrée dans le cycle des 

cellules quiescentes mais non essentielle pour le cycle suivant, ou impliquée dans d’autres processus 

biologiques tels que l’induction de l’apoptose. 



INTRODUCTION : II. E2F1 - une protéine ambivalente 

37 

II.2 Activités biologiques des E2Fs et régulation de leur fonction  

Les membres de la famille E2F ont d'abord été reconnus pour leur rôle important dans la 

progression du cycle cellulaire. De très nombreux gènes potentiellement régulés par E2F ont été par la

suite découverts grâce à l'utilisation de puces à ADN (Iwanaga, et al., 2006; Muller, et al., 2001; Ren, et 

al., 2002) et de la technique d'immunoprécipitation de la chromatine (Lavrrar and Farnham, 2004; 

Takahashi, et al., 2000). Ainsi, la complexité des fonctions biologiques des facteurs E2F est attestée par 

le nombre grandissant de gènes cibles identifiés (Tableau 3). De plus, s'il existe des redondances 

fonctionnelles des activités E2F, des spécificités de fonction ont été nettement mises en évidence par les 

phénotypes variés résultant de l'inactivation chez la souris de chaque facteur ou d'un sous-groupe de 

facteurs (DeGregori and Johnson, 2006). Dans le chapitre suivant, les données actuelles concernant les

fonctions biologiques de E2F1 seront plus particulièrement abordées. 

Tableau 3: Exemples de gènes cibles de E2F1 l'impliquant dans des processus cellulaires variés. 
En circonstances normales, E2F1 régule l’expression des gènes nécessaires à la progression du cycle 
cellulaire dont les gènes cycline E, thymidilate synthetase (TS) et Cdc6. En réponse aux dommages 
de l’ADN, E2F1 est phosphorylé par les kinases ATM/ATR et CHK2 et ainsi stabilisé. Les 
modifications post-traductionnelles (phosphorylation, acétylation) de la protéine E2F1 en réponse 
aux dommages de l’ADN permettent l’activation de différents gènes impliqués dans l’induction de 
l’apoptose (Apaf-1, p14ARF). La spécificité d’interaction de E2F1 avec ses différents gènes cibles 
pourrait dépendre du type tissulaire et/ou du type de voie de signalisation engagés (Attwooll, et al.,
2004; Dimova and Dyson, 2005). 

Transition                     
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Synthèse                            
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II.2.1 E2F1 et contrôle du cycle cellulaire 

II.2.1.1 E2F1 – une protéine clé du passage en phase S 

 La capacité de E2F1 à réguler la transition G1/S et l'entrée en phase S du cycle cellulaire a été 

démontrée par des études réalisées "in vivo" et "in vitro" en condition de surexpression et/ou de perte de 

fonction, grâce aux modèles animaux, et aussi par l'analyse après immunoprécipitation de la chromatine

des différents complexes E2Fs formés au niveau des promoteurs de ses gènes cibles. Chez la 

Drosophile, la surexpression de E2F1 induit une entrée ectopique des cellules en phase S (Asano, et al., 

1996; Du, et al., 1996). Inversement, chez les drosophiles mutantes pour e2f1, l’absence d’expression de 

la protéine E2F1 endogène perturbe la transition des cellules en phase S et retarde la croissance 

cellulaire (Brook, et al., 1996; Duronio, et al., 1995; Frolov, et al., 2001). De la même façon, la 

neutralisation de dE2F1 par ARN interférence inhibe la réplication de l'ADN et provoque l’arrêt des 

cellules en phase G1 (Dimova, et al., 2003; Frolov, et al., 2003). Chez les mammifères, il a été montré 

que la surexpression de E2F1 dans des cellules quiescentes conduit à l'entrée en phase S (Kong, et al., 

2007). De plus, la surexpression de E2F1 entraîne une entrée prématurée en phase S de fibroblastes 

murins immortalisés en l'absence de sérum (DeGregori, 2006; Johnson, 1995; Lukas, et al., 1996). 

Cependant, la surexpression de E2F1 ne conduit pas toujours à l'entrée des cellules en phase S. Dans 

certains cas, E2F1 pourrait aussi inhiber la réplication de l’ADN en réponse au traitement par les gamma 

radiations (DeGregori, et al., 1995; He, et al., 2000). De plus, il a été démontré dans des fibroblastes 

primaires humains que la surexpression de E2F1 pouvait induire la sénescence des cellules (Dimri, et al., 

2000) ou l'apoptose (DeGregori, 2002; Trimarchi and Lees, 2002). Ces résultats suggèrent que la 

capacité de E2F1 à induire la transition des cellules en phase S pourrait dépendre du contexte cellulaire 

(cellules normales versus immortalisées par exemple).  

 A côté de son rôle au cours du passage en phase S, E2F1 participe aussi au contrôle de la 

transition G2/M via l'induction d'un certain nombre de gènes impliqués dans le processus mitotique. De

façon intéressante, l’activité transcriptionnelle de E2F1 diminue au cours de la phase S et cette inhibition 

permet le passage en phase G2 du cycle cellulaire (Krek, et al., 1995). 
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II.2.1.2 Mécanismes moléculaires de contrôle de l'activité de E2F1au cours 
du cycle cellulaire 

 Sur le plan moléculaire, l'activité de E2F1 au cours du cycle cellulaire notamment est finement 

régulée par son interaction avec différents partenaires protéiques, mais aussi par des modifications post-

traductionnelles (Figure 7). 

Figure 7: Transition G1/S du cycle cellulaire. 
La transition entre les phases G1 et S du cycle cellulaire est contrôlée par la voie RB/E2F1. En fin de 
phase G1, la phosphorylation séquentielle de RB par les complexes cycline D/cdk4/6 et Cycline 
E/cdk2 (cycline dépendantes kinases) conduit à la dissociation des complexes RB/E2F1. RB est 
maintenu sous une forme hyperphosphorylée inactive jusqu'en fin de phase S. Au moment de la 
transition G1/S, E2F1 est phosphorylée par le complexe cycline D/cdk4/6 (Fagan, et al., 1994; Mann 
and Jones, 1996), acétylée par CBP et p300 (Martinez-Balbas, et al., 2000; Tsantoulis and Gorgoulis, 
2005), ce qui a pour effet d'accroître sa stabilité et d'empêcher sa liaison à pRB permettant ainsi 
l'accumulation de formes libres de E2F1 au point de transition G1/S. Ces étapes sont régulées 
négativement par les inhibiteurs des complexes cycline-cdk p16INK4A et p21WAF1. 
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a) Répression de la transcription dépendante de E2F1 par la protéine RB 

 L'interaction de E2F1 avec la protéine RB contrôle étroitement son activité au cours du cycle 

cellulaire (Figure 7). Durant les phases G0 et G1, RB maintient E2F1 sous une forme transcriptionnelle 

inactive par deux mécanismes différents: (i) un mécanisme dit de "répression passive" et (ii) un 

mécanisme dit de "répression active" (Figure 8). A l'heure actuelle, il est impossible de préciser quel 

mécanisme est préférentiellement utilisé par les cellules dans le contrôle du cycle cellulaire normal.

Dans le premier cas, l'interaction de RB avec les hétérodimères E2F-DP masque les sites de recrutement

des complexes de pré-initiation de la transcription, situés dans le domaine C-terminal de E2F1, par des 

encombrements allostériques (Flemington, et al., 1993; Helin, et al., 1993; Ross, et al., 1999). Ce 

processus prévient le recrutement par l'hétérodimère E2F-DP de facteurs de transcription comme TFIID, 

aussi bien que des co-activateurs transcriptionnels comme p300/CBP, GCN5, TRAPP, Tip60 et 

ACTR/AIB1 (Ross, et al., 1999; Taubert, et al., 2004; Trouche, et al., 1996). 

Figure 8: Mécanismes de répression de la transcription dépendante de E2F1, médiée par RB. 
RB régule la transcription dépendante de E2F1 par au moins deux grands mécanismes : 
a) RB lie le domaine de transactivation de E2F1 et bloque son activité transactivatrice. C'est le 
mécanisme dénommé « répression transcriptionnelle passive ».  
b) Le recrutement de protéines de remodelage de la chromatine (HDAC, SWI/SNF) par RB au sein 
du complexe E2F-DP-RB favorise la condensation de l’ADN et permet une répression 
transcriptionnelle dite active au niveau des promoteurs des gènes cibles de E2F1. 
Adapté d’après Bell and Ryan, 2004. 
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L'accessibilité des facteurs de transcription à l'ADN est régulée au moins en partie par des 

modifications épigénétiques telles que l'acétylation ou la méthylation des extrémités N-terminales des

histones. Ces protéines s'associent sous forme d'octamère pour construire la charpente de l'unité 

chromatinienne, le nucléosome, et leurs modifications post-traductionnelles régulent le degré de 

compaction de la chromatine. Ainsi, d'une façon générale, une chromatine hypoacétylée est inactive 

transcriptionnellement alors qu'une chromatine acétylée est dite permissive à la transcription. Dans le 

second cas, une modulation du niveau d'acétylation des histones médiée par RB au niveau des gènes 

cibles de E2F1 est impliquée dans la répression transcriptionnelle. Ainsi, RB convertit l'activité de 

l'hétérodimère E2F-DP d'activateur en répresseur actif de la transcription via le recrutement sur les 

promoteurs des gènes cibles de E2F1 d'un grand nombre de facteurs de modification et de remodelage 

de la chromatine (Frolov and Dyson, 2004; Zhu, 2005). La spécificité du co-répresseur recruté par le 

complexe E2F-RB dépend du gène cible et du contexte cellulaire (cellule quiescente ou différenciée, par 

exemple) (Balciunaite, et al., 2005; Chen, et al., 2002; Dahiya, et al., 2001).  

L'acétylation des histones H3 et H4 par les HATs (Histone Acetyl Transferase) est un processus 

rendu rapidement réversible par les enzymes histone déacétylases (HDAC). RB et ses homologues p107 

et p130 interagissent avec les HDACs 1, 2 et 3 et les recrutent sur les promoteurs des gènes cibles pour 

en induire leur répression (Brehm, et al., 1998; Ferreira, et al., 1998; Luo, et al., 1998; Magnaghi-Jaulin, 

et al., 1998; Zhang, et al., 2000). Les protéines HDACs s'associent soit directement à RB grâce à leur

motif consensus de liaison LXCXE, soit indirectement par l'intermédiaire de protéines adaptatrices telles 

que RBP1 (Lai, et al., 1999). 

Les modifications covalentes par méthylation des histones H3 et H4 coïncident, en fonction du 

résidu méthylé, soit à une activation de la transcription, soit au contraire à l'induction d'une 

hétérochromatine inaccessible à la machinerie transcriptionnelle. Des travaux récents suggèrent aussi un 

rôle de la méthylation des histones dans la répression de certains gènes de E2F1 médiée par les protéines 

RB, impliquant des méthyltransférases de classes différentes telles que SUV39H 1 (Nielsen, et al., 2001) 

et PMRT 5 (Fabbrizio, et al., 2002). 

La structure de la fibre chromatinienne peut être également modifiée par des complexes de 

remodelage de la chromatine, qui utilise l'énergie de l'hydrolyse de l'ATP pour diminuer la force 

d'interaction entre l'ADN et les histones (Narlikar, et al., 2002). BRG1 et hBRGM, homologue humains 

du complexe de remodelage SWI/SNF chez la levure ont été impliqués dans l'arrêt de la croissance 

cellulaire (Dunaief, et al., 1994) et dans la répression de la transcription de gènes cibles de E2F1 

(Trouche, et al., 1997) médiée par RB. Ces données sont néanmoins remises en cause par des travaux de 

Kang et son équipe (Kang, et al., 2004) montrant qu'une interaction directe RB/BRG1 n'est pas 

nécessaire à l'arrêt de croissance et à la répression de la transcription de gènes cibles de E2F. 
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De manière intéressante, E2F1 peut aussi activement réprimer la transcription de certains gènes 

cibles de manière indépendante de RB (Koziczak, et al., 2000; Koziczak, et al., 2001; Liu, et al., 2004; 

Muller, et al., 2001). Cette répression transcriptionnelle nécessite une synthèse protéique de novo, 

plaidant en faveur de l'implication d'autres répresseurs transcriptionnels dans cette inhibition. 

b) Activation de la transcription dépendante de E2F

Au moment de la transition G1/S du cycle cellulaire ou de la réentrée en cycle de cellules 

quiescentes, le complexe E2F/RB est dissocié en réponse à la phosphorylation séquentielle RB par les 

complexes cycline D/CDK 4/6 et cycline E/CDK 2 (Figure 7). Il existe alors une accumulation de 

molécules E2Fs "libres" qui corrèle avec une activation de la transcription dépendante de E2F.  

A ce stade, la protéine E2F1 est aussi phosphorylée par le complexe cycline D/CDK 4/6 sur les 

sérines en position 332 et 337 (Fagan, et al., 1994; Mann and Jones, 1996). Ces phosphorylations 

augmentent sa stabilité et empêchent sa liaison à RB. E2F1, par une boucle de rétrocontrôle positive, est 

alors capable d'induire sa propre expression, ce qui représente un niveau supplémentaire de régulation de 

son activité au cours de la progression dans le cycle cellulaire. 

 Afin de former des complexes activateurs de la transcription, E2F1 recrute sous sa forme libre, 

non complexée à RB, différentes protéines dotées d'une activité histone acétyl-transferase (HATs), dont 

les protéines CBP, p300 et P/CAF qui induisent une hyperacétylation des histones H3 et H4 au niveau 

des promoteurs des gènes cibles de E2F1 et corrèlent avec l'activation de la transcription médiée par 

E2F1 (Martinez-Balbas, et al., 2000; Trouche and Kouzarides, 1996). Plus récemment, une interaction 

de E2F1 avec Tip 60, une HAT de la classe MYST, différente de CBP, a été décrite dans un modèle de 

surexpression. L'expression ectopique de E2F1 induit, dans ce système, le recrutement d'un complexe 

comprenant Tip 60 et quatre autres partenaires (TRRAP, p400, Tip 48 et Tip 49) au niveau de 

promoteurs régulés par E2F. De façon intéressante, l'acétylation de E2F1 par p300/CBP (Marzio, et al.,

2000; Morris, et al., 2000; Trouche and Kouzarides, 1996) ou Tip60 (Taubert, et al., 2004) a été décrite 

comme stimulant son activité transactivatrice. Le rôle de cette acétylation dans le contexte du cycle 

cellulaire reste à démontrer. 

Enfin, d'autres types de protéines, telles que SP1, un facteur de transcription induit par les 

signaux mitogènes (Karlseder, et al., 1996; Lin, et al., 1996), le facteur de transcription GABP gamma 1 

(Hauck, et al., 2002) ou des facteurs de croissance (Black and Azizkhan-Clifford, 1999) interagissent 

spécifiquement avec E2F1 et régulent la transcription au niveau de promoteurs qui ne comportent pas les 

élément consensus classiques de E2F. 
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c) Inactivation de E2F1 

En fin de phase S, le complexe cycline A/CDK 2 interagit avec E2F1, via son domaine de liaison 

à la cycline A (Adams, et al., 1996; Dynlacht, et al., 1997; Peeper, et al., 1995; Xu, et al., 1994). Le 

complexe cycline A/CDK2 induit parallèlement la phosphorylation du cofacteur DP, induisant la 

dissociation de l'hétérodimère E2F1/DP et la phosphorylation de E2F1 lui-même sur un résidu serine en 

position 375. Cette phosphorylation diminue ainsi la capacité de liaison de E2F1 à l'ADN (Mundle and 

Saberwal, 2003). Des données expérimentales avec un mutant de E2F1 incapable d'interagir avec le 

complexe cycline A/CDK 2 suggèrent que l'inhibition de l'activité E2F1 est importante pour l'entrée en

phase G2/M (Krek, et al., 1995).  

La voie de dégradation des protéines par le protéasome contrôle le turn-over de nombreuses 

protéines du cycle cellulaire (Hershko and Ciechanover, 1998). La protéolyse médiée par la voie du 

protéasome implique deux étapes: une étape de polyubiquitination des substrats suivie par la dégradation 

des protéines ubiquitinylées par le complexe du protéasome 26S (Hochstrasser, 1996). Le niveau 

d'expression de E2F1 est également contrôlé en seconde partie de phase S et en phase G2 du cycle 

cellulaire par sa dégradation par la voie du protéasome. Dans ce contexte, l'interaction directe de RB

dans la région C-terminale de E2F1 le protège efficacement de la dégradation (Campanero and 

Flemington, 1997) et allonge de plus de deux fois la demi-vie du facteur. L'induction de l'expression de 

p14ARF (ou de son homologue murin p19ARF) ou de MDM2 entraîne en retour l'induction de la 

dégradation de E2F1 par le protéasome (Lin, et al., 2001; Mundle and Saberwal, 2003). A l'inverse, des

modifications post-traductionnelles à type de phosphorylation ou d'acétylation contribuent également à

induire la stabilité et/ou l'accumulation de E2F1 "libre" dans la cellule par diminution de sa dégradation 

(Loughran and La Thangue, 2000). 
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II.2.2 E2F1 et réponse aux dommages de l’ADN  

 De nombreux travaux ont mis en évidence l’existence d’un lien étroit entre la voie E2F/RB et les 

voies de signalisation engagées au cours de la réponse cellulaire aux dommages de l’ADN (Berkovich 

and Ginsberg, 2003; Muller, et al., 2001; Ren, et al., 2002). Ainsi, une augmentation rapide du niveau

protéique de E2F1 est observée dans des lignées cellulaires tumorales variées mais également dans des 

systèmes de cultures primaires (fibroblastes, thymocytes murins) traités par divers agents créant un 

stress génotoxique (Stevens and La Thangue, 2004) et ceci indépendamment du statut des protéines RB 

et p53. De manière analogue à p53, cette induction de E2F1 est liée à une augmentation de la stabilité de 

la protéine en réponse à diverses modifications post-traductionnelles visant à limiter son turnover. Dans 

la voie de signalisation de réponse aux dommages de l’ADN, les kinases ATM/ATR (Ataxia 

Telangiectasia Mutated/Ataxia Telangiectasia and Rad3 Related) agissent très en amont, comme des 

détecteurs des lésions et initient une cascade de phosphorylation sur les effecteurs incluant entre autre, 

les kinases CHK1 et CHK2 (Checkpoint Kinase). Il a été décrit une phosphorylation de E2F1 sur son 

résidu sérine en position 31 par les protéines kinases ATM/ATR (Lin, et al., 2001) et/ou en position 364 

par la kinase CHK2 (Stevens, et al., 2003). E2F1 est également la cible d’acétylation sur différents 

résidus lysine par PCAF, dont l’activité HAT est stimulée en réponse aux dommages sur l’ADN. De 

plus, le traitement des cellules par un inhibiteur de la topoisomérase II (étoposide), induit une 

acétylation de E2F1 sur les résidus lysine 873/874 dans la région C-terminale incluant un site de liaison 

à RB. Ce domaine a été identifié dernièrement comme une nouvelle région d’interaction et de contrôle 

de l’activité de E2F1 (Rubin, et al., 2005). Cette double acétylation a pour conséquence d’empêcher 

l’interaction RB/E2F1 et d’activer E2F1 (Markham, et al., 2006). L’ensemble de ces données suggère 

que les processus d’acétylation de E2F1 et/ou de ses partenaires directs pourraient jouer un rôle 

important au cours de la réponse cellulaire aux dommages de l’ADN, en régulant à la fois la stabilité et 

l’activité de E2F1. Dans ce contexte, E2F1 devient capable d'activer les points de contrôle engagés dans 

la réponse aux dommages de l’ADN en transactivant des gènes cibles tels que les kinases ATM, CHK2 

(Powers, et al., 2004; Rogoff, et al., 2004) et CHK1 (Urist, et al., 2004). De plus, un rôle direct de la 

protéine E2F1 dans les processus de recombinaison/réparation de l’ADN a été proposé (Liu, et al., 

2003). Depuis, d’autres résultats de la littérature sont venus renforcer cette hypothèse et montrent, à la 

fois dans un système de lignées cellulaires, mais aussi « in vivo » dans un modèle murin nullizygote 

qu'E2F1 est capable d’activer des points de contrôle, de stimuler le processus de réparation de l’ADN 

tout en induisant une résistance cellulaire à l’apoptose (Berton, et al., 2005; Wikonkal, et al., 2003) 

(Figure 9). 

 Parallèlement, de multiples données convergent vers le fait que l’accumulation de la protéine 

E2F1 en présence d'un stress génotoxique peut aussi engager les cellules vers l’apoptose de manière 
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dépendante ou non de p53 (Hong, et al., 2006; Hsieh, et al., 2002; Stevens, et al., 2003). Ainsi, les 

thymocytes E2F1-/- sont moins sensibles à l’étoposide (Lin, et al., 2001) et la neutralisation de E2F1 par 

ARN interférence dans ces cellules en culture diminue leur sensibilité à l’apoptose en réponse à la 

chimiothérapie (Urist, et al., 2004). De plus, Rogoff et coll. ont montré dans un modèle de fibroblastes 

humains non transformés que cette propriété serait spécifique à E2F1 parmi les membres de la famille 

E2F (Rogoff, et al., 2004). 

 L’ensemble de ces constatations va donc dans le sens d’un rôle possiblement important de E2F1 

au cours de la réponse aux dommages de l’ADN et ambivalente en terme de réponse thérapeutique aux 

drogues cytotoxiques. En effet, si E2F1 est capable d’activer la réparation de l’ADN endommagé, il 

pourrait être un facteur contribuant à la chimiorésistance des cellules tumorales. A l’inverse, sa capacité 

à induire l’apoptose en réponse à des lésions de l’ADN pourrait sensibiliser les cellules tumorales aux 

chimiothérapies. Dans ce cas, des essais précliniques ont montré la capacité de E2F1 à potentialiser les 

effets anti-tumoraux de divers agents cytotoxiques (Dong, et al., 2002; Gomez-Manzano, et al., 2001; 

Ma, et al., 2003; Rodicker, et al., 2001). Cette réponse différente de E2F1 aux agents endommageant 

l’ADN pourrait dépendre de son niveau d’expression, de son état d’activation (phosphorylation, 

acétylation), du niveau d’expression de ses protéines partenaires mais également du contexte cellulaire 

et des caractéristiques génétiques de la cellule. 

Figure 9: Rôle de E2F1 dans la réponse aux dommages de l'ADN. 
En réponse à un stress génotoxique, E2F1 peut-être phosphorylée par ATM et Chk2 ou acétylée par P/CAF en fonction 
du type de dommage subi par la cellule. Ces modifications conduisent à sa stabilisation et à une augmentation de son 
activité: E2F1 pourrait alors (A) participer au processus de réparation de l'ADN, activité qui pourrait avoir lieu 
indépendamment de sa capacité à transactiver ses gènes cibles mais nécessiterait des interactions protéine-protéine; 
(B) induire l'apoptose, si les lésions de l'ADN sont irréparables, en induisant l'expression de facteurs pro-apoptotiques.
Adapté d'après Stevens and La Thangue, 2004. 
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II.2.3 Apoptose et E2F1 

II.2.3.1 Généralités sur l’apoptose 

 En 1972, Kerr et collaborateurs ont décrit une mort cellulaire dans divers tissus et types 

cellulaires qu’ils ont appelé « apoptose » : ces cellules présentaient des caractéristique morphologiques 

communes, mais cependant distinctes de celles observées dans les cellules en nécrose (Kerr, et al., 

1972). Ce terme vient du grec et fait allusion à la chute des feuilles en automne. L’apoptose est un 

phénomène conservé à travers les espèces et est retrouvée chez tous les organismes multicellulaires 

(Cikala, et al., 1999; Steller, 1995). Elle permet à l’organisme de contrôler le nombre de cellules et la 

taille des tissus et peut être activée par des signaux physiologiques normaux, intra- ou extracellulaires, 

mais aussi par des stimuli pathologiques (Hengartner, 2000). En effet, elle est responsable de 

l’élimination des cellules endommagées par un stress oxydatif, oncogénique, par des altérations 

génétiques, par un choc thermique ou par des agents thérapeutiques cytotoxiques tels que les 

chimiothérapies conventionnelles, l’irradiation aux rayons γ ou l’immunothérapie (Herr and Debatin, 

2001; Johnstone, et al., 2002; Kaufmann and Earnshaw, 2000). Elle permet également à l’organisme 

d’éliminer les cellules tumorales (ou infectées par des virus) reconnues comme cellules du non soi, qui 

sont détruites par un processus apoptotique déclenché par les lymphocytes T cytotoxiques du 

microenvironnement. Ce processus de défense est nommé réponse immune anti-tumorale (Barry and 

Bleackley, 2002; Catros-Quemener, et al., 2003; Pinkoski and Green, 2002). Ainsi, le moindre 

dérèglement de l’apoptose et/ou de son contrôle aboutissant à une mort cellulaire excessive ou 

insuffisante peut engendrer des anomalies du développement et certaines pathologies. Par exemple, un 

excès d’apoptose dans le système nerveux central peut induire des maladies neurodégénératives comme 

la maladie d’Alzheimer (Mattson, 2004), la sclérose latérale amyotrophique (Sathasivam, et al., 2001) 

ou la maladie de Parkinson (Tatton, et al., 2003). A l’inverse, un déficit apoptotique peut aussi causer 

diverses affections telles que les maladies auto-immunes (la polyarthrite rhumatoïde ou le lupus 

érythémateux disséminé, par exemple) qui se traduisent par une apoptose insuffisante des cellules auto-

immunes réactives. Un défaut d’apoptose favorise la survie et la croissance de cellules anormales, à 

l’origine d’un déséquilibre entre la croissance et la mort cellulaire qui conduit potentiellement au 

développement ou à la progression des tumeurs (Reed, 1999; Thompson, 1995) (Figure 10). 
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Figure 10: Conséquence pathologiques d'une dérégulation de l'apoptose 
L’apoptose joue un rôle essentiel dans le maintien de l’homéostasie cellulaire chez l’adulte, de façon 
opposée à la mitose. Le moindre dérèglement de la balance entre division et mort cellulaire peut 
engendrer des anomalies du développement et certaines pathologies. Ainsi, un défaut d'apoptose peut 
conduire à diverses affections comme les maladies auto-immunes, les infections virales et surtout le 
développement des tumeurs. A l’inverse, un excès d’apoptose peut induire des maladies 
neurodégénératives, ischémie et même SIDA. 

  

Sur le plan morphologique, une cellule en apoptose se caractérise par des changements ultrastructuraux

caractéristiques qui la distinguent de la cellule en nécrose (Figure 11). 

Figure 11: Modifications séquentielles ultrastructurales de l'apoptose et de la nécrose.  
Au cours de l’apoptose, la cellule subit plusieurs modifications spécifiques consistant en une condensation 
de la chromatine, suivie par des bourgeonnements de la membrane plasmique et formation des corps 
apoptotiques qui seront phagocytés. A l'inverse, les cellules en nécrose subissent un tassement de la 
chromatine, un gonflement des organites et une lyse de la membrane plasmique. 
D'après Kerr, et al., 1972. 
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 Une des premières modifications morphologiques de l'apoptose est la réduction du volume 

cellulaire par condensation du cytoplasme. Ensuite, on assiste à une condensation de la chromatine qui

débute à la périphérie de la membrane nucléaire, puis cette dernière se désintègre et la chromatine se

fragmente en petits masses distinctes. Après cette phase de condensation, la cellule présente à sa surface 

des vésicules renfermant des amas de chromatine et des fragments cytoplasmiques cernés de membrane 

plasmique. Ces vésicules vont se détacher de la cellule pour former les corps apoptotiques, qui sont 

libérés dans le milieu extra-cellulaire. Ces corps apoptotiques sont rapidement phagocytés « in vivo » par 

les cellules voisines et les macrophages, sans provoquer de processus inflammatoire dans les tissus. Ces 

caractéristiques morphologiques permettent de différencier l’apoptose de la nécrose, autre mode de mort 

cellulaire, qui aboutit-elle, à l’éclatement de la cellule, à la libération des constituants intracellulaires 

dans le milieu et à la genèse d’une réaction inflammatoire. Les changements morphologiques survenant 

au cours de l’apoptose sont accompagnés d’altérations biochimiques spécifiques telles que la 

fragmentation internucléosomale de l’ADN, l’externalisation des phosphatidylsérines composant 

normalement le feuillet interne de la membrane plasmique. Ce processus permet aux cellules d’être 

reconnues comme cibles par les macrophages pour la phagocytose (Fadok, et al., 2000). 

II.2.3.2 Les acteurs moléculaires de l'apoptose  

La mort cellulaire par apoptose résulte de l’activation de voies de signalisation moléculaires 

complexes étroitement régulées. Les gènes clés impliqués dans la régulation de l’apoptose, initialement 

identifiés chez le nématode (C. elegans) et leurs homologues chez les mammifères codent pour des 

protéines pro-apoptotiques telles que les caspases et des facteurs anti-apoptotiques. 

a) Facteurs pro-apoptotiques: Les caspases et leurs co-facteurs 

 Les caspases (Cystein Aspartic Acid-Protease) appartiennent à une famille de protéases à 

cystéine qui sont des effecteurs moteurs du processus apoptotique. De part leur activité protéasique, elles 

clivent des substrats spécifiques en une protéolyse raisonnée conduisant aux modifications 

morphologiques et biochimiques caractérisant les cellules en  apoptose. Par exemple, en clivant leurs 

cibles, les caspases (i) inactivent des protéines anti-apoptotiques; (ii) dégradent des protéines de 

structure; (iii) dégradent des protéines de jonction favorisant l'isolement de la cellule. Sur la base de leur 

structure et de leurs fonctions, les caspases sont groupées en deux classes principales: (i) les caspases 

initiatrices (caspases-2, -8, -9 et -10) activées par oligomérisation ; (ii) les caspases effectrices (caspases-

3, -6, et -7) dont l’activation nécessite leur clivage par les caspases initiatrices (Figure 12). 
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Physiologiquement, les caspases sont exprimées sous la forme de proenzymes contenant trois domaines: 

un domaine aminoterminal ou prodomaine de taille variable, une grande sous-unité et une petite sous-

unité. Selon la taille du prodomaine, on distingue des caspases à long prodomaine (caspases -1, 2, 4, 5, 

8, 9, et 10) qui correspondent aux caspases initiatrices et des caspases à prodomaine court (caspases -3, 6 

et 7) qui correspondent aux caspases effectrices (Stennicke and Salvesen, 2000). 

Figure 12: La famille des Caspases chez les mammifères. 
Les caspases sont des zymogènes (enzymes précurseurs inactifs qui subissent des changements biochimiques pour 
devenir des enzymes actifs) se caractérisant par un pro-domaine et deux sous-unités de 20kD et 10kD. Les 14 
membres décrits dans cette famille sont divisés en 3 groupes fonctionnels sur la base de leurs fonctions et de la 
structure particulière de leur pro-domaine : (1) Des caspases effectrices (en rouge), (2) des caspases initiatrices (en 
bleu) et (3) des caspases impliquées dans les processus inflammatoires. Tous les membres de la famille se 
caractérisent par une structure similaire avec une variation dans la longueur du pro-domaine qui contient ou non 1 
ou 2 DED domaines (Death Effector Domain) et un domaine CARD (Caspase Recruitement Domain). Il y a 
actuellement environ 280 substrats différents décrits pour les caspases.  
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 L'activation des caspases nécessite leur clivage au niveau de résidus aspartates, la libération du 

prodomaine et l'association de la petite et la grande sous-unité sous forme d'hétérodimère. L'enzyme 

active est donc un tétramère constitué de deux hétérodimères au sein desquels les petites et grandes 

sous-unités sont intimement liées (Figure 13). L'activité enzymatique des caspases est étroitement 

régulée, notamment par leur interaction avec des cofacteurs. Ces interactions font intervenir leurs 

prodomaines et notamment les séquences DED (Death Effector Domain) et CARD (Caspase Activation 

Recruitment Domain). Parmi les activateurs des caspases, on trouve la protéine APAF-1 (Apoptotic 

Protease Activating Factor 1) qui lie la caspase-9 ou la protéine FADD (Fas Associated Death Domain) 

qui lie les caspases -8 et -10. 

Figure 13: Structure et mode d'activation des caspases. 
Les pro-caspases sont constituées de trois parties: un pro-domaine N-terminal suivi d'une grande sous-unité 
p20 et d'une petite sous-unité p10. Le site actif de l'enzyme contenant une cystéine, au sein d'un motif très 
conservé (QACXG), se situe au niveau de la grande sous-unité. L'activation des caspases nécessite un clivage 
entre les deux sous-unités et l'élimination du pro-domaine, suivi de l'assemblage des sous-unités en 
hétérodimères qui vont former la caspase active. Les caspases clivent leurs substrats après un résidu aspartate 
(Asp) d'une manière très spécifique.  
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b) Les facteurs anti-apoptotiques 

D'autres protéines à l'inverse des caspases empêchent la mort de la cellule par la voie de 

l'apoptose. Parmi ces facteurs anti-apoptotiques, on trouve certaines protéines virales qui permettent la 

réplication du virus en inhibant l'apoptose de la cellule infectée, dont la protéine Crm A (Cytokine 

response modifier gene A) qui prévient le clivage des caspases -1 et -8 , la protéine du baculovirus p35 

(Zhou, et al., 1997) qui inhibe la caspase 3 activée et les protéines de la famille IAP (Inhibitor of 

Apoptosis) découvertes initialement chez le baculovirus qui inhibent à la fois l'activité des caspases

initiatrices et celle des caspases effectrices (Liston, et al., 2003). Une autre famille de protéines anti-

apoptotiques contrôle l'activation des caspases-8, et -10. Il s'agit des protéines c-FLIP (FADD-ICE like 

Inhibitory Proteins), homologues chez les mammifères de la protéine virale v-FLIP (Thome and 

Tschopp, 2001). 

 Enfin, les acteurs anti-apoptotiques majeurs sont représentés par les membres de la famille BCL-

2. La protéine BCL-2 possède quatre domaines conservés nommés BCL-2 homology (BH) domain. 

Chez les mammifères, la famille compte au moins 20 membres comportant tous au moins un domaine 

BH (Cory and Adams, 2002). BCL-2 et quatre autres membres de la famille sont anti-apoptotiques 

(BCL-xl, BCL-w, A1 et MCL-1) et contiennent des régions BH1, 2 et 3 (Figure 14). Les membres pro-

apoptotiques de la famille BCL-2 peuvent être divisés en deux groupes. Le premier groupe dont le chef 

de file est nommé BAX comporte uniquement trois membres (BAX, BAK et MTD/BOK) également 

structurés par des régions BH1, 2 et 3. Le deuxième groupe comprend des protéines qui possèdent 

uniquement un court domaine BH3 et constituent la sous-famille "BH3-only" qui dénombre 

actuellement huit membres chez les mammifères (BID, BAD, BIM, BIK, BMF, NOXA, PUMA et 

HRK). A l'état normal, ils sont séquestrés au niveau du cytosquelette, mais en réponse à un signal pro-

apoptotique, ils forment des hétérodimères avec les membres anti-apoptotiques de la famille BCL-2 et 

neutralisent ainsi leur fonction de survie. 

Figure 14: La famille Bcl-2.  
Cette famille comprend environ 30 membres chez les eucaryotes supérieurs et est divisée en trois sous-
groupes fonctionnels. 

(A) Protéines anti-apoptotiques de la famille Bcl-2 (B) Protéines pro-apoptotiques du groupe de Bax

(C) Protéines pro-apoptotiques du groupe BH3-only

(A) Protéines anti-apoptotiques de la famille Bcl-2 (B) Protéines pro-apoptotiques du groupe de Bax

(C) Protéines pro-apoptotiques du groupe BH3-only
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II.2.3.3 Les voies de signalisation de l’apoptose 

A ce jour, deux grandes voies à l'origine de l'activation des caspases et des membres de la famille 

BCL-2 ont été décrites: la voie de la mitochondrie ou voie intrinsèque et la voie des récepteurs de mort 

ou voie extrinsèque (Figure 15). 

Figure 15: Les deux grandes voies apoptotiques. 
Deux voies alternatives conduisent à la mort cellulaire par apoptose. La voie extrinsèque passant par 
les récepteurs de mort, et la voie intrinsèque mettant en jeu le relargage de facteurs pro-apoptotiques 
par la mitochondrie. L’activation de l’une ou de l’autre des voies conduit à l’activation d’une voie 
effectrice commune. Les deux grandes voies sont connectées par l’intermédiaire d’un membre 
proapoptotique de la famille Bcl2 : BID. 
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a) La voie mitochondriale intrinsèque

 Cette voie est activée en réponse à divers stimuli intra- et extracellulaires comme la privation de 

facteurs de croissance, un stress osmotique, hypoxique ou génotoxique (Hengartner, 2000; Kaufmann 

and Vaux, 2003). Cette voie se caractérise par la libération de facteurs apoptotiques à partir de la 

mitochondrie. Elle est dépendante des protéines de la famille BCL-2 et implique la libération du 

cytochrome c de la mitochondrie dans le milieu cytoplasmique. Le cytochrome c forme alors un 

complexe multiprotéique avec la molécule adaptatrice APAF-1 et la pro-caspase-9 en présence d'ATP. 

Ce complexe est dénommé apoptosome (Adrain and Martin, 2001). La pro-caspase-9, activée lors de 

son recrutement au niveau de l'apoptosome, active à son tour les caspases effectrices (Figure 15). Deux 

autres protéines pro-apoptotiques jouant un rôle dans la condensation de la chromatine et la 

fragmentation de l'ADN, sont également libérées par la mitochondrie: le facteur AIF (Apoptosis 

Inducing Factor) et l'endonucléase G (Endo G) (Li, et al., 2001; Susin, et al., 1999). L'activité des 

caspases effectrices activées en réponse à la libération du cytochrome c est modulée par la présence des 

protéines IAPs, SMAC/DIABLO et OMI/HTRA2.  
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b) La voie des récepteurs de mort ou voie extrinsèque

 L’autre voie majeure d’initiation de l’apoptose, très largement impliquée dans la réponse 

cellulaire immune (Ashkenazi and Dixit, 1998), mais également activée en réponse aux stress 

génotoxiques (Debatin and Krammer, 2004; Micheau, et al., 1999a; Micheau, et al., 1999b) est celle des

récepteurs de mort ou voie extrinsèque. Ces récepteurs membranaires appartiennent à la superfamille des 

récepteurs du TNF (Tumor Necrosis Factor) dont les membres présentent un domaine extracellulaire 

similaire, riche en cystéines (Figure 16). Les récepteurs de mort exprimés à la surface de la cellule sous 

forme d’homotrimère renferment également dans leur région cytoplasmique un domaine d’interaction 

protéine-protéine nommé domaine de mort (DD) qui permet le recrutement d’autres protéines et la 

propagation du signal de mort induit par la stimulation de ses récepteurs (Ashkenazi and Dixit, 1999; 

Bodmer, et al., 2000; Peter and Krammer, 2003). On décompte actuellement huit membres incluant FAS 

(aussi dénommé CD95, APO-1, DR2) activé par son ligand FASL, le récepteur TNF-R1 qui lie le TNF α

et la lymphotoxine α, et les récepteurs du ligand TRAIL (TNF-Related Apoptosis-Inducing Ligand), 

TRAILR1 (aussi connu comme DR4) et TRAILR2 (également dénommé DR5). 

Figure 16: Récepteurs de mort et leurs ligands. 
Ce sont des récepteurs membranaires qui contiennent un domaine extracellulaire renfermant deux à 
quatre sous-domaines riches en cystéine, un domaine transmembranaire et une séquence 
cytoplasmique qui comporte un domaine de mort (DD) permettant leur interaction avec les protéines 
adaptatrices FADD ou TRADD. 
TNF: Tumor Necrosis Factor 
Fas L: Fas ligand 
TNFR 1: Tumor Necrosis Factor Receptor 1 
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 L’activation de ces récepteurs par leur ligand respectif conduit à l’induction de l’apoptose. La 

fixation du ligand induit une oligomérisation des récepteurs, un changement de leur conformation et le

recrutement par les domaines DD de la protéine adaptatrice FADD (Fas-Associated Death Domain 

protein). Cette protéine possède en N-terminal, un autre domaine d’interaction protéine-protéine appelé 

domaine effecteur de mort (DED) qui stimule le recrutement des caspases initiatrices -8 ou -10. Ce 

complexe, incluant le ligand, son récepteur, FADD et la caspase-8/10 correspond au complexe du DISC 

(Death Inducing Signaling Complex). Le recrutement de la caspase 8 (ou caspase-10) et sa forte 

concentration locale semble être à l’origine de son autoclivage et de son activation. La caspase-8 (ou

caspase-10) ainsi activée initie alors la cascade des caspases effectrices en aval, soit directement, soit par 

l’intermédiaire d’une boucle d’amplification qui aboutit à la libération du cytochrome c de la 

mitochondrie en réponse à l’activation de BID clivé par la caspase-8 (Li, et al., 1998; Luo, et al., 1998; 

Scaffidi, et al., 1998). Il existe donc un lien étroit entre la voie extrinsèque et intrinsèque (Figure 15). 

Plus tardivement, les récepteurs activés forment des agrégats multimériques  au niveau de domaines 

riches en lipides (« radeaux lipidiques ») qui seront internalisés (Algeciras-Schimnich and Peter, 2003). 

 Cette voie pro-apoptotique des récepteurs de mort est modulée par les isoformes anti-

apoptotiques c-FLIPLong et c-FLIPCourt issues d'un épissage alternatif qui agissent au niveau du DISC en 

empêchant le recrutement de la caspase-8. Il a été proposé, par homologie au mode d’action de v-FLIP, 

que les deux isoformes agissent en tant qu’inhibiteurs compétitifs et empêchent le recrutement de la 

caspase-8 au niveau du DISC et par la même son activation (Rasper, et al., 1998) (Figure 16). Ainsi, un 

rapport élevé c- FLIPCourt/caspase-8 inhiberait l’activation de la caspase-8 et l’initiation de la cascade 

apoptotique (Krueger, et al., 2001; Schmitz, et al., 2004). Concernant c- FLIPLong, le mécanisme semble 

plus complexe. Un ratio élevé c- FLIPL/caspase-8 exerce aussi une activité anti-apoptotique (Chang, et 

al., 2002). Cependant, il a été montré que c- FLIPL recruté au niveau du DISC pouvait être clivé en une 

sous-unité p43 restant complexée au DISC et en une sous-unité dissociée. Il a ainsi été suggéré que le

complexe c- FLIPL/caspase-8 pourrait induire un clivage partiel de la caspase-8 et une activité 

protéasique de l’hétérodimère affectant des substrats situés à proximité (Chang, et al., 2002; Micheau, et 

al., 2002). 

 Le mécanisme de la modulation de la mort cellulaire par c-FLIP n’est pas encore complètement 

élucidé à ce jour, et les facteurs impliqués dans la régulation de l’épissage alternatif des isoformes c-

FLIP ne sont pas connus. 
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II.2.3.4 E2F1 : facteur pro-apoptotique et anti-apoptotique 

a) E2F1 : facteur pro-apoptotique 

 Parallèlement à l’induction d’une entrée en phase S, la présence d’un haut niveau d’expression 

de E2F1 résulte en une mort cellulaire par apoptose dans diverses conditions expérimentales (Qin, et al., 

1994; Shan and Lee, 1994; Wu and Levine, 1994) et l’inactivation de E2F1 s’accompagne d’une 

résistance à la mort programmée dans certains types cellulaires. Selon certains auteurs, cette fonction 

pro-apoptotique serait spécifique à E2F1 (DeGregori, et al., 1997; Kowalik, et al., 1998; Leone, et al., 

2001; Lissy, et al., 2000) tandis que pour d’autres, E2F2 et E2F3 possèderaient aussi cette capacité 

(Dirks, et al., 1998; Vigo, et al., 1999; Ziebold, et al., 2001). De façon intéressante, il a été récemment 

montré que l’activité apoptotique mediée par E2F3 dépendait de E2F1 (Lazzerini Denchi and Helin, 

2005). De plus, une boucle de rétro-contrôle négatif exercée par les protéines E2F7 et E2F8 pour inhiber 

l’apoptose induite par E2F1 (Li, et al., 2008; Moon and Dyson, 2008) a récemment été décrite. Ce sont 

les phénotypes observés chez les souris E2F1 -/- qui apportent des arguments convaincants pour un rôle 

physiologique de E2F1 au cours du processus apoptotique (Field, et al., 1996; Garcia, et al., 2000; Zhu, 

et al., 1999). Chez ces animaux, la perte de E2F1 entraîne effectivement une résistance à l’apoptose des 

thymocytes matures ayant pour effet l’accumulation anormale de lymphocytes T CD4+/CD8+ par défaut 

de sélection négative. Le facteur E2F1 est aussi impliqué dans l’apoptose résultant de la perte de RB. 

Ainsi, dans les embryons Rb-/- (le phénotype Rb-/- étant létal), l’inactivation de E2F1 résulte en une 

diminution nette de l’apoptose par rapport à la population témoin et augmente de manière significative

la vie fœtale bien que ces derniers meurent encore avant la naissance (Saavedra, et al., 2002; Tsai, et al., 

1998). 

 Les voies de signalisation pro-apoptotiques médiées par E2F1 potentiellement mises en jeu lors 

de la mort cellulaire sont multiples, interconnectées et coopèrent très probablement pour induire 

l’apoptose. Elles impliquent aussi bien la voie mitochondriale que la voie extrinsèque (Figure 17). 

Ainsi, parmi les nombreuses cibles transcriptionnelles de E2F1 on trouve des acteurs clés de la voie 

intrinsèque incluant les protéines pro-apoptotiques à domaine BH3 incluant PUMA, Noxa, Bim et HRK 

(Hershko and Ginsberg, 2004). SIVA représente un autre effecteur récemment décrit de l’apoptose 

mediée par E2F1, dont l’expression est directement stimulée par la liaison de E2F1 sur un site consensus 

au niveau du promoteur du gène cible (Fortin, et al., 2004). La surexpression de E2F1 résulte également 

en une accumulation d’un certain nombre de caspases initiatrices dont les caspases-9 et -2 ou effectrices 

telles que les caspases-7 et -3 par un mécanisme d’activation directe de la transcription de ces gènes

(Afshar, et al., 2006; Cao, et al., 2004; Moroni, et al., 2001; Nahle, et al., 2002). La protéine APAF-1 est 

un autre effecteur classiquement décrit  au cours de la mort cellulaire dépendante de E2F1 qui contrôle 
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directement son expression (Furukawa, et al., 2002; Moroni, et al., 2001). La protéine Smac/DIABLO 

qui neutralise l’action des facteurs anti-apoptotiques IAPs a aussi été récemment identifiée comme une

cible effectrice directe de la mort cellulaire mediée par E2F1 (Xie, et al., 2006). 

Figure 17: Différentes voies pro-apoptotiques dépendantes de E2F1. 
E2F1 peut induire l'apoptose par transactivation de ses cibles de manière dépendante ou 
indépendante de p53. E2F1 peut également induire l'apoptose par répression de facteurs anti-
apoptotiques (Mcl-1) ou inhibition de voies de signalisation anti-apoptotiques (NFκB). 
Adapté d'après Stanelle and Putzer, 2006. 
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 Concernant la voie extrinsèque, plusieurs travaux impliquent le facteur E2F1. L’expression de 

E2F1 est en effet induite lors de l’activation du récepteur FAS par son ligand dans les lymphocytes 

murins. En outre, les lymphocytes T E2F1 -/- sont nettement plus résistants à ce stimulus apoptotique 

que la population contrôle (Bi, et al., 2001; Cao, et al., 2004). Dans des cultures primaires de neurones, 

la neutralisation de E2F1 corrèle également avec une résistance à l’apoptose mediée par FAS (Hou, et 

al., 2002). De plus, E2F1 induit l’expression de la caspase-8 et son activation en réponse à l’irradiation 

d’astrocytes tumoraux humains (Afshar, et al., 2006). Ces données suggèrent qu’E2F1 participe à la voie 

mediée par l’activation du récepteur de mort FAS. Nous avons confirmé cette implication au laboratoire

dans des lignées cellulaires d’adénocarcinome pulmonaire (Salon, et al., 2006). Nos résultats démontrent 

un mécanisme par lequel E2F1 induit l’apoptose d’une manière indépendante de p53 par activation de la 

voie des récepteurs de mort. Ainsi, dans nos modèles cellulaires, E2F1 inhibe spécifiquement 

l’expression de l’isoforme c-FLIPCourt conduisant ainsi au recrutement de la caspase-8 au niveau du 

DISC et à son activation (Salon, et al., 2006). 

 Dans les modèles animaux comme dans les systèmes de culture cellulaire, E2F1 est capable 

d’induire l’apoptose de manière dépendante ou non de la protéine p53 ou de son domaine de 

transactivation (Bell and Ryan, 2004; Trimarchi and Lees, 2002). Cette activité p53-dépendante ou 

indépendante pourrait dépendre du contexte cellulaire, mais aussi du stimulus puisqu’il a été montré 

chez la drosophile que l’apoptose médiée par E2F1 en réponse aux lésions sur l’ADN dépendait de p53, 

alors que l’apoptose dépendante de E2F1 en réponse à l’inactivation de RB non (Moon, et al., 2008). 

Différents mécanismes pour l’apoptose dépendante de p53 ont été proposés. E2F1 peut induire 

l’expression de p14ARF, classiquement décrit comme l’un de ses gènes cibles, qui a son tour, séquestre et 

neutralise l’oncoprotéines hDM2, empêchant ainsi la dégradation de p53 (Aslanian, et al., 2004; Bates,

et al., 1998; de Stanchina, et al., 1998; DeGregori, et al., 1997; Parisi, et al., 2002; Robertson and Jones, 

1998). Néanmoins, des études menées chez la souris ou sur des fibroblastes en culture montrent 

qu’E2F1 est également capable d’engager un processus apoptotique via p53 en l’absence de p14ARF, 

suggérant l’existence de mécanismes alternatifs pour l’induction de p53 (Lindstrom and Wiman, 2003; 

Rogoff, et al., 2002; Russell, et al., 2002; Tolbert, et al., 2002; Tsai, et al., 2002). La stabilisation de p53 

pourrait faire intervenir alternativement une interaction directe avec E2F1 (Hsieh, et al., 2002) ou 

l’induction de sa phosphorylation sur différents résidus serine en fonction du stress subi et/ou du type 

cellulaire (Hershko, et al., 2005; Rogoff, et al., 2002). De manière intéressante, l’équipe de Nip et 

collaborateurs décrit une stabilisation de p53 par E2F1 ne faisant pas intervenir son domaine de 

transactivation (Nip, et al., 2001). 

 Parallèlement, en l’absence de p53, l’induction de l’expression de son homologue, p73, reconnue 

comme cible de E2F1 (Irwin, et al., 2000; Stiewe and Putzer, 2000) a été rapportée dans divers types 

cellulaires transformés ou non (Irwin, et al., 2000; Lissy, et al., 2000). L’induction de p73 par E2F1 
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pourrait intervenir entre autre, lors de l’apoptose qui suit l’activation du récepteur TCR des lymphocytes 

T (Lissy, et al., 2000). Une autre étude suggère qu’en réponse à un dommage de l’ADN, E2F1 est 

acétylé et spécifiquement dirigé sur le promoteur de p73 afin d’induire l’expression de ce gène 

(Pediconi, et al., 2003). 

 Outre la stimulation directe de l’expression d’effecteurs pro-apoptotiques, il existe un second 

mécanisme utilisé par E2F1 pour induire la mort cellulaire : il s’agit de l’inhibition de signaux anti-

apoptotiques ou de survie. Ainsi, E2F1 sensibilise les cellules d’ostéosarcome humain SaoS2 à 

l’apoptose par la voie de survie dépendante du facteur de transcription NF-κB (Phillips, et al., 1999). 

Dans ce modèle, la liaison du TNF α (Tumor necrosis factor) sur son récepteur TNFR stimule la voie 

NF-κB par l’intermédiaire d’un adaptateur, TRAF2 (TNF Receptor Associated Factor 2) (Chen and 

Goeddel, 2002). C’est à ce niveau qu’intervient E2F1 en induisant une diminution de l’expression de 

TRAF2. Par son effet inhibiteur sur TRAF2, E2F1 dirige donc les cellules vers un état de sensibilisation 

au ligand de mort TNF α. Dans ce système, E2F1 inhibe aussi l’activité des kinases IKK α et β

conduisant à la rétention dans le cytoplasme de la sous-unité p65 de NF-κB, alors incapable de 

transactiver ses gènes cibles nucléaires (Phillips, et al., 1999). De plus, un autre mode d’inhibition de 

NF-κB par E2F1 a été décrit, par interaction directe de E2F1 avec les sous-unités Rel A/p65 de NF-κB, 

résultant en une diminution de l’affinité de liaison à l’ADN du complexe (Tanaka, et al., 2002). Un autre 

exemple d’inhibition de signaux anti-apoptotique mediée par E2F1 concerne la répression du promoteur 

du gène codant pour MCL-1, un membre anti-apoptotique de la famille BCL2 (Croxton, et al., 2002; 

Elliott, et al., 2001). 

b) E2F1 : facteur anti-apoptotique 

 A l’inverse des études décrivant une fonction apoptotique de E2F1, des données plus récentes, 

assez inattendues, ont mis en évidence une activité anti-apoptotique de cette protéine. Ainsi, la 

surexpression de E2F1 peut induire l’expression de gènes de survie (Dimova and Dyson, 2005). De plus, 

les résultats issus de l’inactivation ou de la surexpression de E2F1 dans des modèles murins suggèrent

qu’elle exerce une activité anti-apoptotique dans les keratinocytes où l’on a induit une mort cellulaire 

par irradiation aux ultra-violets B (Berton, et al., 2005; Wikonkal, et al., 2003). Cette forme d’apoptose 

pourrait représenter un mécanisme important de protection de l’épiderme contre les mutations induites 

par l’exposition aux ultraviolets. De façon importante, d’autres expériences d’inactivation de E2F1 au

cours du développement chez la drosophile démontrent également l’existence d’activités simultanées 

anti-apoptotiques et/ou pro-apoptotiques du facteur en fonction du type tissulaire envisagé (Dimova and 

Dyson, 2005; Moon, et al., 2005). 
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 Ces données, en apparence contradictoires, réhaussent donc le caractère ambivalent de la 

protéine E2F1 qui ne peut être simplement classée comme pro- ou anti-apoptotique. Au contraire, les 

fonctions exercées par E2F1 sont complexes et dépendent bien du contexte tissulaire, cellulaire et du 

stimulus. Ainsi, dans un contexte de croissance normale ou en présence de facteurs de croissance, 

l’activation de E2F1 pourrait contribuer à la progression dans le cycle cellulaire plutôt qu’à la survenue 

de l’apoptose, sa capacité à activer des signaux anti-apoptotiques de survie contribuant à cet effet. Dans 

ce contexte, il a été montré que l’activité pro-apoptotique de E2F1 était neutralisée par activation de la 

voie de survie cellulaire Ras-PI3 Kinase (Hallstrom, et al., 2008; Hallstrom and Nevins, 2003). De façon 

intéressante, il a aussi été montré qu’E2F1 active AKT (Chaussepied and Ginsberg, 2004), suggérant 

l’existence d’une boucle de rétrocontrôle anti-apoptotique initiée par E2F1. A l’inverse, l’activation

anormale ou inappropriée de E2F1 en l’absence de signaux de croissance pourrait conduire à l’apoptose.

L’importance de cette balance prolifération/apoptose contrôlée par E2F1 dans le maintien de 

l’homéostasie tissulaire est attestée par des données récentes montrant qu’une altération de cet équilibre 

coïncide avec un mauvais pronostic dans les cancers du sein et de l’ovaire (Hallstrom, et al., 2008). 
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II.2.4 E2F1 et Angiogénèse 

La formation d’un système vasculaire est indispensable au développement embryonnaire chez les 

vertébrés et implique deux processus fondamentaux : (i) la vasculogénèse – définie comme la 

différenciation des cellules endothéliales progénitrices et leur assemblage dans des plexus capillaires 

primaires et (ii) l’angiogénèse – la formation de nouveaux capillaires issus des vaisseaux préexistants. 

Chez les individus adultes, les processus d’angiogénèse sont existants mais limités à certains tissus et 

processus physiologiques. Par exemple, l’angiogénèse est nécessaire au développement du placenta au 

cours de la grossesse, à la croissance et la réparation tissulaires, à la croissance musculaire et aux cycles 

menstruels chez la femme. Cependant, l’angiogénèse joue aussi un rôle important dans certains 

processus pathologiques incluant les cancers.  

Parmi les six propriétés essentielles qui vont transformer une cellule épithéliale normale en 

cellule tumorale selon le modèle général de la carcinogénèse proposé par Hanahan et Weinberg se 

trouve la capacité de la cellule tumorale à induire un réseau de néovaisseaux ou néoangiogénèse 

(Hanahan and Weinberg, 2000). Ainsi, la progression tumorale de quelques cellules cancéreuses vers la 

formation d’une tumeur solide nécessite le développement et la croissance de plusieurs centaines de 

vaisseaux qui vont nourrit la tumeur. 

La prédominance de l’angiogénèse au cours de la progression des cancers et son rôle 

relativement limité dans les processus physiologiques normaux ont motivé ces dernières années la 

recherche de nouvelles thérapies ciblant le réseau vasculaire nourrissant les tumeurs. L’utilisation de ces 

facteurs anti-angiogéniques dans des modèles expérimentaux de tumeurs solides mais aussi dans le 

cadre d’essais cliniques chez l’homme ont confirmé l’efficacité de la thérapie anti-angiogénique sur la 

croissance et la dissémination tumorales. 
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II.2.4.1 La famille VEGF 

La formation des nouveaux vaisseaux est un processus très complexe impliquant environ 50 

facteurs de croissance différents, récepteurs, cytokines et enzymes. Parmi eux, se trouvent les membres 

de la famille des protéines VEGF, angiopoietine et éphrine. Ces facteurs agissent sur les cellules 

endothéliales du système sanguin et lymphatique en formant une microvascularisation fonctionnelle. 

Depuis sa découverte (Senger, et al., 1983) et le clonage de son gène en 1989 (Keck, et al., 1989; 

Leung, et al., 1989), le VEGF-A (Vascular Endothelial Growth Factor) connu comme VEGF (ou 

facteur de perméabilité) a été décrit comme le régulateur le plus important de la formation des vaisseaux 

sanguins dans des conditions physiologiques normales ou pathologiques. C’est un facteur essentiel de la 

vasculogénèse et de l’angiogénèse embryonnaires, mais aussi le médiateur principal de la néo-

vascularisation tumorale. Le rôle crucial du VEGF dans les cancers a été illustré par l’emploi dans des 

modèles tumoraux « in vivo » d’anticorps le neutralisant, qui préviennent la néovascularisation et 

inhibent la croissance tumorale et les métastases (Kim, et al., 1993). Le VEGF représente donc une cible 

de première importance pour le développement de médicaments contre le cancer, et un certain nombre 

d’entre eux font l’objet d’essais cliniques (Giancotti, 2007). 

VEGF-A et les autres membres VEGF-B, VEGF-C VEGF-D (connu aussi comme (c-Fos Inducer 

Growth Factor) FIGF], PLGF (Placental Growth Factor) et le VEGF-Fs viral appartiennent à la sous-

famille des « platelet-derived » facteurs de croissance de la superfamille des facteurs à domaine 

« cystine-knot ». Tous les membres de cette superfamille se caractérisent par la présence de huit résidus 

cystéine conservés formant la structure typique « cystine- knot » (deux cystéines liées par liaison S~S). 

Le groupe des VEGFs est lié dans l’évolution avec d’autres groupes de facteurs de la superfamille à 

domaine « cystine knot » dont les hormones glycoprotéiques, la famille des « mucin-like » protéines et

la famille des protéines TGF-β (Transforming growth factor-β) (Holmes and Zachary, 2005) 

(Figure 18).  

Les protéines VEGFs sont retrouvées dans toutes les espèces de vertébrés et sont très conservées 

au cours de l’évolution. Le VEGF-A est décrit chez les poissons (zebrafish Danio rerio et pufferfish 

Fugu rubripes), les grenouilles (Xenopus laevis) les oiseaux (Gallus gallus) et les mammifères. Chez la 

souris, l’expression du VEGF-A est clairement détectée au cours de l’embryogénèse. Son expression 

diminue quelques semaines après la naissance dans la plupart des tissus et est faible dans les organes

adultes exceptés le plexus choroïde cérébral, les alvéoles pulmonaires, les glomérules rénaux ou le cœur. 

L’expression du VEGF-A est augmentée durant certains processus physiologiques (cicatrisation) ou 

pathologiques. Le VEGF-A est sécrété par divers types cellulaires, tels que les cellules vasculaires au 

niveau de l’aorte, les kératinocytes, les macrophages ou les cellules tumorales (Holmes and Zachary, 

2005). 
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Figure 18 : Organisation génétique des membres humains de la famille VEGF. 
Les exons sont numérotés et représentés par des « boîtes ». Les codons START (ATG) et STOP (TAA, TAG, 
TGA) sont aussi indiqués sur le schéma. 
D'après Ladomery, et al., 2007. 

II.2.4.2 Fonctions biologiques et régulation des VEGFs 

Les fonctions biologiques des VEGFs sont médiées par les récepteurs tyrosine kinase VEGFRs 

(Dumont, et al., 1998; Fong, et al., 1995; Shalaby, et al., 1995). VEGF-A se lie sur les récepteurs 

VEGFR-2 (nommé encore KDR/Flk-1) et VEGFR-1 (Flt-1). VEGF-C et VEGF-D se lient sur les 

récepteurs VEGFR-2 et VEGFR-3 (Flt4). PLGF et VEGF-B se lient uniquement sur le récepteur 

VEGFR-1  et VEGF-E sur VEGFR-2 (Figure 19, A). Dans certaines conditions, certaines isoformes des 

membres de la famille VEGF peuvent se lier sur des récepteurs dépourvus d’activité tyrosine kinase 

nommés neuropilines (NRPs) (Gluzman-Poltorak, et al., 2000; Soker, et al., 1998). En se liant à leurs 

récepteurs, les facteurs VEGFs contrôlent en conditions physiologiques divers processus tels que 

migration, prolifération ou survie des cellules endothéliales et sécrétion des protéases (Figure 19) 

(Ferrara, et al., 2003). Dans les cancers, les cellules tumorales en sécrétant le VEGF165 notamment 

stimulent la prolifération des cellules endothéliales et la néo-angiogénèse tumorale. De plus, certaines 

cellules tumorales présentent à leur surface les récepteurs VEGFR-1 et VEGFR-2 et sécrètent du VEGF. 

Dans ce cas, une boucle autocrine est mise en jeu et la fixation du VEGF sur son récepteur engage alors 

une voie de migration et/ou de survie de la cellule tumorale (Figure, 19, A). 
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Figure 19: Rôle des récepteurs tyrosine kinase VEGFRs.  
A) VEGFRs dans différents types cellulaires. VEGFR-1 (R1) et VEGFR-2 (R2) sont exprimés à la surface des 
cellules endothéliales (CE) sanguines. VEGFR-3 (R3) est spécifiquement exprimé à la surface des cellules
endothéliales lymphatiques. Le VEGFR-2 est connu comme un médiateur majeur de la prolifération et de la survie 
des cellules endothéliales, ainsi que de l’angiogénèse, et de la perméabilité microvasculaire. A l’inverse, le VEGFR-
1 joue le rôle d’inhibiteur au cours du développement embryonnaire en séquestrant le VEGF et en prévenant son 
interaction avec VEGFR-2. Cet effet, nommé « Decoy effect » peut être aussi effectué par la forme soluble du 
VEGFR-1.  
B) Les isoformes du VEGF-A et leurs interactions avec les récepteurs VEGF. En réponse à différents stimuli, 
les isoformes VEGF121 et VEGF165 sont sécrétées par les cellules tumorales et se lient sur les récepteurs VEGFR-1 
(R1) et VEGFR-2 (R2), tandis que les isoformes VEGF189 et VEGF206 restent presque tout le temps séquestrées au 
niveau de la matrice extracellulaire (ECM). Seul le VEGF165 peut interagir avec les co-récepteurs NRP1 et NRP2, 
résultant en l’activation des voies de signalisation dépendantes de VEGFR-2 dans les cellules endothéliales. 
D’après Ferrara, 2004; Ferrara, et al., 2003. 

Le niveau d’oxygène a un rôle clé dans le contrôle de l’expression du VEGF (Shweiki, et al., 

1992). L’ARNm du VEGF est induit en condition d’hypoxie dans un grand nombre de situations 

pathologiques. Dans ce contexte, HIF-1 (Hypoxia Inducible Factor 1) est un médiateur clé de la réponse

à l’hypoxie. Le gène du VEGF contient un domaine HRE de réponse à HIF-1 (Hypoxia Responsive 

Enhancer Element) au niveau de ses régions 5’ et 3’ UTR (Minchenko, et al., 1994). HIF-1 est un 

hétérodimère composé des sous-unités HIF-1α et HIF-1β, toutes les deux membres de la famille "basic 

helix-loop-helix-PAS" (Huang and Bunn, 2003). HIF-1α est normalement très instable, mais en 

conditions hypoxiques cette protéine s'accumule par inhibition de sa dégradation par le protéasome. De

plus, l’ARNm du VEGF-A est stabilisé dans des conditions pauvres en oxygène suite à la liaison sur son

extrémité 3’UTR de facteurs encore non identifiés (Holmes and Zachary, 2005). 

L’expression de l’ARNm du VEGF-A peut être aussi augmentée par certains facteurs de 

croissance dont les protéines TGF-α, TGF-β, keratinocyte growth factor, IGF-1 (Insulin-like Growth 
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Factor-1), FGF (Fibroblast Growth Factor) et PDGF (Platelet-Derived Growth Factor), et il a été suggéré 

que la sécrétion paracrine ou autocrine de ces facteurs pourrait coopérer avec un état d’hypoxie locale 

pour réguler l’expression du VEGF (Ferrara and Davis-Smyth, 1997; Neufeld, et al., 1999). Dans 

certaines conditions d’inflammation, certaines cytokines comme IL-1α (interleukin-1α) et IL-6 induisent 

l’expression du VEGF dans différents types cellulaires (Neufeld, et al., 1999). Des événements 

spécifiques de la transformation cellulaire peuvent aussi induire l’expression du gène du VEGF. Des 

mutations oncogéniques ou l’amplification de Ras ou Myc peuvent conduire à l’augmentation de 

l’expression du VEGF. Ainsi, des données existent concernant une expression du VEGF dépendante des 

mutations de Ras qui contribuerait à la progression et à la croissance tumorale « in vivo » (Grugel, et al., 

1995; Okada, et al., 1998).  

II.2.4.3 Les isoformes VEGFxxx et VEGFxxxb 

 La structure génique des VEGFs humains se caractérise par sept exons fortement conservés, sauf 

le VEGF-A qui possède huit exons (Figure 20, A). VEGF-A existe sous la forme de multiples isoformes 

protéiques résultat de l’épissage alternatif de son ARNm pré-messager (Ladomery, et al., 2007). Ces 

isoformes sont dénommées de façon générique VEGFxxx et chaque transcrit est nommé en accord avec le 

nombre d’acides aminés inclus dans le monomère. Les isoformes VEGFxxx incluent les VEGF121, 

VEGF145, VEGF165, VEGF183, VEGF189 et VEGF206. (Figure 20, A). Bien que le rôle spécifique de ces 

différentes isoformes n’ait pas été élucidé, certaines études ont suggéré des rôles distincts mais 

coordonnés de chacune d’entre elles en fonction du tissu envisagé (Grunstein, et al., 2000). Par exemple, 

une surexpression préférentielle de l’isoforme VEGF189 a été rapportée dans les tumeurs pulmonaires 

(Nishi, et al., 2005; Oshika, et al., 1998).  

 Récemment, une nouvelle famille d’isoformes du VEGF a été identifiée (Bates, et al., 2002) 

(Figure 20, A). Ces isoformes dénommées VEGFxxxb possèdent 94-98% d’homologie avec les 

isoformes VEGFxxx et découlent de l’utilisation d’un site d’épissage alternatif en 3’au niveau du dernier 

exon (Figure 20, B). Ainsi, les isoformes VEGFxxx et VEGFxxxb ont la même longueur mais possèdent 6 

acides aminés différents au niveau de leur extrêmité C- terminale, impliquant possiblement une 

modification de la structure tertiaire puisque le pont disulfure final est perdu. La queue C-terminale

basique comprenant deux arginine est aussi remplacée par des résidus acides. 
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Figure 20: Structure C-terminale du gène du VEGF. 
(A) Structure exonique du gène VEGF. Le gène du VEGF comprend 8 exons. Toutes les isoformes
actuellement décrites contiennent les exons 1-5 et 8. Le choix d'un site d'épissage alternatif en 3’au 
niveau de l'exon 8 terminal soit proximal (PSS) ou distal (DSS) conduit à la synthèse de 2 familles de
variants du VEGF à activité angiogénique opposée. 
(B) Conséquence de l'épissage alternatif du VEGF-A sur la structure de l'ARNm . La sélection d’un 
site accepteur 3’ alternatif situé 66 paires de bases en aval du début de l’exon 8 (distal splice site) induit 
la synthèse d’un transcrit codant pour les isoformes VEGFxxxb dont les 6 acides aminés C-terminaux 
diffèrent d’avec les isoformes VEGFxxx. Cette différence ne modifie ni la capacité de liaison aux 
récepteurs, ni la dimérisation mais modifie la capacité d’activation du récepteur. 
D'après Ladomery, et al., 2007. 
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 Il a été montré que les isoformes VEGFxxxb forment environ 50% du "pool" des protéines VEGF 

dans les tissus normaux et non angiogéniques comme le poumon, le colon ou la peau et l'isoforme 

VEGF165b semble être l’isoforme la plus exprimée. Sur le plan fonctionnel, les formes VEGFxxxb sont 

anti-angiogéniques. Ainsi, VEGF165b se lie au récepteur VEGFR2 avec la même affinité que le VEGF165

mais ne stimule pas la phosphorylation du résidu Tyrosine-1052 du VEGFR2, ne lie pas le co-récepteur 

NRP1, et inhibe donc fortement la signalisation via VEGFR2 (Kawamura, et al., 2008; Woolard, et al., 

2004). De plus, des essais « in vitro » de prolifération et de migration des cellules endothéliales, des 

études « ex vivo » sur vaisseaux isolés, et des modèles « in vivo » de croissance tumorale ont montré que 

le VEGF165b inhibe activement toutes les réponses angiogéniques médiées par le VEGF165 (Harper and 

Bates, 2008). De façon importante, et en accord avec un rôle potentiel de cette balance VEGF165/ 

VEGF165b au cours du développement tumoral, il a été montré qu’à l’inverse des isoformes VEGFxxx

surexprimées dans les tumeurs, l’expression du VEGF165b est diminuée dans les carcinomes rénaux 

(Bates, et al., 2002), colorectaux ou prostatiques (Ladomery, et al., 2007). De plus, la perte du VEGF165b 

est associée au potentiel métastatique des mélanomes (Pritchard-Jones, et al., 2007). Enfin, il a été 

récemment montré que la surexpression spécifique de l’isoforme VEGF165b inhibe la croissance de 

carcinomes prostatiques ou rénaux implantés en sous cutané chez la souris nude (Rennel, et al., 2008; 

Woolard, et al., 2004), ainsi que prévient la réponse de tumeurs colorectales implantées en sous-cutané 

chez la souris au bevacizumab (Avastin®) (Varey, et al., 2008). Ainsi, une rupture de l’équilibre entre 

les formes angiogéniques et anti-angiogéniques apparaît possiblement impliquée dans le développement 

des cancers, mais aussi la réponse des cellules tumorales aux thérapies anti-angiogéniques. 

 De façon surprenante, et malgré le rôle que pourraient jouer les facteurs protéiques contrôlant ce 

"switch" d'épissage du VEGF pro-angiogénique versus anti-angiogénique au cours de la carcinogénèse, 

très peu de données existent concernant les protéines susceptibles de contrôler ce processus,ni même sur 

le statut de ces différentes isoformes dans les tumeurs humaines. Seulement trois études ont été publiées 

sur des molécules impliquées dans le contrôle de l'épissage alternatif des transcrits VEGFxxx (Cohen, et 

al., 2005; Dowhan, et al., 2005; Li, et al., 2004). Ainsi, dans les podocytes, Cohen et collaborateurs ont 

identifié la protéine SLM-2 (Sam68-like mammalian protein-2) comme un régulateur potentiel de 

l'épissage alternatif des transcrits du VEGF. Leurs résultats démontrent que la neutralisation de la 

protéine SLM-2 diminue l'expression de la forme VEGF165 et que "in vivo" l'expression de SLM-2 dans 

les glomérules rénaux corrèle avec le niveau d'expression du VEGF165 (Cohen, et al., 2005). Deux 

membres de la famille des protéines U2AF65, CAPERα et CAPERβ, ont été aussi proposés comme co-

régulateurs de l'épissage du VEGF. Dans des lignées cellulaires T47D, la neutralisation de la protéine

CAPERα change d'une manière significative le ratio des ARNms de VEGF121/VEGF189 (Dowhan, et al., 

2005). Une autre étude propose le canal chloride pICln comme un facteur capable d'altérer l'épissage de 

gène du VEGF (Li, et al., 2004). Cependant, aucune étude n'a encore identifié des facteurs protéiques 



INTRODUCTION : II. E2F1 - une protéine ambivalente 

68 

contrôlant l'expression des isoformes VEGFxxxb versus VEGFxxx dans les cellules tumorales. De façon 

importante, une étude récente réalisée dans les cellules primaires épithéliales a identifié les facteurs 

d'épissage de la famille SR comme des régulateurs potentiels du switch VEGFxxx/VEGFxxxb (Nowak, et 

al., 2008). 

II.2.4.4 E2F1 et angiogénèse 

En 2006, les travaux de deux équipes ont impliqué la protéine E2F1 dans le contrôle des 

processus angiogéniques. Qin et collaborateurs ont montré dans des souris knock-out pour E2F1 

l’existence d’une angiogénèse accrue en condition d’hypoxie, corrélée à une augmentation significative

de l'expression de l’ARNm du VEGF-A comparativement aux souris sauvages. Dans des conditions 

d'hypoxie, E2F1 réprime l'activité du promoteur du VEGF, par un mécanisme dépendant de p53 (Qin, et 

al., 2006). Cette même équipe a caractérisé des sites spécifiques de liaison à E2F1 situés à proximité des 

sites Sp-1 sur le promoteur du VEGF. Dans une autre étude, le récepteur NRP1 (neuropiline 1) a été 

identifié comme une cible transcriptionnelle directe de E2F1 (Jiang, et al., 2007). Ces données 

connectent E2F1 et le contrôle du processus angiogénique, via une régulation du VEGF notamment. 
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II.3 Rôle ambigü de E2F1 au cours de la tumorigénèse

 Le rôle de certains membres E2Fs, dont E2F1, dans le processus de tumorigénèse a été 

initialement suggéré par les données issues de modèles "in vitro"  montrant dans des tests de 

transformation de cellules en culture son pouvoir oncogénique (Johnson, et al., 1994; Singh, et al., 1994; 

Xu, et al., 1995). Au cours de cette dernière décennie, le développement de modèles de souris 

transgéniques a permis de confirmer la place importante de E2F1 dans ce processus, mettant en évidence

des activités opposées de E2F1, oncogénique ou suppressive de tumeur. 

II.3.1 Propriétés oncogéniques de E2F1 

Le modèle murin de tumorigénèse cutanée a été souvent utilisé pour l'étude des fonctions de 

E2F1 "in vivo". Il consiste en la surexpression spécifique de E2F1 dans les cellules des couches basales 

de l'épiderme et autres muqueuses malpighiennes sous le contrôle d'un promoteur spécifique de la 

Keratine 5 (K5-E2F1). De façon importante, l'expression du transgène K5-E2F1 résulte en une 

hyperplasie épidermique, une prolifération et une apoptose accrues des cellules basales de l'épiderme 

(Pierce, et al., 1998a). Ces souris développent tardivement mais spontanément des tumeurs cutanées 

(Pierce, et al., 1999b). Dans ce même modèle, E2F1 entraîne, en coopération avec l'oncogène v-Ha-ras, 

l'apparition de tumeurs plus précoces mais non invasives (Pierce, et al., 1998a). Chez ces souris 

transgéniques K5 E2F1, le développement tumoral est plus rapide et les tumeurs plus agressives lorsque

p53 est inactivée, même partiellement (Pierce, et al., 1998b). Un autre modèle de la capacité 

oncogénique de E2F1 a été établi au cours de la tumorigénèse hépatique. L'expression d'un haut niveau 

de E2F1 sous le contrôle d'un promoteur de l'albumine dans les hépatocytes conduit à la formation de 

tumeurs hépatiques, possiblement en coopération avec le proto-oncogène c-Myc (Conner, et al., 2000). 

En outre, l'inactivation de E2F1 chez les souris hétérozygotes pour Rb (Rb+/-) diminue nettement la 

fréquence des tumeurs thyroïdiennes et hypophysaires (Yamasaki, et al., 1998). Ces constatations 

plaident en faveur d'un rôle oncogénique de E2F1 et d'un effet protecteur de l'interaction E2F1/RB dans 

le contrôle préventif de l'activité oncogénique de E2F1. Par quels mécanismes?  

Un des premiers mécanismes est sans doute la capacité de E2F1 à stimuler la prolifération 

cellulaire en induisant l'expression de gènes régulant la progression dans le cycle cellulaire et la 

réplication de l'ADN. Cependant, bien que l’expression transgénique de E2F1 et E2F4 entraîne des 

niveaux similaires de prolifération cellulaire et d’hyperplasie tissulaire, seules les souris transgéniques 

E2F1 développent des tumeurs spontanées (Wang, et al., 2000). Il est donc probable que d’autres 

fonctions plus spécifiques à E2F1 contribuent à son activité oncogénique. Dans ce contexte, la capacité 
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de E2F1 à inhiber la différenciation cellulaire (Dicker, et al., 2000; Scheijen, et al., 2003), à inhiber 

l’apoptose (Berton, et al., 2005; Wikonkal, et al., 2003) ou à créer une instabilité génétique (Pickering 

and Kowalik, 2006) pourrait contribuer à ses fonctions oncogéniques. De façon intéressante, une 

dérégulation de E2F1 pourrait aussi contribuer à l’aneuploïdie caractéristique des cellules tumorales 

puisque la surexpression  chez la souris de Mad 2, une cible de E2F1 régulant le processus de 

ségrégation des chromosomes, génère une instabilité chromosomique et l’apparition de tumeurs variées, 

parmi lesquelles des tumeurs pulmonaires (Pickering and Kowalik, 2006; Sotillo, et al., 2007). 

II.3.2 Propriétés suppressives de tumeur de E2F1 

De façon concordante avec ses activités ambivalentes « in vitro », E2F1 a également démontré 

des propriétés suppressives de tumeur dans des modèles murins. L’inactivation de E2F1 chez la souris 

(Field, et al., 1996; Yamasaki, et al., 1996) conduit à des phénotypes variés en fonction du type de 

souches de souris utilisées. Field et coll. rapportent une résistance à l’apoptose des thymocytes et une 

croissance thymique nettement majorée chez les animaux jeunes, allant de pair avec l’apparition des 

thymomes et des lymphomes chez les souris plus âgées (Field, et al., 1996). L’équipe de Yamasaki et 

coll. décrit la formation de tumeurs variées dix fois plus fréquentes chez les souris E2F1-/- que chez les 

souris sauvages incluant des sarcomes de l’appareil génital pour 33% des cas, des adénocarcinomes 

pulmonaires pour 20% des cas, des syndromes lymphoprolifératifs pour 16% des cas et des lymphomes 

pour 8% des cas (Yamasaki, et al., 1996). Les animaux E2F1 +/- développent aussi des tumeurs plus 

fréquentes que la population contrôle. Ces données apportent donc de solides arguments en faveur d’un 

rôle suppresseur de tumeur exercé par E2F1, avec une spécificité tissulaire. Les mécanismes par lesquels 

E2F1 exercerait ses fonctions suppressives de tumeur pourraient inclure sa capacité à induire l'apoptose, 

à stimuler l'entrée des cellules en sénescence prématurée (Russell, et al., 2006), à jouer un rôle au cours 

des processus de réparation de l'ADN ou à inhiber l'angiogénèse. L'importance de l'équilibre de la 

balance prolifération/apoptose contrôlée par E2F1 au cours du processus tumoral est attestée par des 

données récentes démontrant une corrélation entre la présence d'un programme apoptotique médié par 

E2F1 et un bon pronostic dans les cancers du sein et de l'ovaire (Hallstrom, et al., 2008).  
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II.3.3 L’expression de E2F1 est altérée dans les tumeurs humaines 

Malgré un nombre croissant d’études suggérant une activité suppressive de tumeur de la protéine 

E2F1, des mutations inactivatrices du gène n’ont toujours pas été rapportées dans les tumeurs humaines

à ce jour. Par contre, une amplification du nombre de copies du gène a été rapportée dans les métastases 

ganglionnaires de mélanomes (Nelson, et al., 2006) et dans de rares cas de carcinomes pulmonaires non 

à petites cellules (Gorgoulis, et al., 2002) associant l’activité anormale de E2F1 au développement de

tumeur hautement malignes. Un grand nombre d’études a révélé une altération de l’expression protéique 

de E2F1 dans différents types de tumeurs malignes mais de manière intéressante et en accord avec ses 

propriétés ambivalentes, l'expression protéique de E2F1 peut soit être augmentée, soit diminuée en 

fonction du type tumoral considéré (Zacharatos, et al., 2004). Ainsi, la protéine E2F1 est indétectable 

dans les cellules carcinomateuses prostatiques par rapport aux cellules du parenchyme prostatique 

normal. Au contraire, des hauts niveaux d’expression de E2F1 sont observés dans les carcinomes 

mammaires, coliques (Bramis, et al., 2004; Zacharatos, et al., 2004), œsophagiens (Ebihara, et al., 2004) 

ou dans les glioblastomes (Alonso, et al., 2005), comparativement au tissu normal. 

Sur le plan pronostique, une association entre une surexpression de E2F1 et un mauvais pronostic 

a été décrite dans les carcinomes malpighiens œsophagiens (Ebihara, et al., 2004) et les tumeurs 

stromales gastro-pancréatiques (Yamazaki, et al., 2003). A l’inverse, un niveau faible de E2F1 corrèle

avec la progression tumorale et un mauvais pronostic dans les adénocarcinomes coliques (Bramis, et al., 

2004), les carcinomes de la langue (Kwong, et al., 2003), de la vessie (Rabbani, et al., 1999), mais aussi 

dans les lymphomes B diffus à grandes cellules (Moller, et al., 2000). 

Dans les cancers bronchiques, nous avons décrit une expression différentielle de E2F1 en 

fonction du type histologique considéré (Eymin, et al., 2001). Ainsi, une forte surexpression de la 

protéine E2F1 a été décrite dans 90% des CPC, tandis que la protéine reste faiblement exprimée ou quasi 

indétectable dans 90% des adénocarcinomes pulmonaires et dans 82% des carcinomes malpighiens en 

comparaison avec le tissu pulmonaire normal. Dans les carcinomes pulmonaires non à petites cellules, la 

surexpression de E2F1 apparaît tantôt comme un facteur de mauvais pronostic (Gorgoulis, et al., 2002),

tantôt sans signification (Volm, et al., 1998).  



INTRODUCTION : III. Epissage des pré-ARNm chez les eucaryotes 

72 

III EPISSAGE DES PRE- ARNm CHEZ LES 
EUCARYOTES 

III.1 Généralités sur l’épissage 

III.1.1 Définition de l’épissage 

Chez les eucaryotes, les gènes nucléaires codant les protéines comportent pour la plupart 

des séquences codantes appelées exons, interrompues par des séquences non codantes et non 

traduites (car elles contiennent entre autre des séquences répétées ou des codons d'arrêt de la 

traduction) appelées introns qui doivent être éliminées. Des séquences introniques sont également 

présentes dans des gènes codant des ARN stables (ARN de transfert, ARN ribosomiques), dans 

des gènes d'organites cellulaires (chloroplastes, mitochondrie), ainsi que dans certains gènes 

bactériens, mais le mécanisme d'élimination de ces introns est différent de celui utilisé pour les 

gènes nucléaires codant des protéines. 

Le processus d'élimination des séquences introniques au sein des transcrits de gènes 

nucléaires de protéines a lieu dans le noyau. Ce processus post-transcriptionnel est appelé épissage 

constitutif. Au cours de cette réaction d'épissage, les séquences introniques des ARN pré-

messagers (pré-ARNm) sont éliminées et les séquences exoniques sont jointes les unes aux autres 

pour former l'ARN messager (ARNm) mature. Ces ARNm sont ensuite transportés dans le 

cytoplasme où ils sont traduits en protéines au niveau des ribosomes.  

Chez les eucaryotes supérieurs, l'épissage est un phénomène majeur. La plupart des gènes 

contiennent un intron. De plus, les introns de ces organismes sont en général de grande taille par 

rapport à ceux d'organismes tels que les levures. Ainsi, chez l'homme, la taille moyenne d'un exon 

est de 75 à 150 nucléotides tandis que les introns font en moyenne 3500 nucléotides (Deutsch and 

Long, 1999) et cette taille peut aller jusqu'à 500 000 nucléotides (Rowen, et al., 2002). On peut 

donc imaginer le défi relevé par la machinerie d'épissage pour identifier les exons au sein du 

génome.  

A côté de l'épissage constitutif éliminant les introns, il existe un second mode d'épissage 

dénommé alternatif. En effet, chez les vertébrés, les sites d’épissage sont généralement dégénérés 

par rapport aux séquences consensus. De ce fait, différentes séquences alternatives peuvent être 

utilisées en tant que sites d’épissage et plusieurs ARNm peuvent être produits à partir d’un seul 

gène. Ce processus est semblable à l'épissage constitutif et met en jeu les mêmes acteurs 
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moléculaires, mais dans ce cas des séquences exoniques peuvent aussi être excisées. Les 

eucaryotes supérieurs et les virus utilisent l’épissage alternatif pour accroître la capacité codante 

de leur génome. Chez l’homme, l’épissage alternatif concerne plus de 60 % des 30 000 gènes 

(Modrek and Lee, 2002) et sous-tend la diversité protéique. En effet, environ 80% des événements 

d'épissage alternatif ont pour conséquence de modifier la séquence codante conduisant à la 

production des protéines distinctes. L'épissage alternatif représente donc un moyen unique 

d'augmenter la diversité du protéome codé par un nombre limité de gènes. Au niveau 

physiologique, il participe au déroulement de programmes cellulaires multiples. En contrepartie, 

comme nous le verrons par la suite, il est aussi l'occasion de produire des transcrits aberrants aux 

conséquences pathologiques très diverses.  

III.1.2  Mécanismes moléculaires de l’épissage  

III.1.2.1 Séquences nécessaires à l’identification et l’élimination 
d’introns 

Les introns renferment un ensemble de séquences conservées permettant leur 

reconnaissance par la machinerie d’épissage. Ces séquences conservées correspondent aux sites 5' 

donneur et 3' accepteur. A l'extrêmité 5' de chaque intron se trouve une séquence consensus 

AG/GURAGU (R=purine et /= jonction intron/exon) appelée site 5' donneur d'épissage dans 

laquelle le dinucléotide GU en 5' de l'intron est le motif le plus conservé. La définition des sites 3’ 

accepteurs d’épissage (situées à l'extrêmité 3' de l'intron) est plus complexe. En effet, chez les 

vertébrés, ils renferment la boîte de branchement, une séquence polypyrimidine et le site 

3’proprement dit. La boîte de branchement est située 18 à 400 nucléotides en amont des sites 3’ 

d’épissage. La séquence consensus établie pour la boîte de branchement des introns de vertébrés 

est très dégénérée : YNYURAC (Y= pyrimidine) avec un résidu adénosine conservé et important 

pour la réaction d'épissage. La séquence polypyrimidine correspond à un enchaînement de 10 à 20 

résidus pyrimidines, les résidus U étant plus favorable à sa fonction. Enfin, le site 3’ d’épissage 

proprement dit se situe à la bordure intron/exon 3’ et est caractérisé par une courte séquence 

conservée YAG/G (Y = U ou C) (Patel and Steitz, 2003) (Figure 21).  
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Figure 21 : Séquences essentielles à la réaction d’épissage (Patel and Steitz, 2003) 
Dans les introns des pré-ARNm de vertébrés les séquences consensus des sites 5’ donneur d’épissage 
et 3’ accepteur d’épissage sont indiquées respectivement en vert et en bleu. La taille des nucléotides à 
chaque position représente la fréquence de la présence de ce nucléotide à cette position. Les 
nucléotides impliqués pour la reconnaissance de l’intron sont en noir, les autres en gris. Le nucléotide 
de branchement est en rouge.  

III.1.2.2 Assemblage des complexes splicéosomaux et facteurs 
protéiques participant à cet assemblage  

Au cours de l'épissage, l'élimination des introns est catalysée et régulée par un complexe 

macromoléculaire appelé splicéosome. Ce complexe comprend 5 particules ribonucléoprotéiques 

appelés UsnRNP (Uridine-rich Small Nuclear Ribonucleoparticle) et de nombreuses protéines 

non-snRNP. Les particules snRNP U1, U2, U4/U6, U5 sont 4 éléments majeurs pour la formation 

des complexes splicéosomaux. Chaque particule UsnRNP est constituée d'un ou plusieurs 

UsnRNA (Uridine-rich small nuclear ribonucleic acids), d'un ensemble de 7 protéines communes, 

les protéines Sm, et de plusieurs protéines spécifiques à chaque UsnRNP. Les UsnRNA sont des 

petits ARN (de 100 à 300 nucléotides) riches en résidus uridine dont la séquence et la structure 2D 

sont très conservées chez les eucaryotes (Branlant, et al., 1980; Branlant, et al., 1982; Branlant, et

al., 1983; Krol, et al., 1981; Mougin, et al., 2002; Will and Luhrmann, 1997).  

Ces dernières années, de nombreux progrès ont été faits dans l'identification des 

composants des complexes splicéosomaux. Récemment, des approches de protéomique ont permis 

de purifier certains de ces complexes et d'analyser leur contenu en protéines, y compris celles 

associées de manière transitoire (Hartmuth, et al., 2002; Jurica and Moore, 2003). Les complexes 

splicéosomaux s'assemblent autour de l'intron à éliminer de manière séquentielle. Chez les 

vertébrés, les premiers facteurs d'épissage s'associant au pré-ARNm ont pour rôle de reconnaître 

les sites donneurs et accepteurs d'épissage. Une fois ces sites définis, les autres facteurs d'épissage 

s'assemblent à leur tour sur le pré-ARNm. 
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Les études de l’assemblage des complexes splicéosomaux sur le pré-ARNm réalisées "in 

vitro" ont permis de mettre en évidence la formation de 5 complexes possédant une mobilité 

électrophorétique différente lorsqu’ils sont fractionnés par électrophorèse sur gel non dénaturant 

(Jurica and Moore, 2002) : les complexes H, E, A, B et C (Figure 22). Chacun de ces complexes 

correspond à l’assemblage ordonné de particules snRNP et de protéines non-snRNP. De 

nombreuses protéines splicéosomales n’appartenant pas aux particules UsnRNP participent 

également à l’assemblage des UsnRNP sur le pré-ARNm. Ces protéines sont soit associées de 

manière stable aux complexes splicéosomaux, soit de façon transitoire.  

Figure 22 : Assemblage du splicéosome et interactions séquentielles des protéines SR 
sur le pré-ARNm. 
L’élimination des introns est un processus catalysé par le splicéosome, assemblage de 5 
particules UsnRNP associées à un grand nombre de facteurs protéiques. L’assemblage du 
splicéosome sur le pré-ARNm passe par la formation d’une série de complexes (les 
complexes H, E, A, B et C.  
D’après Hertel and Graveley, 2005. 
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De façon très intéressante, l'assemblage se fait par étapes (Figure 22) et est initié par la 

fixation de la snRNP U1 en 5' (Michaud and Reed, 1991) permettant la formation d'un complexe 

précoce (complexe E) qui renferme les facteurs généraux d’épissage U2AF, mBBP/SF1 et des 

protéines SR. A cette étape, il y a un rapprochement spatial des sites accepteurs et donneurs 

d’épissage au niveau de l'intron à éliminer. Des données montrent que le réseau d’interactions 

ARN-ARN, ARN-protéines et protéine-protéine au sein du complexe E place les sites 5’ et 3’ 

d’épissage à une distance d’environ 10 à 20 Ǻ (Kent and MacMillan, 2002). En présence d'ATP, 

le complexe E est converti en complexe A ou pré-splicéosome. Ce complexe est caractérisé par 

l'association stable de la particule snRNP U2 au niveau de la boîte de branchement. Enfin, 

l'incorporation de la tri-snRNP (U4/U6.U5) au sein des complexes pré-splicéosomaux suivis des 

changements conformationnels conduit à la formation des complexes catalytiques actifs B et C. 

Au cours de la formation de ces deux derniers complexes splicéosomaux, l'excision des sites 

terminaux de l'intron a lieu par deux réactions de transestérification où des liaisons ester sont 

rompues, puis reconstituées différemment, l'intron étant éliminé sous la forme d'un lasso tandis 

que les deux exons sont réunis puis libérés (Figure 23). 

Figure 23: Formation du splicéosome après assemblage des snRNP et 
d'autres protéines au niveau des sites d'épissage. 
Le spliceosome permet le repliement local de l'intron, son excision sous 
la forme de lasso et la religature des exons adjacents. 
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III.1.2.3 Les différentes modes d'épissage alternatif 

Parallèlement à l'épissage constitutif, des ARNm distincts peuvent être produits à partir 

d’un même gène par différents modes d’épissage. Il existe 5 types d’épissage alternatif décrits 

dans la littérature (Figure 24).  

Figure 24 : Les différents modes d’épissage alternatif. 
Les portions alternatives sont représentées en bleu. 1) exon cassette ; 2) exons mutuellement 
exclusifs ; 3) sites d’épissage 5’en compétition ; 4) sites d’épissage 3’ en compétition; 5) 
rétention d’intron ; 6) promoteurs alternatifs ; 7) sites de polyadénilation alternatifs. 
D’après Blencowe, 2006. 

Les exons dit « cassette » sont soit inclus, soit exclus de l'ARNm mâture. Ils sont en 

général de petite taille et exprimés de manière tissu-spécifique (Brown and Cooper, 1996; 

Grabowski and Black, 2001). Dans ce cas, l'utilisation des sites 5' et 3' d'épissage correspondants 

est tissu-spécifique. Par exemple, le proto-oncogène c-SRC codant une tyrosine kinase subit un 

épissage tissu-spécifique. L'inclusion de l'exon N1 spécifiquement dans les neurones conduit à 

l'insertion de 6 acides aminés dans le domaine SH3 de la protéine kinase altérant sa capacité 

d'interaction avec les autres protéines (Brown and Cooper, 1996). 

Les exons dits mutuellement exclusifs (Miki, et al., 1992; Smith and Nadal-Ginard, 1989)

ne sont jamais présents ensemble dans les ARNm matures bien qu'ils aient des sites 5' et 3' 

fonctionnels. Par exemple, le pré-ARNm FGFR2 contient deux exons mutuellement exclusifs, qui 

sont appelés IIIb et IIIc chez la souris. La forme IIIb est capable de fixer les facteurs de croissance 

FGF7 et 10, ce que ne peut pas faire la forme FGFR2 IIIc (Miki, et al., 1992). 
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Sites d’épissage 5’ et 3’alternatifs 

Plusieurs sites d'épissage 5' et 3' alternatifs en compétition les uns avec les autres peuvent 

être présents dans une même séquence exonique (Akusjarvi and Stevenin, 2003; Purcell and 

Martin, 1993). La sélection d'un de ces sites conduit à des ARNm distincts codant des isoformes 

protéiques différentes.  

La rétention d’intron  

Un intron peut être inclus dans l’ARNm. Dans ce cas on parle de rétention d'intron. Cette 

rétention peut être tissu-spécifique. Par exemple, chez la drosophile, l'épissage du 3ème intron de 

l'élément P produit une transposase dans  les cellules germinales, alors que sa rétention dans les 

cellules somatiques conduit à la production d'une protéine qui réprime la transposition (Rio, 

1988). 

Promoteurs ou sites de polyadénylation alternatifs

Le choix des promoteurs transcriptionnels et des sites de polyadénylation influence 

l'identité des exons terminaux d'un ARNm. C'est le cas du transcrit primaire CT/CGRP commun à 

la calcitonine et au neuropeptide CGRP. Dans la thyroïde, l'utilisation des sites de polyadénylation 

de l'exon 4 conduit à la production de calcitonine, une hormone impliquée dans l'homéostasie du 

calcium, tandis que dans les neurones, le neuropeptide CGRP est produit par utilisation du site de 

polyadénylation de l'exon 6 (Lou and Gagel, 1998). 

Plusieurs mécanismes d’épissage alternatif peuvent être combinés dans un même pré-

ARNm. La production des variants d'épissage est régulée selon la nature des sites d’épissage et 

par la présence de séquences régulatrices. Le choix des sites d'épissage peut dépendre du type 

cellulaire, de l'état de différenciation de la cellule, de l'activation des voies de signalisation ou 

encore, du sexe de l'individu. Tous les pré-ARNm pouvant être épissés de manière alternative ont 

la caractéristique d'avoir des sites d'épissage faibles. 
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III.1.3 Régulation de l’épissage alternatif 

L’épissage alternatif n’est pas le fait du hasard. Des études ont démontré que les patrons 

d’épissage d’un même gène varient au cours du développement, selon le tissu ou l’activité 

cellulaire. De plus, les données montrent que l'expression des isoformes d'un même gène peut 

varier en réponse par exemple à une stimulation par des facteurs de croissance (cytokines, 

hormones) ou la stimulation antigénique du TCR des lymphocytes T (Matter, et al., 2000; Weg-

Remers, et al., 2001). Ces données prouvent que l’épissage alternatif est un mécanisme hautement 

régulé et que les signaux extracellulaires influencent l’apparition de tel ou tel transcrit. Cette 

régulation fait intervenir des séquences exoniques  ou introniques régulatrices agissant en "cis" et 

des facteurs protéiques liant ces séquences agissant en "trans".

III.1.3.1 Des sites d’épissage sous-optimaux et des éléments de 
séquences régulatrices agissant en "cis" 

Alors que les sites d'épissage forts utilisés constitutivement possèdent des séquences 

fortement similaires aux séquences consensus établies pour les sites 5' et 3' d'épissage, les sites 

d'épissage alternatifs ont souvent des séquences dégénérées par rapport aux séquences consensus. 

La force des sites 3' d'épissage dépend, en plus de la séquence du site 3' proprement dite, de la 

séquence polypyrimidine et de la séquence de branchement. Les sites 3' faibles ont souvent un 

enchaînement de pyrimidine entrecoupé de purines et/ou une séquence de branchement non 

canonique, parfois le nucléotide utilisé pour le branchement n'est même pas une adénosine. Ces 

caractéristiques rendent moins efficaces l'interaction des composants splicéosomaux avec les 

séquences aux jonctions exon-intron et intron-exon. Dans ce cas, l'assemblage des complexes 

splicéosomaux est guidé et facilité par des facteurs protéiques  qui se fixent à des éléments 

régulateurs présents au niveau des exons et/ou des introns. Il existe deux types de séquences 

régulatrices: des séquences activatrices et inhibitrices. Les séquences exoniques ESE (Exonic 

Splicing Enhancer) sont les sites de liaison des protéines SR. Une fois fixées, celles-ci peuvent 

promouvoir la phase de définition de l'exon en recrutant la machinerie d'épissage par leur domaine 

RS. Les séquences introniques ISE (Intronic Splicing Enhancer) peuvent stimuler l'étape de 

définition de l'exon et activer des exons "faibles" ou cryptiques. A l'inverse, les séquences 

inhibitrices ESS (Exonic Splicing Silencer) et ISS (Intronic Splicing Silencer) inhibent la phase de 

définition de l'exon en recrutant des répresseurs de la famille des hnRNP aux sites d'épissage ou 

aux sites proximaux (Figure 25). D'une manière générale, la distribution des séquences 
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activatrices et inhibitrices varie en fonction des exons constitutifs, des exons alternatifs et des 

introns. En effet, dans les introns, on trouve une forte proportion de séquences inhibitrices tandis 

que dans les exons constitutifs on trouve une plus forte proportion de séquences activatrices. Par 

contre, dans les exons alternatifs, on trouve environ autant de séquences activatrices que de 

séquences inhibitrices (Blencowe, 2006).  

Figure 25 : Régulation de l'épissage alternatif par des éléments de séquences régulatrices. 
L'épissage alternatif est régulé par l'existence au niveau du pré-ARNm de séquences régulatrices 
qui fixent des constituants du splicéosome. Ces séquences sont définies sur la base de leur 
localisation et leur activité comme ESEs et ESSs (Exonic Splicing Enhancer ou Silencer), et ISEs 
et ISSs (Intronic Splicing Enhancer ou Silencer). Les ESE ou ISE fixent des protéines de la famille 
SR qui vont activer les sites d’épissage les plus proches ou inhiber les ESS ou ISS, tandis que les 
ESS ou ISS répriment les sites d’épissage ou les séquences activatrices en fixant les protéines de 
la famille hnRNP. Le choix des exons alternatifs dépend de la balance entre ces éléments 
régulateurs sur le pré-ARNm et du ratio des protéines régulatrices interagissant avec eux. 
D’après Blencowe, 2006. 

III.1.3.2 Facteurs protéiques impliqués dans l'épissage et agissant en 
" trans" 

Deux grandes familles protéiques jouent un rôle crucial dans la régulation de l'épissage et 

le choix des exons à épisser. Ce sont les protéines de la famille SR (Serine-Rich Arginine) et les 

protéines de la famille hnRNP (Heterogeneous Nuclear Ribonucleoprotein). Ces protéines 

influencent toutes de façon dépendante de leur concentration et/ou de leur activation, l'assemblage 

du splicéosome aux sites d'épissage, en interagissant avec d'autres facteurs d'épissage et/ou les 

séquences régulatrices présentes au niveau du pré-ARNm. 

La famille des protéines hnRNP comprend plus de 25 protéines, découvertes d’abord dans 

des cellules HeLa, et nommées hnRNP A-U (Beyer, et al., 1977; Dreyfuss, et al., 1993). Dans 

cette famille, les protéines les plus représentées sont hnRNP A1, A2, B1, B2, C1 et C2. Elles sont 

très abondantes dans la cellule, jusqu’à 100 millions de copies par cellule (Dreyfuss, et al., 2002). 

Ces protéines contiennent un ou plusieurs domaines de fixation à l’ARN appelés domaines RRM 

(RNA Recognition Motif) ainsi que des domaines dits auxiliaires. Elles se lient à l’ARN, soit de 

manière peu spécifique, soit de manière séquence spécifique. Au sein du noyau, les protéines 
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hnRNP sont majoritairement localisées dans le nucléoplasme. Certaines sont capables de faire la 

navette entre le noyau et le cytoplasme, comme c’est le cas de la protéine hnRNP A1 (Pinol-Roma 

and Dreyfuss, 1992). Dès leur transcription, les ARN produits par l'ARN polymérase II sont 

associés avec un grand nombre de protéines hnRNP. Les protéines hnRNP sont donc présentes sur 

chaque transcrit de gène codant une protéine et peuvent intervenir indirectement sur la maturation 

des transcrits. Elles peuvent aussi agir de manière spécifique sur la régulation de l’épissage 

alternatif d’un pré-ARNm en se fixant avec une plus grande affinité sur les séquences régulatrices 

ESS et en réprimant l’épissage. La protéine hnRNP A1 est un régulateur négatif de l'utilisation des 

sites d'épissage, aussi bien 5' que 3' (Pozzoli and Sironi, 2005). Au niveau du site 5' d'épissage, de

nombreuses recherches  ont montré que la protéine hnRNP A1 est un antagoniste des activités des 

protéines SR (Caceres, et al., 1994; Mayeda, et al., 1993; Mayeda and Krainer, 1992; Yang, et al., 

1994). La protéine hnRNP A1 est aussi capable de se fixer sur des séquences inhibitrices 

exoniques (ESS) et de réprimer l'utilisation du site 3' en amont, en empêchant l'assemblage des 

complexes splicéosomaux autour de ce site d'épissage (Caputi, et al., 1999; Del Gatto-Konczak, et 

al., 1999; Marchand, et al., 2002). 

A côté de la famille des protéines hnRNP, la famille des protéines SR joue un rôle crucial 

dès les étapes précoces de l'assemblage des complexes splicéosomaux. Ces proéines se 

caractérisent par un ou deux domaines de fixation à l'ARN, de type RRM, et un domaine RS riche 

en résidus sérine et arginine. Les protéines SR sont essentielles à la définition des exons chez les 

eucaryotes supérieurs (Graveley, 2000). Elles sont aussi bien impliquées dans l'épissage constitutif 

que dans les régulations de l'épissage alternatif. Nous reviendrons dans un prochain chapitre sur 

cette famille de régulateurs cruciaux de l'épissage. D’autres protéines que les protéines SR 

présentent des domaines RS avec parfois des domaines RRM. Elles ont été classées dans la 

famille SRrp (SR related protein) également nommées protéines SR-like (Graveley, 2000). 

Certaines de ces protéines sont des facteurs d’épissage comme U2AF35 et U2AF65, d’autres sont 

des protéines de particules UsnRNP (U1-70K, U5-100K et (U4/U6.U5]-27K), d’autres enfin sont 

des protéines régulatrices de l’épissage (hTra2α et hTra2β) ou des protéines co-activatrices 

(SRm160 et SRm300). On trouve également dans cette famille des ARN hélicases (HPrp16, 

HRH1) et de manière intéressante, une famille de protéines kinases responsables de la 

phosphorylation du domaine RS des protéines SR (Clk/Sty 1, 2, 3).
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III.1.4 Couplage entre transcription et épissage 

Il est établi depuis quelques années que la transcription et l'épissage des ARN pré-

messagers sont des événements cellulaires couplés dans le temps et dans l'espace (Bauren and 

Wieslander, 1994; Beyer and Osheim, 1988). De plus, comme nous le verrons dans le chapitre 

suivant, des inter-relations ont aussi lieu avec des étapes ultérieures à l'épissage, comme le 

transport des ARN et la traduction. L'ARNm produit lors de la transcription est immédiatement 

pris en charge pour sa maturation; mise en place de la coiffe, épissage et polyadénylation, sont 

ainsi concomitants de la transcription. Le couplage transcription/épissage repose sur diverses 

observations. La première est que les acteurs régulant la transcription et l'épissage co-localisent à 

l'intérieur de la cellule. Ainsi, les facteurs d'épissage s'accumulent au sein de structures nucléaires 

appelées speckles (20 à 40 par noyau) (Huang and Spector, 1991; Zhang, et al., 1994) et les 

marquages des transcrits poly (A) avec un oligo (dT) marqué ou le marquage d'une sous-unité de 

l'ARN polymérase II ont montré leur localisation dans les speckles (Carter, et al., 1993; Carter, et 

al., 1991; Mortillaro, et al., 1996). De plus, plusieurs gènes se localisent à la périphérie ou à 

l'intérieur des speckles (Brown, et al., 2008; Huang and Spector, 1991; Jolly, et al., 1999; 

Lawrence, et al., 1993; Lawrence and Clemson, 2008). De façon intéressante, il a été récemment 

montré que cette localisation de gènes activement transcrits au sein des speckles dépendait aussi 

de l'environnement chromatinien suggérant un rôle des facteurs de remodelage de la chromatine 

dans les processus d'épissage (Brown, et al., 2008). En accord avec ces données, il a été montré 

que la trichostatine A (un inhibiteur de HDAC) affecte l'épissage (Nogues, et al., 2002), et que le 

complexe de remodelage SWI/SNF régule l'épissage de divers gènes, incluant la E-cadhérine, 

BIM, la cycline D1 ou CD44 (Batsche, et al., 2006). Cet effet met en jeu l'ARN polymérase II et 

son domaine C-terminal (CTD) qui agit comme une plateforme de recrutement de nombreux 

facteur d'épissage et joue un rôle crucial dans la coordination de la transcription, l'épissage et la 

polyadénylation (Bentley, 2005; Che, et al., 1997; Hirose and Manley, 1998; Listerman, et al., 

2006; Misteli and Spector, 1999). Le domaine CTD de l'ARN polymérase II est constitué chez 

l'homme de 52 répétitions de 7 acides aminés contenant 3 résidus sérine (YSPTSPS). Un jeu de 

phosphorylation /déphosphorylation des résidus sérines des éléments des séquences répétées du 

domaine CTD ponctue les phases successives de son activité (Orphanides and Reinberg, 2002) 

(Figure 26). 
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Figure 26: Modèle du couplage transcription/épissage. 
Le domaine C-terminal de l'ARN polymérase II couple la transcription et l'épissage des ARNs pré-
messagers. Le CTD sert de plateforme à l'assemblage des facteurs responsables de la transcription, de la
mise en place de la coiffe, de l'épissage et de la maturation de l'extrémité 3' à différentes étapes de la 
synthèse du transcrit naissant. 
Adapté d'après Orphanides and Reinberg, 2002. 

A la fin de l'initiation de la transcription, les sérines en position 5 de chaque répétition sont 

progressivement phosphorylées, ce qui conduit à la dissociation des facteurs d'initiation de la 
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en seconde position des répétitions sont à leur tour phosphorylées, ce qui provoque la dissociation 

des protéines de la coiffe et l'association des facteurs d'épissage. Par exemple, les protéines de la 

famille SR interagissent avec l'ARN polymérase II (Das, et al., 2007), de même que d'autres 

composants du splicéosome incluant PSF/p54nrb, U2AF, et une ou plus des 5 protéines snRNPs 

(U1, U2, U4, U5 et U6) (Corden and Patturajan, 1997; Emili, et al., 2002; Kameoka, et al., 2004; 

Mortillaro, et al., 1996). Ces interactions permettraient le positionnement des facteurs d'épissage 

en proximité étroite avec l'ARN naissant, et favoriserait un épissage co-transcriptionnel plus 

efficace. A côté de son rôle en tant que plateforme de recrutement, la vitesse d'élongation de 

l'ARN polymérase II joue également un rôle dans la régulation de l'épissage alternatif (de la Mata, 

et al., 2003; Kadener, et al., 2002; Kornblihtt, 2005; Kornblihtt, 2006). Ainsi, une ARN 

polymérase II peu processive ou faisant des pauses internes au cours de l'élongation favoriserait 

l'inclusion d'exons alternatifs possédant des sites d'épissage sous-optimaux. Il a été montré que les 

changements dans la vitesse d'élongation de l'ARN polymérase II mettent en jeu des modifications 

de la phosphorylation de son domaine CTD (Batsche, et al., 2006; Kornblihtt, 2006). Ainsi, une 

étude récente a montré que le facteur d'épissage de la famille des protéines SR, SC35, régulait 

positivement l'étape d'élongation de la transcription au niveau de gènes spécifiques via une 

augmentation de la phosphorylation du CTD de l'ARN polymérase II au niveau du second résidu 

sérine (Lin, et al., 2008). A l'inverse, il a été observé que le ralentissement de la vitesse 

d'élongation de l'ARN polymérase II au niveau du gène CD44 en réponse à l'expression de Brm, la 

sous-unité catalytique du complexe de remodelage SWI/SNF, s'accompagnait d'une accumulation 

de sa forme phosphorylée sur la sérine en position 5' du CTD (Batsche, et al., 2006). Finalement, 

une dernière observation en faveur du couplage entre transcription et épissage repose sur les 

résultats démontrant que l'épissage alternatif peut aussi être modifié par des variations dans la 

région du promoteur (Auboeuf, et al., 2002; Cramer, et al., 1999; Cramer, et al., 1997). Ces 

résultats indiquent que des facteurs de transcription pourraient aussi réguler l'épissage des 

transcrits. En accord avec cette hypothèse, il a été montré que les co-régulateurs transcriptionnels 

de certains  facteurs de transcription recrutés au niveau des promoteurs de leurs gènes cibles 

étaient non seulement capables d'augmenter la quantité de transcrit, mais aussi de modifier la 

nature des variants d'épissage synthétisés par ces gènes (Auboeuf, et al., 2005; Auboeuf, et al., 

2004a; Auboeuf, et al., 2004b; Auboeuf, et al., 2002). Dans certains cas, les effets sur l'épissage de 

ces co-régulateurs transcriptionnels sont dépendants du promoteur. De plus, certains facteurs de 

transcription interagissent directement avec des facteurs d'épissage (Davis, et al., 1998; Ge, et al.,

1998; Hallier, et al., 1998) et modifient l'épissage tels que le facteur de transcription SP1/PU 

(Hallier, et al., 1998; Hallier, et al., 1996) qui contrôle l'épissage de façon dépendante de sa liaison 
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au promoteur de ses gènes cibles (Guillouf, et al., 2006). Enfin, il a été récemment montré que le 

facteur de transcription oncogénique EWS-FLi1 affectait le ratio des variants d'épissage de la 

cycline D1 en diminuant la vitesse d'élongation de l'ARN pol II au niveau de ce gène (Sanchez, et 

al., 2008).  

L'ensemble de ces données confirme donc l'existence d'un couplage entre transcription et 

épissage et indique une inter-connexion étroite et fonctionnelle entre les protéines régulant la 

transcription, les facteurs de la transcription notamment, et celles contrôlant l'épissage (Figure 

27). 

Figure 27: Transcription et épissage, deux événements couplés pour un meilleur contrôle de 
l’expression des gènes.  
Outre la protéine oncogénique Spi-1/PU.1, plusieurs exemples de protéines impliquées dans les deux 
processus, transcription et épissage, sont déjà connues : P52, un activateur transcriptionnel, est capable 
d’interagir avec le facteur d’épissage ASF/SF2 (Ge, et al., 1998). U1 snRNP, facteur d’épissage essentiel 
du splicéosome, peut se lier à plusieurs protéines impliquées dans la transcription : le facteur d’élongation 
TAT-SF1 (Fong and Zhou, 2001; Tian, 2001), le facteur de transcription TFIIH, et même l’ARN 
polymérase II (ARNpol II) (Kwek, et al., 2002). La protéine E2, activateur transcriptionnel des gènes 
viraux, peut elle aussi interagir avec des facteurs d’épissage de la famille des protéines SR ou avec des 
protéines associées aux snRNP (Lai, et al., 1999).  
CAP: capping de l’ARNm 
CTD: domaine carboxyterminal de l’ARN polymérase II. 
D'après Theoleyre, et al., 2004. 
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III.2 Les protéines SR 

Parmi toutes les protéines nécessaires à l’épissage, la famille des protéines SR joue un rôle 

crucial dès les étapes précoces d’assemblage des complexes splicéosomaux. La dénomination de 

ces protéines est liée à la présence à leur extrêmité C-terminale, d’un domaine riche en résidus 

Sérine (S) et Arginine (R): le domaine RS. Cette famille de facteurs d’épissage est 

particulièrement conservée chez les métazoaires et également chez les plantes (Graveley, 2000). 

Néanmoins, certains eucaryotes n’expriment pas de protéines SR, comme S. cerevisiae (Graveley, 

2000). Elles sont essentielles à la définition des exons chez les eucaryotes supérieurs (Graveley, 

2000). Ces protéines sont aussi bien impliquées dans l’épissage constitutif que dans les régulations 

de l’épissage alternatif, mais elles jouent aussi un rôle au cours des processus post-épissage. 

Malgré leur expression ubiquitaire, des variations de l'expression des protéines SR sont 

observées selon les tissus considérés suggérant que le ratio entre les différentes protéines SR 

pourrait affecter l'épissage alternatif de façon tissu dépendante. Les protéines SR ont un rôle à 

jouer au cours du développement. Chez la drosophile, les protéines SF2/ASF et SC35 participent 

au développement du système oculaire (Gabut, et al., 2007). De plus, l'inactivation de SF2/ASF 

chez C.Elegans conduit à la mort embryonnaire (Longman, et al., 2000). Chez la souris, 

l'inactivation du gène SRp20 bloque le développement à un stade très précoce (Jumaa, et al., 

1999) et l'inactivation de SC35 dans le thymus conduit à un défaut de maturation des cellules T, 

via la modification de l'épissage du récepteur CD45 (Wang, et al., 2001). De même, l'ablation 

tissu-spécifique de SC35 dans le cœur de souris transgéniques conduit à des hypertrophies 

cardiaques via la diminution de l'expression des récepteurs à canaux calciques cardiaques RyR2 

(Ding, et al., 2004). Ces données corrèlent avec des résultats liant expression de SC35 et 

disfonctionnement cardiaque chez l'homme (Hein and Schmitt, 2003). 

III.2.1  Présentation de la famille et caractéristiques structurales 

A l’heure actuelle, dix protéines SR de poids moléculaire variant de 20 à 75kDa ont été 

identifiées. Ce sont ASF/SF2 (Ge, et al., 1991; Krainer, et al., 1991), SC35 ou SRp30b (Fu and 

Maniatis, 1992a; Fu and Maniatis, 1992b), SRp20 (Ayane, et al., 1991; Zahler, et al., 1993), 

SRp30c, SRp40, SRp55 (Screaton, et al., 1995), 9G8 (Cavaloc, et al., 1994), SRp75 (Zahler, et al., 

1993), SRp54 (Chaudhary, et al., 1991; Zhang and Wu, 1996) et SRp46 (Soret, et al., 1998) 

(Figure 28). 
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Certaines protéines SR sont codées par des gènes essentiels. Chez la drosophile, la délétion du 

gène correspondant à la protéine humaine SRp55 entraîne une létalité dans la première ou 

deuxième étape de la vie larvaire (Ring and Lis, 1994). SC35 est également une protéine 

essentielle au développement. Chez C. elegans, l’invalidation des autres membres de la famille ne 

donne aucun phénotype. Ces résultats suggèrent une redondance fonctionnelle des protéines SR, 

mais elles pourraient aussi agir en alternance à différents stades de la vie cellulaire. 

Sur le plan structural, les protéines SR ont une organisation modulaire caractéristique 

(Figure 28). Elles contiennent un ou deux motifs de reconnaissance et de fixation à l'ARN 

dénommés RRM (RNA Recognition Motif) en N-terminal, et un domaine riche en sérine et 

arginine (RS) en C-terminal. Le domaine RRM détermine la spécificité de liaison à l’ARN, tandis 

que le domaine RS fonctionne comme un module d’interaction protéine-protéine, mais est aussi 

capable d’interagir avec l’ARN (Hertel and Graveley, 2005; Shen, et al., 2004). De façon 

intéressante, le domaine RRM est interchangeable entre protéines SR (Chandler, et al., 1997; 

Mayeda, et al., 1999) et peut lier l’ARN en absence de domaine RS (Caceres and Krainer, 1993; 

Tacke and Manley, 1995). De même, le domaine RS est interchangeable (Chandler, et al., 1997). 

Selon que leur domaine de fixation à l’ARN renferme respectivement un ou deux motifs 

RRM, les protéines SR sont sub-divisées en 2 sous-familles: (i) de type SC35 ou (ii) de type 

ASF/SF2 (Figure 28). 

Figure 28: Organisation structurale des protéines SR. 
Les différents domaines composant la structure des protéines SR sont représentés sur ce 
schéma.  
RRM : RNA Recognition Motif 
Zn : motif en doigt de zinc  
RS : domaines riches en résidus sérine et arginine 
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III.2.1.1 Le domaine RRM de fixation à l’ARN des protéines SR

Les domaines RRM (ou RBD, ou RNP) sont les motifs structuraux de fixation à l'ARN les 

plus fréquemment retrouvés chez l'homme et ils déterminent la spécificité de liaison à l’ARN des 

protéines qui les renferment. Ces domaines contiennent environ 90 acides aminés et sont 

caractérisés par 2 séquences signature, l'une constituée de 8 résidus, RNP-1 (RGFGFVxF) et 

l'autre constituée de 6 résidus, RNP-2 (LFVGNL). L'unique domaine RRM de SC35 ainsi que le 

domaine RRM1 d'ASF/SF2 portent chacun les deux séquences signature (Figure 28) et seraient 

capables de conférer une spécificité de sélection du site d’épissage (Dauksaite and Akusjarvi, 

2004). 

Les protéines SR reconnaissent un large éventail de séquences ARN mais toutes les 

protéines SR n’ont pas la même spécificité de fixation à l'ARN. Cela conduit à une activité 

différentielle de ces protéines dans la régulation de l'épissage alternatif (Tacke and Manley, 1999). 

Les premières données démontrant une spécificité des protéines SR viennent des études sur les 

protéines SC35 et ASF/SF2 mettant en évidence une différence significative des deux protéines 

dans leur capacité à se fixer sur le pré-ARNm (Fu, 1995). Des expériences de SELEX (Systematic 

Evolution of Ligands by EXponential enrichment) ont permis ensuite d'établir des séquences ARN 

de haute affinité ou des ESEs-spécifiques pour beaucoup de protéines SR (Cavaloc, et al., 1999; 

Tacke, et al., 1997; Tacke and Manley, 1995; Tacke and Manley, 1999; Tuerk and Gold, 1990). 

Cependant, ces études ont aussi montré que ces ESEs spécifiques pour les protéines SR peuvent 

contenir des séquences dégénérées de faible affinité (Liu, et al., 1998). Parallèlement à leur 

capacité à lier l’ARN, des études structurales biochimiques récentes ont aussi montré que certains 

domaines RRM sont utilisés pour établir des interactions protéine-protéine (Maris, et al., 2005). 

III.2.1.2 Le domaine RS des protéines SR 

Le domaine C-terminal des protéines SR contient un grand nombre d'enchaînement de 

dipeptide RS (jusqu'à 80% dans le domaine de SC35). La longueur du domaine RS varie de 24 

(SRp30c) à 316 résidus (SRp75). Il a été démontré que le domaine RS agit comme une plateforme 

d'interaction protéine-protéine. Ainsi, les protéines SR interagissent via leur domaine RS avec les 

domaines RS d'autres protéines SR, mais aussi d’autres facteurs de régulation d'épissage, tels que 

les protéines Tra et Tra 2 ou les composants de la machinerie d'épissage, comme U1-70K et 

U2AF35  (Amrein, et al., 1994; Graveley, 2000; Kohtz, et al., 1994; Wu and Maniatis, 1993). Ces 

interactions via le domaine RS impliquent des arginines chargées positivement et des sérines 
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phosphorylées, indiquant clairement que la phosphorylation du domaine RS conditionne fortement 

les interactions des protéines SR avec leurs partenaires (voir aussi §4 de ce chapitre) et donc leur 

activité (Graveley, et al., 1998). Parallèlement, le degré de phosphorylation du domaine RS 

conditionne aussi la localisation sub-cellulaire des protéines SR, et notamment leur recrutement au 

niveau des sites actifs de transcription (Misteli, et al., 1998; Misteli and Spector, 1998). Le 

domaine RS est aussi impliqué dans le transport noyau-cytoplasme de certaines protéines SR 

(Caceres, et al., 1998), mais aussi dans la rétention nucléaire de la protéine SC35 (Cazalla, et al., 

2002). Enfin, des données récentes ont montré que le domaine RS pouvait aussi interagir avec le 

pré-ARNm au niveau de la boîte de branchement (Hertel and Graveley, 2005; Shen, et al., 2004). 

Ce domaine RS est donc essentiel à l’activation des protéines SR tant par les interactions protéine-

protéine et protéine-ARN qu’il engage, mais aussi par son effet sur la localisation sub-cellulaire de 

ces protéines. 

III.2.2 Mécanismes d’action des protéines SR 

III.2.2.1 Rôle des protéines SR dans l'épissage constitutif et alternatif 

Les protéines SR participent à de multiples étapes dans l’assemblage du splicéosome ce 

qui les rend indispensables, aussi bien au niveau de l’épissage constitutif que de l’épissage 

alternatif. Dans l’épissage constitutif, les protéines SR assurent un rôle de «ciment» dès les étapes 

précoces de l’assemblage des complexes splicéosomaux et contribuent aussi à la définition des 

exons et des introns (Sanford, et al., 2005). Ces effets nécessitent  leur fixation via leur RRM à des

séquences exoniques spécifiques (rôle exon dépendant), mais aussi leur interaction via leur 

domaine RS avec des partenaires protéiques (rôle exon indépendant). 

a) Rôle dans l'épissage constitutif 

La sélection des sites d'épissage est médiée par la fixation des protéines SR via leur 

domaine RRM sur les séquences exoniques (ESE) du pré-ARNm. Ainsi, au cours de la formation 

du complexe E, les protéines SR fixées sur leur ESE interagissent physiquement avec la protéine 

U2AF35 via son domaine RS (Wu and Maniatis, 1993) conduisant au recrutement de la sous-unité 

U2AF65  sur l'enchaînement de pyrimidine située en amont du site 3' d'épissage de l'intron 

précédent (Tian and Maniatis, 1993; Wu and Maniatis, 1993) (Figure 29, A). Par la suite, ce 
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complexe stimule le recrutement de la protéine U1 snRNP sur le site d'épissage 5' situé en aval de 

l'exon (Graveley, 2000) (Figure 29, A). Ce processus initié par les protéines SR permet la 

définition des exons (Boukis and Bruzik, 2001; Sanford and Caceres, 2004). L'activation de 

l'épissage par les éléments ESE peut aussi mettre en œuvre d'autres facteurs protéiques, en plus 

des protéines SR, tels que les co-activateurs d'épissage SRm160/300 ou la protéine Tra2 (Eldridge, 

et al., 1999; Graveley, 2000) (Figure 29, B). Ces co-activateurs favorisent et stabilisent les 

interactions entre les particules U snRNP et les protéines SR initiées dans les premières étapes des 

processus d'épissage. 

Figure 29: Activation d’épissage par les protéines SR d’une manière exon-dépendant. 
(A)  Définition de l'exon: modèle de recrutement de la protéine U2AF  (B)  Modèle de co-
activation. Dans ce modèle, la séquence ESE (Exonic Splicing Enhancer) fonctionne en 
interagissant avec les protéines SR et d’autres co-activateurs d’épissage comme SRm160/300 
qui interagit aussi avec U1 snRNP et U2 snRNP. 
Py: enchaînements de pyrimidine. 
Adapté d'après Graveley, 2000. 

Les protéines SR régulent aussi l'épissage d'une manière exon indépendante, c'est-à-dire  

par des mécanismes qui n'exigent pas leur fixation sur des séquences exoniques (ESE). Ainsi, il a 

été proposé que les protéines SR servent de médiateurs pour rapprocher les sites 3' et 5' d'épissage 

par un mécanisme nommé "cross-intron interaction" et permettre l'excision d'introns de longue 

taille (Graveley, 2000) (Figure 30). Dans ce modèle (premièrement décrit pour la protéine SC35), 

les protéines SR forment des "ponts " au travers de l'intron en interagissant via leur domaine RS 

simultanément avec d'autres protéines SR et les protéines U1-70K (fixée sur le site 5' d'épissage) 

et U2AF35 (fixée sur le site 3' d'épissage) (Figure 30, A). 

De plus, parallélement à leur rôle dans la formation du complexe E, les protéines SR jouent 

aussi un rôle important dans le recrutement du complexe protéique U4/U6-U5 tri-snRNP 

(Roscigno and Garcia-Blanco, 1995; Tarn and Steitz, 1995). Le mécanisme exact de ce 

recrutement n'est pas encore connu, mais il a été proposé un modèle selon lequel les protéines SR 
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interagissent avec deux protéines spécifiques de 65 et 110 kDa (Graveley, 2000 2005; Roscigno 

and Garcia-Blanco, 1995; Sanford, et al., 2005) (Figure 30, B) qui possèdent des domaines RS 

(Fetzer, et al., 1997; Teigelkamp, et al., 1997). 

Figure 30: Modèles de mécanismes d'action des protéines SR indépendant de leur fixation 
sur les séquences ESE. 
A: Excision de l'intron par "cross-intron" interact ion. Les protéines SF2/ASF (fixée sur 
l'ESE) et SC35 (créant un pont au travers de l'intron via ses interactions protéine-protéine au 
niveau de la boîte de branchement avec les autres composants du splicéosome) juxtaposent les 
sites 3' et 5' d'épissage.  
D'après Manley and Tacke, 1996. 
B: Recrutement du complexe tri-snRNP médié par les protéines SR. Les protéines SR 
peuvent médier le recrutement du complexe U4/U6-U5 tri-snRNP au niveau du pré-ARNm au 
cours de l'assemblage du splicéosome  
Adapté d'après Graveley, 2004. 

b) Rôle des protéines SR dans l'épissage alternatif 

Certains exons alternatifs se caractérisent par des séquences d'épissage non optimales. Par 

exemple, plusieurs sites  d'épissage alternatif en 3' contiennent un enchaînement de 

polypyrimidine insuffisant pour être reconnu par la protéine U2AF résultant en l'exclusion de 

l'exon situé en aval. La fixation des protéines SR sur les séquences ESE peut compenser cette 

faiblesse des séquences polypyrimidine en recrutant la protéine U2AF et en initialisant le 

processus de définition de l'exon (Blencowe, et al., 2000; Sanford and Caceres, 2004). D'autre 

part, les protéines SR fixées sur des séquences ESE peuvent réguler l'inclusion d'exons alternatifs 

en supprimant l'effet négatif des protéines de la famille hnRNP, dont la protéine hnRNP A1 qui se 

fixe sur des séquences exoniques ESS. Plusieurs études ont permis de montrer que les protéines 

SR et hnRNP A/B inhibitrices agissent de manière antagoniste par un mécanisme dépendant de 

leur concentration (Smith and Valcarcel, 2000). Leurs sites de fixation sur l’ARN sont en général 

juxtaposés, ce qui empêche, par encombrement stérique, la fixation simultanée des 2 types de 

protéines. Ainsi, en absence de protéines SR sur les séquences ESE, la fixation de hnRNP A1 sur 
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des séquences ESS de l'exon bloque le recrutement de la protéine U2AF au site 3' d'épissage et 

prévient l'inclusion de l'exon alternatif (Figure 31). La balance d'expression entre les protéines SR 

et hnRNP A/B et leur activité représentent donc des facteurs importants dans la régulation de 

l'épissage alternatif d'une manière tissu-spécifique ou au cours du développement. De plus, 

comme nous l'avons déjà dit, certaines des protéines SR pourraient agir en modifiant la vitesse 

d'élongation de l'ARN polymérase II via la modification de la phosphorylation de son domaine 

CTD résultant en l'inclusion ou l'exclusion d'exons contenant des sites d'épissage sous-optimaux 

(Lin, et al., 2008). 

Figure 31 : Modèle d’inhibition d’épissage.  
En absence des protéines SR fixées sur leur ESE, des complexes inhibiteurs de 
l’épissage (comme la protéine hnRNP A1) se fixent sur des séquences régulatrices 
ESS (Exonic Splicing Silencer) situées en aval des ESEs et inhibent l'inclusion de 
l'exon. De leur côté, en se fixant sur leur ESE, les protéines SR empêchent la 
fixation des complexes inhibiteurs sur les séquences ESS.  
Adapté d'après Graveley, 2000. 

Dans des conditions spécifiques, certaines protéines SR peuvent avoir un effet 

complètement opposé sur la sélection des sites d'épissage alternatifs. Par exemple, les protéines 

SF2/ASF et SC35 agissent de façon antagoniste dans la régulation de l'épissage alternatif du pré-

ARNm β-tropomyosin (Gallego, et al., 1997), où SC35 se comporte comme un répresseur de 

l'épissage d'une manière tissu-spécifique. Une autre étude très récente montre aussi la capacité de 

SC35 et SF2/ASF à fonctionner comme antagonistes dans la régulation de l'épissage alternatif du 

gène IGHD II (Isolated Growth Hormone Deficiency type II). Dans ce cas encore, SC35 se 

comporte comme répresseur pour la sélection de l'exon 3 (Solis, et al., 2008). Dans la régulation 

de l'épissage alternatif du pré-ARNm SRp20, SF2/ASF est antagoniste de SRp20 (Jumaa and 

Nielsen, 1997). Il existe une hypothèse selon laquelle cette capacité des protéines SR à réprimer la 

sélection des sites d'épissage dépendrait de la localisation des séquences riches en purine sur le 
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site 3' d'épissage, les protéines SR qui s'y fixent exerceraient un effet répresseur. A l'inverse, le 

déplacement de ces séquences sur l'exon en aval modifierait l'activité des protéines SR, les 
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nous le verrons, la phosphorylation des protéines SR peut aussi conditionner leur effet répresseur 

versus activateur (Feng, et al., 2008). 

III.2.2.2 Rôle des protéines SR dans les mécanismes cellulaires post-
épissage 

Les protéines SR qui font la navette entre le noyau et le cytoplasme peuvent avoir des 

fonctions supplémentaires dans le contrôle des processus post-épissage (Tableau 4). Il a été 

démontré que les protéines SF2/ASF, SRp20 et 9G8 stimulent l'export des ARNms épissés en 

recrutant sous leur forme hypophosphorylée le récepteur principal de l'export NXF1/TAP (Huang, 

et al., 2003). De plus, les protéines SR ont été impliquées dans le contrôle de la stabilité des 

ARNm et aussi dans la surveillance et l'élimination des ARNm anormaux. Le NMD (Non Sense 

Mediated mRNA Decay) est un mécanisme post-transcriptionnel utilisé par les cellules eucaryotes 

pour dégrader les ARNm anormaux présentant des codons stops prématurés et éviter la production 

de protéines tronquées pouvant avoir des effets néfastes dans les cellules. De façon intéressante, la 

surexpression de certaines protéines SR induit fortement le mécanisme de NMD et cette effet 

nécessite la présence du domaine RS, mais ne corrèle pas avec la navette des protéines SR entre le 

noyau et le cytoplasme (Zhang and Krainer, 2004). Les protéines SR peuvent aussi moduler la 

stabilité de l'ARNm par un mécanisme différent du NMD. Lemaire et collaborateurs ont montré 

que la protéine SF2/ASF régule la stabilité cytoplasmique de l'ARNm de PKCI-1 (Protein Kinase 

C-Interacting protein) dans des fibroblastes de poulet en se liant à des séquences spécifiques sur le 

site 3' UTR de PKCI-1 et déstabilisant ainsi son ARNm (Lemaire, et al., 2002). Une autre étude 

montre que la protéine SC35 à concentration élevée joue aussi un rôle dans la stabilisation et le 

transport de l’ARNm de SV40 (Wang and Manley, 1995). 

Enfin, les protéines SR sont impliquées dans le contrôle de la traduction des ARNms. 

Ainsi, SF2/ASF s'associe aux polyribosomes et stimule la traduction par un mécanisme mettant en 

jeu la phosphorylation de 4E-BP1, un inhibiteur de l'initiation de la traduction, via la voie de 

signalisation mTORC1 (Karni, et al., 2008; Michlewski, et al., 2008). De façon intéressante, la 

capacité de SF2/ASF à co-réguler l'épissage dans le noyau et la traduction dans le cytoplasme d'un 

même ARN messager a été récemment mise en évidence (Sanford, et al., 2008), indiquant que les 

protéines SR peuvent agir à différentes étapes de l'expression génique d'un même gène. De la 

même façon, la phosphorylation de 9G8 ou SF2/ASF par la voie AKT modifie non seulement 

l'épissage, mais aussi la traduction de l'ARNm épissé (Blaustein, et al., 2005). 
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Tableau 4: Rôles des protéines SR dans l'expression post-transcriptionnelle des gènes. 
Les divers rôles décrits pour les protéines SR dans le métabolisme de l'ARNm suggèrent que les 
membres de cette famille sont des acteurs multifonctionnels qui régulent aussi bien l'épissage, l'export 
des ARNms et leur traduction.  
NMD:  Non Sense Mediated Decay 
(+): effet démontré 
(-): pas d'effet 
ND: effet non déterminé 
Adapté d'après Sanford, et al., 2005. 
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III.2.3 Fonctions biologiques des protéines SR 

De part leurs fonctions essentielles dans le contrôle de l'expression des gènes, les protéines 

SR participent au niveau physiologique à la régulation de la croissance cellulaire. Cependant, à 

l'heure actuelle, peu de travaux ont identifié leurs gènes cibles dans ce contexte. De plus, leur rôle

dans le contrôle de processus cellulaires tels que l'apoptose ou la prolifération commence 

seulement à émerger.  

III.2.3.1 Rôle des protéines SR dans l'apoptose et la réponse aux 
dommages sur l'ADN 

Un grand nombre des gènes impliqués dans le contrôle des voies de l'apoptose est régulé 

par épissage alternatif. Dans la plupart des cas, l'épissage alternatif du même transcrit génère 

différentes isoformes protéiques aux propriétés souvent antagonistes, pro- ou anti-apoptotiques 

(Tableau 5).  
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Protéines Fonctions cellulaires
Conséquences              

fonctionnelles de l'épissage

FasL

LARD
Apoptose par la voie extrinsèque 
(dans les lymphocytes)

Altération de la solubililté et du 
potentiel apoptotique

TRAF2 Voie de signalisation TNF Phénotype dominant-négatif

TRAF3 Voie de signalisation TNF
Fonctions distinctes dans la 
transduction du signal

MADD Activation de la voie des MAPK
Fonctions antagonistes au cours de 
l'apoptose

Apaf-1 Composant de l'apoptosome
Fonctions antagonistes au cours de 
l'apoptose

Survivine
Régulation de l'apoptose et du 
cycle cellulaire

Changement de la localisation 
subcellulaire et de son potentiel 
apoptotique

SMAC/Diablo
Protéine de liaison à la protéine 
IAP

Modifications de son potentiel 
apoptotique

Bcl-x Protéine anti-apoptotique
Fonctions antagonistes au cours de 
l'apoptose

Bak Protéine pro-apoptotique

Modifications de son potentiel 
apoptotique (dépendant du type 
cellulaire)

Bid
Connection entre les voies 
intrinsèque et extrinsèque

Modifications de son potentiel 
apoptotique

Bim Protéine pro-apoptotique
Changement de la localisation 
cellulaire (fixation sur les microtubules)

caspase-8 Caspase initiatrice
Fonctions antagonistes au cours de 
l'apoptose

caspase-2 Caspase initiatrice
Fonctions antagonistes au cours de 
l'apoptose

caspase-9 Caspase initiatrice Phénotype dominant-négatif

caspase-10 Caspase initiatrice Changement de l'activité

caspase-3 Caspase effectrice Changement de l'activité

FLIP
Régulation de l'apoptose médiée 
par les récepteurs de mort

Fonctions potentiellement antagonistes 
au cours de la réponse immunitaire

p53, p63 et p73
Régulation de l'apoptose et du 
cycle cellulaire Modifications du potentiel apoptotique

 Famille des protéines p53

Ligands et récepteurs

Protéines Adaptatrices et Régulatrices 

 Famille des protéines Bcl-2

Caspases et Caspase-like protéines

Activation de l'apoptose médiée 
par les récepteurs de mort

Altération de la solubililté et du 
potentiel apoptotique, phénotype 
dominant-négatif

Tableau 5: Exemples de facteurs apoptotiques régulés par épissage alternatif et conséquences fonctionnelles. 
L'expression d'un grand nombre des gènes impliqués dans les processus de l'apoptose est régulée par épissage 
alternatif et les isoformes produites ont des fonctions distinctes et souvent complètement opposées au cours de 
l'apoptose cellulaire. 
D'après Schwerk and Schulze-Osthoff, 2005. 
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Ainsi, certaines caspases, telles que les caspases -2, -8 et -9 sont régulées par épissage 

alternatif donnant lieu à des isoformes pro- et anti-apoptotiques (Himeji, et al., 2002; Horiuchi, et 

al., 2000; Jiang, et al., 1998; Kisenge, et al., 2003; Srinivasula, et al., 1999; Wang, et al., 1994).

De façon intéressante, un rôle des protéines SR dans le contrôle de l'épissage des caspases a été 

rapporté. Par exemple, les protéines SC35 et SF2/ASF régulent l'épissage de la caspase-2 en 

faveur de l'isoforme longue pro-apoptotique via l'exclusion d'un exon alternatif, alors que hnRNP 

A1 favorise l'expression de l'isoforme courte anti-apoptotique (Jiang, et al., 1998). SF2/ASF est 

aussi capable de réguler l'épissage de la caspase-9 en réponse aux céramides en faveur de 

l'isoforme pro-apoptotique (Chalfant, et al., 2002; Massiello and Chalfant, 2006). En accord avec 

un rôle des protéines SR au cours de l'apoptose, la surexpression de SC35 dans les cellules HeLa 

induit leur apoptose (Jiang, et al., 1998) et la neutralisation de SF2/ASF dans les cellules de poulet

(DT40) provoque l'arrêt du cycle cellulaire en G2 et l'apoptose (Li and Manley, 2005a). 

L'inactivation de SF2/ASF dans ce contexte prévient la fragmentation internucléosomale de 

l'ADN via une modulation de l'épissage alternatif de ICAD (Inhibitor of Caspase-Activated 

DNAse I). De plus, le statut de phosphorylation des protéines SR pourrait jouer un rôle au cours 

du processus apoptotique. Par exemple, dans les cellules Jurkat, les protéines SR sont 

déphosphorylées spécifiquement par la phosphatase PP1 en réponse à l'activation du récepteur Fas 

ou au traitement par les céramides (Chalfant, et al., 2001). De plus, l'activation des kinases SRPK1 

et SRPK2 qui phosphorylent les protéines SR, a été décrite dans les étapes précoces de l'apoptose 

suivie de leur inactivation dans les phases tardives (Kamachi, et al., 2002). 

De part leurs effets sur l'apoptose, les protéines SR pourraient aussi jouer un rôle au cours 

de la réponse aux stress génotoxique. Certaines données vont dans ce sens. Ainsi, la protéine 

SC35 s'accumule dans des fibroblastes BALB/3T3 en réponse aux gamma-radiation (Cardoso, et 

al., 2002) et la mitomycine C, un agent anticancéreux, augmente l'activité de la topoisomérase I 

conduisant à la phosphorylation de SF2/ASF et l'accumulation de p53 (Gobert, et al., 1996). De 

plus, en réponse à la mitomycine C, le niveau d'expression de certaines protéines SR (SRp55, 

SRp40, SRp30) augmente et est corrélé à des modifications du profil d'expression de certains 

variants d'épissage, tels que CD44 (Filippov, et al., 2007). Enfin, la neutralisation de SRp55 dans 

les cellules traitées augmente leur viabilité suggérant aussi un rôle de SRp55 dans la réponse au 

stress génotoxique (Filippov, et al., 2007). 
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III.2.3.2 Rôle des protéines SR au cours du cycle cellulaire 

Récemment, une nouvelle fonction des protéines SR dans le contrôle du cycle cellulaire a 

été décrite. Chez la drosophile, Rasheva et collaborateurs ont montré que la protéine SR, B52, 

joue un rôle dans le contrôle de la transition G1/S du cycle cellulaire via la régulation de l'épissage 

alternatif du gène d'E2F2 un répresseur transcriptionnel de la famille E2F et le contrôle de son 

expression (Rasheva, et al., 2006). De plus, la perte d’expression de SC35 dans des fibroblastes 

embryonnaires de souris MEFs (Mouse Embryonic Fibroblasts) induit l'arrêt des cellules en G2/M 

du cycle cellulaire et une instabilité génomique, résultant en partie de l'accumulation de p53 sous 

une forme hyperphosphorylée et hyperacétylée (Xiao, et al., 2007). Ces résultats révèlent 

l’implication de la protéine SC35 dans le contrôle de voies spécifiques régulant la prolifération 

cellulaire et la stabilité du génome (Xiao, et al., 2007). Dans une autre étude, Li et collaborateurs 

ont montré que la réduction du niveau d'expression de certaines protéines SR dans des cellules 

MEF immortalisées par l'antigène T de SV40 ralentit leur croissance cellulaire via une diminution 

de l'entrée en phase S du cycle cellulaire (Li, et al., 2005). Ces résultats suggèrent que les 

protéines SR pourraient contrôler l'expression de composants de la machinerie du cycle cellulaire. 

En accord avec ces données, il a été montré une dynamique différentielle d'expression et de 

localisation subcellulaire de certaines protéines SR au cours des différentes phases du cycle. 

(Tripathi and Parnaik, 2008). Par exemple, en interphase et au début de la mitose, la protéine 

SC35 se localise sous sa forme phosphorylée active dans les "speckles" et SF2/ASF s'accumule 

dans les cellules en interphase (Kruhlak, et al., 2000; Phair and Misteli, 2000). L'accumulation des 

transcrits codant pour une autre protéine SR, SRp20, à la fin de la phase G1 et au début de la 

phase S du cycle cellulaire a aussi été décrite (Jumaa, et al., 1997). De façon intéressante, des sites 

consensus de liaison pour les facteurs de transcription de la famille E2F ont été trouvés sur le 

promoteur de SRp20, suggérant un rôle de cette protéine SR dans le contrôle du cycle cellulaire 

par les facteurs de transcription E2Fs. 

III.2.3.3 Rôle des protéines SR dans la stabilité génomique  

Les protéines SR jouent aussi un rôle dans la maintenance de la stabilité génomique. Ainsi, 

Li et collaborateurs ont montré que l'absence de SF2/ASF dans les cellules DT40 conduit à la 

formation de structures dites en "R-loops" constituées d'un hybride entre l'ARNm nouvellement 

transcrit et l'ADN, qui entraînent l'apparition de cassures double brin sur l'ADN à l'origine 

d'instabilité génétique (Li, et al., 2005). Le même groupe a démontré que la neutralisation d'une 
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autre protéine SR, SC35, dans des cellules HeLA conduit aux mêmes effets sur l'ADN et la 

stabilité génomique (Li and Manley, 2005b). Ces résultats suggèrent que les protéines SR 

participent à la protection de l'intégrité du génome en empêchant l'hybridation des ARNm 

naissants avec l'ADN source et donc la formation de structures mutagènes. 

III.2.4 Régulation de l’activité des protéines SR 

De nombreuses études ont montré que les résidus sérine au sein du domaine RS des 

protéines SR sont phosphorylés et déphosphorylés d'une manière dynamique dans différents 

compartiments cellulaires. Ces cycles de phosphorylation/déphosphorylation des protéines SR 

contrôlent leurs interactions protéine-protéine et protéine-ARN au cours de la réaction d'épissage, 

mais conditionnent aussi leur localisation subcellulaire, et leur capacité à faire la navette noyau-

cytoplasme (Bourgeois, et al., 2004; Hall, et al., 2006; Ma and He, 2003; Misteli, 1999; Stamm, 

2008) (Figure 32). "In fine" la balance phosphorylation/déphosphorylation conditionne donc 

l'activité globale des protéines SR. 

Figure 32: Rôle central des protéines SR dans le réseau des voies de signalisation cellulaires impliquées 
dans la régulation de l'épissage alternatif. 
Les doubles flèches représentent les différentes intéractions des protéines SR par leurs domaines RS 
(Sérine/Arginine Rich) ou RBD (RNA-Binding Domain) avec des séquences de l'ARN ou avec différents co-
facteurs protéiques, conduisant à la régulation notamment de l'épissage alternatif des transcrits. La 
phosphorylation des protéines SR par des kinases ou leur déphosphorylation par des phosphatases contribue à leur 
activité biologique globale. 
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III.2.4.1 Rôle de la phosphorylation des protéines SR dans la réaction 
d'épissage 

La phosphorylation des protéines SR est essentielle aux étapes précoces de l'assemblage du 

splicéosome via la stimulation de l'intéraction des protéines SR avec la protéine U170KDa par 

exemple (Xiao and Manley, 1997; Xiao and Manley, 1998). De plus, la phosphorylation des 

protéines SR est nécessaire pour leur interaction avec le domaine CTD de l'ARN polymérase II 

(Hirose and Manley, 2000; Misteli and Spector, 1999), indiquant un rôle de cette phosphorylation 

au cours du couplage transcription/épissage. A l'inverse, la déphosphorylation est critique pour la 

réaction d'épissage après l'assemblage du splicéosome. En accord avec ces données, le traitement 

d'extraits nucléaires par des inhibiteurs de phosphatases ne prévient pas l'assemblage du 

splicéosome mais bloque l'épissage (Mermoud, et al., 1994). Ces études indiquent qu'un cycle 

dynamique de phosphorylation/déphosphorylation est nécessaire à la réaction d'épissage. 

D'ailleurs, le maintien des protéines SR sous une forme hyper- ou hypophosphorylée inhibe leur 

activité biologique et la sélection d'exons alternatifs (Kanopka, et al., 1998; Prasad, et al., 1999; 

Sanford and Bruzik, 1999). La sélection du site d'épissage peut être aussi modulée en fonction du 

degré de phosphorylation des protéines SR. Chez la drosophile, la mutation d’une kinase affecte le 

choix d’un site 3’ d’épissage (Du, et al., 1998). La modulation du niveau de phosphorylation 

apparaît donc comme un moyen de contrôle de l’activité, mais aussi, de la spécificité des protéines 

SR. Enfin, la phosphorylation semble capable de conditionner aussi le type d'activité des protéines 

SR puisque la phosphorylation de la protéine SR SRp38 qui possède des fonctions de répresseur 

distinctes des autres membres de la famille SR (Shin, et al., 2005) la transforme en activateur 

d'épissage via la stimulation du recrutement des protéines snRNP U1 et U2 sur l'ARN pré-

messager (Feng, et al., 2008). 

III.2.4.2 Rôle de la phosphorylation dans la localisation sub-nucléaire 
des protéines SR 

Dans le noyau, les protéines SR sont présentes dans le nucléoplasme mais sont aussi 

concentrées dans des foyers nucléaires nommés "speckles" ou encore " domaines SC35 " ou SFCs 

(Splicing Factor Compartments) (Fu and Maniatis, 1990; Hall, et al., 2006; Misteli, et al., 1997; 

Misteli and Spector, 1997). La localisation subnucléaire des protéines SR dans les speckles et leur 

recrutement au niveau des sites actifs de transcription, est fortement dépendante de leur degré de 

phosphorylation (Misteli, et al., 1998; Misteli and Spector, 1998). 
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Les speckles sont des structures nucléaires hétérogènes entre 10-30 par cellule qui varient 

par leur forme et taille (entre 0.5 -3 µm) en fonction des caractéristiques métaboliques de la 

cellule. Ainsi, il a été suggéré que les speckles transcriptionnellement actifs ont une forme 

irrégulière, alors que les speckles ronds se forment en absence d’une activité transcriptionnelle 

(Kavanagh, et al., 2005). Dans les speckles sont concentrées environ 100 protéines différentes 

incluant des facteurs de transcription, d'épissage et de transport de l'ARNm. Après leur 

découverte, les speckles ont été longtemps considérés comme de simples sites de stockage des 

différents facteurs d'épissage (Lamond and Spector, 2003; Mattaj, 1994; Zhang, et al., 1994). 

Ainsi, les premières études montrent que le relargage des protéines SR des speckles dans le 

nucléoplasme via la phosphorylation de leur domaine RS est nécessaire à leur fonction d'épissage 

et à leur accumulation aux sites actifs de transcription (Caceres, et al., 1997; Duncan, et al., 1998;

Gui, et al., 1994; Misteli, et al., 1998). Si ce modèle est sans doute valable pour certains nombres 

de gènes, des études plus récentes suggèrent cependant un rôle beaucoup plus actif des speckles 

dans le couplage transcription/épissage (Hall, et al., 2006; Stamm, 2008). Ainsi l’expression de 

plusieurs gènes est directement associée avec ces domaines nucléaires (Brown, et al., 2008; Wei, 

et al., 1999) qui semblent capable de lier d'une manière spatiale les processus d'expression et de 

maturation des pré-ARNms. Le couplage de ces processus dans un même compartiment nucléaire 

pourrait faciliter l'efficacité et l'intégration des différentes étapes, de la transcription du gène 

jusqu'à l'export nucléaire de son ARNm. 

Selon le modèle le plus récent de la structure des speckles, les sites actifs de transcription 

et d'épissage des pré-ARNms se localisent à la périphérie des speckles dans une région dénommée 

"paraspeckles"(Figure 33). Cette région est enrichie significativement en ARN poly (A), est 

associée avec plusieurs fibres péri-chromatiniennes et contient aussi différents facteurs d'épissage 

dont les protéines SR (Figure 33). Une fois épissé, l'ARN mature diffuse vers l'intérieur des 

speckles et s’associe avec des facteurs d'export concentrés à ce niveau, permettant le transport de 

l'ARNm vers le cytoplasme. Il a aussi été suggéré que les speckles peuvent fonctionner comme 

des sites "contrôle qualité" de l'ARNm avant son export vers le cytoplasme (Molenaar, et al., 

2004). En accord avec cette idée, certains facteurs impliqués dans les processus de NMD (dont 

Y14 et RNPS-1) sont retrouvés dans les speckles (Kataoka and Dreyfuss, 2004; Mayeda, et al., 

1999).  
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Figure 33 : Modèle de la structure des speckles. 
Ce modèle suggère un couplage fonctionnel des processus de transcription, de maturation du pré-
ARNm et de l'export de l'ARNm dans un même compartiment nucléaire, dans lequel sont concentrés 
des facteurs de transcription, d'épissage et d'export de l'ARN. La transcription et l'épissage sont 
effectués à la périphérie de ces domaines appelés "speckles".  
D'après Hall, et al., 2006. 

III.2.4.3 Rôle de la phosphorylation des protéines SR dans la navette 
noyau-cytoplasme 

Certaines protéines SR, comme ASF/SF2, SRp20 et 9G8, sont capables de faire la navette 

entre le noyau et le cytoplasme (Caceres, et al., 1998). C'est leur 

phosphorylation/déphosphorylation qui conditionne leur interaction avec les systèmes d’export et 

d’import nucléaires. Au cours des processus d'épissage, les protéines SR faisant la navette, 

interagissent d'une part avec l'ARNm épissé et d'autre part avec le facteur d'export nucléaire TAP. 

Cette interaction avec TAP se fait via des séquences dans leur domaine RRM et nécessite la 

déphosphorylation de leur domaine RS (Huang, et al., 2003; Huang and Steitz, 2001; Lai and 

Tarn, 2004). Une fois dans le cytoplasme, les protéines SR sont réimportées dans le noyau via leur 

interaction avec le récepteur d'import hMtr10/Transportine-SR de façon dépendante de leur 

phosphorylation (Lai, et al., 2000; Lai, et al., 2001; Yun and Fu, 2000; Yun, et al., 2003). La 

phosphorylation des protéines SR dans le cytoplasme pourrait donc agir comme un "switch" entre 

le dépôt des ARNm et le réimport nucléaire des protéines SR (Gilbert and Guthrie, 2004) (Figure 

34).  
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Figure 34: Rôle de la phosphorylation réversible de certaines protéines SR qui font la 
navette entre le noyau et le cytoplasme pour leur localisation subcellulaire et leur activité 
biologique. 
Selon ce modèle les protéines SR hyperphosphorylées sont recrutées sur le pré-ARNm et se fixent 
sur leurs ESEs. Au cours de l'épissage, les protéines SR sont déphosphorylées mais certaines 
d'entre elles restent associées avec l'ARNm et recrutent avec le complexe EJC (Exon Junction 
Complex) plusieurs copies de la protéine TAP augmentant ainsi l'efficacité d'export de l'ARNm 
vers le cytoplasme. Une fois dans le cytoplasme, les protéines SR se dissocient de l'ARNm afin 
d'être phosphorylées de nouveau et inportées vers le noyau. 
D'après Huang, et al., 2004. 

Les protéines qui ne font pas la navette, comme c’est le cas de la protéine SC35, présentent 

un signal de rétention nucléaire NRS (Nuclear Retention Signal) au niveau de leur domaine RS 

(Cazalla, et al., 2002). La phosphorylation de la protéine SC35 induit sa localisation dans les 

speckles, mais contrairement aux protéines SR "navette" qui subissent une déphosphorylation à 

l’issue de l’épissage de l’ARNm et sortent associées avec lui dans le cytoplasme où elles sont 

recyclées, la protéine SC35 reste séquestrée dans le noyau. Des données récentes ont montré que 

les voies de recyclage des protéines SR qui font la navette et les protéines SR nucléaires sont 

différentes (Lin, et al., 2005; Tenenbaum and Aguirre-Ghiso, 2005) (Figure 35). Le groupe de Lin 

a démontré que la protéine SC35 est fortement résistante à la déphosphorylation par les 

phosphatases. Le domaine NRS de la protéine SC35 est responsable de cette résistance mais les 

mécanismes par lesquels SC35 et les autres protéines SR qui restent dans le noyau sont recyclées 

ne sont pas encore bien connus. L’accessibilité du domaine RS de la protéine SC35 pour la 

phosphorylation par les kinases mais sa résistance à l'action des phosphatases suggèrent que: (1) 

soit ce domaine subit des changements conformationnels spécifiques après sa phosphorylation au 

cours de l’épissage et l’assemblage du splicéosome; (2) soit il recrute spécifiquement des co-

facteurs, qui masquent le domaine RS et bloquent ainsi l’accès des phosphatases (Tenenbaum and 

Aguirre-Ghiso, 2005) (Figure 35). En accord avec ce modèle, le transfert du signal NRS dans la 

structure de la protéine SF2/ASF induit une résistance de son domaine RS pour l’activité des 
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phosphatases et sa rétention dans le noyau (Lin, et al., 2005). Les auteurs suggèrent aussi la 

possibilité que la capacité du NRS à séquestrer les protéines SR dans le noyau peut être liée à une 

hyperphosphorylation de ces protéines à la fin de processus de la maturation de l'ARNm par des 

kinases nucléaires de la famille "cdc2-like" situées dans les speckles, dont les membres Sty/Clk1 

et Clk2-4). 

Figure 35: Deux voies distinctes de recyclage des protéines SR au cours de l'épissage 
et la maturation de l'ARNm. 
Les protéines SR sous forme phosphorylée se concentrent dans les speckles nucléaires où 
ces protéines induisent les processus d'épissage du pré-ARNm. A la fin de la maturation de 
l'ARN, les protéines SR qui font la navette (à gauche) sont déphosphorylées par des 
phosphatases et le complexe protéine SR-ARNm sort dans le cytoplasme. Les protéines SR 
sont ensuite recyclées par phosphorylation et réentrent dans le noyau. A l'inverse, les 
protéines SR qui ne peuvent pas faire la navette (à droite) après leur phosphorylation par 
les mêmes ou d'autres kinases restent dans le noyau. Ces protéines sont résistantes à la 
déphosphorylation, à la suite soit de changements de la conformation du domaine RS ou 
d'une autre partie de la protéine, soit du recrutement d'autres co-facteurs (en vert) qui 
bloquent l'accès aux phosphatases.  
D'après Tenenbaum and Aguirre-Ghiso, 2005.
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III.2.4.4 Kinase et phosphatases impliquées dans le contrôle de la 
phosphorylation réversible des protéines SR 

Différentes kinases phosphorylant les protéines SR ont été décrites. Elles sont localisées 

dans des compartiments distincts de la cellule et agissent par des mécanismes spécifiques. La 

recherche de protéines ayant un rôle dans la dissolution des speckles au cours de la mitose 

(Spector, et al., 1991) a conduit à l'identification de SRPK1 (Gui, et al., 1994). SRPK2 a été 

identifié sur la base de son homologie à SRPK1 (78%) (Wang, et al., 1998). Ces kinases sont 

majoritairement cytoplasmiques mais leur localisation nucléaire a été décrite (Wang, et al., 1998), 

et notamment la relocalisation nucléaire de SRPK1 au cours de la transition G2/M (Ding, et al., 

2006). La phosphorylation des protéines SR, et notamment SF2/ASF, par les SRPKs augmente 

leur interaction avec d'autres protéines à domaine RS, telles que U170KDa, et la surexpression de 

l'une ou l'autre des kinases SRPKs induit la redistribution des protéines SR des speckles vers le 

nucléoplasme (Wang, et al., 1998). De plus, un rôle des kinases SRPK1 et SRPK2 dans 

l'assemblage du complexe splicéosomal a été récemment décrit, via leur interaction respective 

avec la protéine snRNP U1 et le complexe tri-snRNP U4/U6-U5 (Mathew, et al., 2008). 

Parallèlement à leur rôle au cours de la formation du splicéosome, les kinases SRPKs jouent un 

rôle essentiel dans l'import nucléaire des protéines SR faisant la navette noyau-cytoplasme. Ainsi, 

la phosphorylation séquentielle et processive de SF2/ARF par SRPK1 dans le cytoplasme est 

nécessaire à son transport dans le noyau (Hagopian, et al., 2008; Hamelberg, et al., 2007; 

Koizumi, et al., 1999; Ngo, et al., 2008). Le mécanisme impliqué dans la phosphorylation de 

SF2/ASF par SRPK1 a récemment été décrit et nécessite la reconnaissance et la phosphorylation 

préalable d'un résidu sérine à l'extrémité C-terminale permettant la phosphorylation séquentielle et 

directionnelle des autre résidus (Ngo, et al., 2008). Dans ce contexte, les domaines RRM1 et 

RRM2 de SF2/ASF sont nécessaires. 

La famille des kinases CK contient au moins 4 membres, Sty/Clk et Clk-2, -3, -4, qui 

interagissent et phosphorylent les protéines SR, et sont impliqués dans le contrôle de l'épissage 

(Stamm, 2008). La phosphorylation des protéines SR par les Clk induit leur relocalisation dans le 

nucléoplasme et un changement dans le choix du site d'épissage (Colwill, et al., 1996; Hartmann, 

et al., 2001; Nayler, et al., 1998). A l'inverse, l'hyperphosphorylation des protéines SR par Clk/Sty 

diminue leur activité dans la réaction d'épissage (Prasad, et al., 1999), suggérant qu'un niveau 

optimal de phosphorylation est requis pour l'activité des protéines SR. Une hyperphosphorylation 

de SF2/ASF par Clk/Sty affecte aussi sa localisation subcellulaire en induisant sa rétention dans le 

cytosol (Caceres, et al., 1998). Ces données suggèrent donc que le niveau d'activation des kinases 

Clk/Sty pourrait conditionner l'activité des protéines SR et les profils d'épissage (Allemand, et al.,
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2007; Hartmann, et al., 2001). Des inhibiteurs pharmacologiques de Clk/Sty sont d'ailleurs à 

l'étude (Muraki, et al., 2004). Parmi les autres kinases impliquées dans la phosphorylation des 

protéines SR se trouvent la topoisomérase I (Labourier, et al., 1998; Soret, et al., 2003) la protéine

GSK3 (Hernandez, et al., 2004), ou la voie PI3Kinase/AKT qui est activée en réponse à la 

stimulation par les facteurs  de croissance et qui phosphoryle SF2/ASF ou 9G8 en particulier 

affectant ainsi l'épissage alternatif des pré-ARNm de la protéine kinase C ou de la fibronectine 

(Blaustein, et al., 2005). 

Contrairement aux kinases, les données sur les phosphatases qui déphosphorylent les 

protéines SR sont rares. Les phosphatases PP1, 2Cgamma et PP2A sont capables de 

déphosphoryler les protéines SR, et cette déphosphorylation est nécessaire pour la réaction de 

trans-estérification (Cao, et al., 1997; Shi, et al., 2006). Il a été montré que la phosphatase PP1 fait 

la navette entre des compartiments cellulaires différents (Trinkle-Mulcahy, et al., 2003) et que les 

protéines SF2/ASF et SRp30 possèdent un motif très conservé (RVXF) dans leur domaine RRM 

pour la liaison avec la protéine PP1 (Misteli and Spector, 1996; Novoyatleva, et al., 2008). La 

diminution de l'activité de PP1 modifie les choix des sites d'épissage alternatif (Novoyatleva, et 

al., 2008), impliquant l'activité des phosphatases dans le contrôle des processus d'épissage. Au 

cours du choc thermique, l'activation de PP1 par dissociation avec son inhibiteur NIPP1 induit la 

déphosphorylation spécifique de SRp38 (Shi and Manley, 2007). Enfin, une autre phosphatase 

Glc7p a été récemment impliquée dans la déphosphorylation de certaines protéines "SR-like" et 

pourrait affecter les protéines SR (Gilbert and Guthrie, 2004). 

S'il apparaît donc que les cycles de phosphorylation/déphosphorylation  des protéines SR 

conditionnent leur activité et leur localisation subcellulaire, très peu de données existent 

néanmoins concernant les signaux extra- ou intra-cellulaires activant ces kinases et/ou 

phosphatases ou sur les gènes dont l'épissage est modulé en réponse à l'activation de telles ou 

telles kinases/phosphatases. 
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III.2.4.5 Régulation transcriptionnelle et post-transcriptionnelle des 
protéines SR 

A côté des modifications post-traductionnelles, peu de données existent concernant les 

facteurs contrôlant le niveau d'expression des protéines SR. Pourtant, l'identification des 

mécanismes contrôlant leur expression apparaît importante dans la mesure où, comme discuté 

précédemment, le ratio entre les différents facteurs SR agissant parfois de façon antagoniste va 

conditionner en aval les profils d'épissage. Il a été récemment montré que la protéine E2 du virus 

HPV16 transactive le promoteur du gène SF2/ASF (Mole, et al., 2009). De façon intéressante, les 

gènes codant pour les protéines SR sont aussi régulés au niveau post-transcriptionnel. Les gènes 

codant pour SRp20, SF2/ASF, SC35, 9G8, SRp30c, SRp40 et SRp55 expriment différents variants 

d'épissage, résultant d'un épissage alternatif ou de sites poly A distincts (Jumaa and Nielsen, 1997; 

Sureau, et al., 2001). Dans ce contexte, SRp20 et SC35 autocontrôlent leur propre expression afin 

d'éviter leur accumulation trop importante. Ainsi, SRp20 se fixe sur son pré-ARNm, modifie son 

épissage et conduit à la synthèse d'une protéine présumée inactive, dépourvue de son domaine RS 

(Jumaa and Nielsen, 1997). SC35 régule aussi négativement son expression. Ainsi, un haut niveau 

de SC35, et pas de SF2/ASF ou 9G8, active spécifiquement deux événements d'épissage alternatif 

au niveau de la région 3' UTR du gène (Sureau, et al., 2001). Les variants résultant de cet épissage 

sont dégradés par la machinerie du NMD résultant en une diminution globale du niveau d'ARN 

codant pour SC35. De plus, une diminution de l'expression des ARNms codant pour SF2/ASF ou 

SRp30 a été observée en réponse à leur surexpression (Lopato, et al., 1999; Wang, et al., 1996). 

Ainsi, la capacité des protéines SR à auto-contrôler leur niveau de transcrits apparaît 

comme un mécanisme commun susceptible d'affecter leur niveau d'expression. 
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III.3 Epissage et cancer 

Les altérations touchant les processus d'épissage constitutif  ou alternatif du pré-ARNm 

jouent un rôle important dans le développement de maladies variées. Ainsi, au moins 15 % des 

mutations ponctuelles menant à des maladies génétiques affectent l'épissage (Cartegni, et al., 

2003). Plusieurs études ont démontré l'existence de différences dans les profils d'épissage 

alternatif entre tissus normaux et cancéreux, et des études bioinformatiques ont documenté 

l'expression de plusieurs centaines de variants d'épissage spécifiquement dans les cellules 

cancéreuses (Hu, et al., 2003; Hui, et al., 2004; Nissim-Rafinia and Kerem, 2005; Philips and 

Cooper, 2000; Wang, et al., 2005). Par exemple, Xu et collaborateurs ont identifié des variants 

d'épissage associés spécifiquement au cancer dans 316 gènes (Xu and Lee, 2003), et récemment 

une analyse génomique à grande échelle réalisée dans les cancers du poumon a identifié 13 % des 

17800 gènes analysés comme possédant des transcrits alternatifs différemment exprimés entre 

adénocarcinome pulmonaires et tissus normaux (Xi, et al., 2008). Ces études montrent donc 

l'existence d'une connexion étroite entre épissage et cancer, mais il reste à déterminer si et 

comment les anomalies affectant l'épissage participent au processus de carcinogénèse ou sont l'une 

des conséquences de ce processus, de même qu'il reste à identifier les mécanismes moléculaires 

impliqués dans cette dérégulation de l'épissage. Bien que l'impact fonctionnel des variants 

d'épissage est très peu documenté, de façon consistante avec la théorie de Weinberg, les anomalies 

touchant l'épissage, décrites dans les cancers affectent l'expression de gènes impliqués dans la 

prolifération cellulaire (oncogènes), l'apoptose (gènes suppresseurs de tumeur), l'invasion 

cellulaire, l'angiogénèse et/ou la différenciation (Venables, 2004; Venables, 2006).  

Sur le plan mécanistique, deux grandes catégories d'anomalies affectant l'épissage des pré-

ARNm, et à l'origine de pathologie diverses dont les cancers ont été décrites (Figure 36) (Faustino 

and Cooper, 2003). La première catégorie comprend les mutations dites en "cis" qui affectent les 

sites d'épissage ou les éléments auxiliaires (ESE). La seconde catégorie comprend les 

modifications de l'activité des protéines agissant en "trans", c'est-à-dire les anomalies de la 

machinerie d'épissage. 
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Figure 36: Anomalies de l'épissage du pré-ARNm conduisant à diverses pathologies. 
(A) Mutations ponctuelles affectant des sites classiques d'épissage au niveau des exons/introns constitutifs et 
résultant en l'expression d'ARNm anormaux dégradés par NMD ou de protéines tronquées ou anormales. (B)
Mutations ponctuelles affectant les éléments régulateurs, par exemple une séquence ESE, et conduisant à une 
modification des patrons d'épissage. (C) Anomalies affectant la machinerie basale de l'épissage. (D) Anomalies 
touchant les facteurs régulant l'épissage, dont les protéines SR. 
D'après Faustino and Cooper, 2003. 

III.3.1 Mutations « en cis » 

Les mutations dites "en cis" modifient l'utilisation des sites d'épissage constitutif ou 

alternatif au sein du pré-ARNm. La majorité des mutations modifiant l'épissage constitutif résulte 

d'une substitution d'un seul nucléotide à l'intérieur des séquences canoniques d'épissage au niveau 

des introns ou des exons. Ces mutations conduisent à l'élimination d'exon, à l'utilisation de 

pseudo-site d'épissage 5' ou 3', ou en la rétention d'intron. D'autres mutations introduisent des sites 

d'épissage nouveaux dans des exons ou des introns. Dans la majorité des cas, l'utilisation de sites 

d'épissage inhabituels ou la rétention d'intron introduit un codon stop prématuré sur l'ARNm, 

résultant en sa dégradation par le complexe NMD et à la perte de fonction de l'allèle muté 

(Faustino and Cooper, 2003; Hentze and Kulozik, 1999; Maquat and Carmichael, 2001) (Figure 

36, A). Des mutations qui affaiblissent des sites d'épissage ou qui en créent de nouveaux ont été 

identifiées dans différents gènes associés au cancer (Tableau 6) (Srebrow and Kornblihtt, 2006).

Les mutations "en cis" peuvent aussi toucher les éléments régulateurs, tels que les séquences ESE, 

conduisant à une modification de l'abondance relative des variants d'épissage, ou mener à 

l'utilisation de nouveaux sites d'épissage. Par exemple, pour le gène BRCA1, une mutation dans un 

élément exonique empêche la protéine régulatrice SF2/ASF de s'y lier, ce qui provoque l'exclusion 

de l'exon 18 et la modification d'un domaine protéique (Tableau 6). Pourtant, très peu de 

mutations affectant les sites d'épissage ont été décrites parmi les gènes dont les patrons d'épissage 
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sont anormaux dans les cancers, suggérant que ces changements pourraient être liés à des 

anomalies des facteurs protéiques agissant "en trans" (Brinkman, 2004; Kim, et al., 2008). 

Tableau 6: Exemple de mutations qui ont lieu dans des séquences agissant en "cis" et qui sont associées 
avec le développement de maladies malignes. 
Plusieurs altérations de l'épissage créées par des mutations conduisant à la destruction ou la création de sites 
d'épissage, ainsi qu'à la modification de séquences régulatrices de type "enhancers" (ESE, ISE) ou "silencers" 
(ESS, ISS) sont associées aujourd'hui avec le cancer. Dans ce tableau, quelques exemples de gènes dont les 
mutations affectent leur patron d'épissage.  
D'après Srebrow and Kornblihtt, 2006. 

Gène (fonction) Pathologie Séquence mutée Conséquences moléculaires Réfférence

LKB1                    
(suppresseur de tumeur)

Syndrome de Peutz-
Jeghers                             
(haut risque de cancer)

IVS2+1A>G                                     
(mutation dans le site d'épissage 
en 5' de l'intron 2)

Destruction du splicéosome; le site 
d'épissage 5' muté et le site d'épissage 3' 
cryptique canonique sont encore utilisés; 
niveau bas de la protéine 

Hasting et al., 
2005

KIT                                          
(oncogène)

Tumeur stromale 
gastrointestinale

Délétion de 30 ou 34                          
nucléotides comprenant  le site                    
d'épissage IVS10 3  

Epissage abérrant, activation                                
constitutive de la protéine

Chen et al., 
2005

CDH17                                     
(LI-cadhérine)

Carcinome 
hepatocellulaire IVS6+35A>G 

Génération d'une séquence ISS (?),                
Exclusion exon 7

Wang et al., 
2005

CDH17                                     
(LI-cadhérine)

Carcinome 
hepatocellulaire

Mutation codon 651                                 
exon 6

Génération d'une séquence ESS (?),               
Exclusion exon 7

Wang et al., 
2005

KLF6                 
(suppresseur de tumeur) Cancer de la prostate IVS1-27G>A 

Génération d'un site de liaison                        
(ISE) pour SRp40; Apparition de nouveaux 
variants d'épissage agissant comme des 
dominants négatifs

Narla et al., 
2005

HAS1                                  
(hyaluronan synthase) Mélanome multiple E3 C7760T Exclusion de l'exon 4

Adamia et al., 
2005

BRCA1                           
(suppresseur de tumeur)

Cancer du sein et de 
l'ovaire

E18 G5199T (E1694X)                    
(mutation ponctuelle dans l'exon 
18)

Destruction d'une ESE,                                      
Exclusion exon 18

Mazoyer et al., 
1998



INTRODUCTION : III. Epissage des pré-ARNm chez les eucaryotes 

111 

III.3.2 Anomalies affectant les protéines régulant l'épissage 

Ces anomalies vont soit affecter des constituants de la machinerie basale d'épissage, soit 

des facteurs d'épissage ou des protéines interagissant avec eux (Figure 36, C et D). Bien que très 

peu documenté, des modifications post-traductionnelles, telles qu'une phosphorylation anormale 

des protéines SR, ou des modifications de la localisation subcellulaire de ces protéines pourrait 

aussi contribuer au processus de carcinogénèse. D'ailleurs, la kinase SRPK1 est surexprimée dans 

les cancers du sein, du colon, du pancréas et des testicules et est un facteur de résistance à 

l'apoptose induit par la gemcitabine et le cisplatine (Hayes, et al., 2006; Hayes, et al., 2007; Sanz,

et al., 2002; Schenk, et al., 2004). De plus, une augmentation de l'expression des protéines SR de 

faible poids moléculaire et de leurs formes hyperphosphorylées a été observée dans les cancers 

ovariens (Fischer, et al., 2004). Lors de certains cancers comme les sarcomes d'Ewing, des 

translocations chromosomiques affectent les gènes EWS et TLS qui produisent des protéines liant 

l'ARN. Celles-ci sont impliquées dans le contrôle de l'épissage puisqu'elles interagissent avec 

certaines protéines SR. Les translocations entre ces gènes et des facteurs de transcription de la 

famille ETS (comme FLI-1) produisent des protéines chimériques possédant des propriétés 

oncogéniques (Janknecht, 2005). De façon importante, il a été montré que la protéine EWS-FLI-1 

influence l'épissage alternatif de la cycline D1 en faveur de son isoforme oncogénique en 

modifiant la vitesse d'élongation de l'ARN polymérase II (Sanchez, et al., 2008). Dans la 

leucémie, la protéine BCR-ABL conduit à des défauts d'épissage par un mécanisme qui pourrait 

mettre en jeu sa capacité à induire la surexpression de la kinase SRPK1 (Salesse, et al., 2004). Les 

anomalies détectées dans les cancers peuvent aussi toucher certains composants de la machinerie 

basale d'épissage. Par exemple, la protéine U2AF35 qui reconnaît le site d'épissage 3' est sous-

exprimée dans les cancers pancréatiques. Cette sous-expression conditionne la synthèse d'une 

isoforme constitutivement active du récepteur CCK-B (Cholecystokinin–B/gastrin) et stimule la 

prolifération cellulaire (Ding, et al., 2002). 

Enfin, des anomalies touchant les protéines SR ont été décrites, et certains de leurs gènes 

cibles identifiés dans les cancers. Ainsi, une dérégulation de l'expression des protéines hnRNP et 

SR a été montrée pour la première fois dans les cancers du colon (Ghigna, et al., 1998). De plus, 

une augmentation de l'expression de certaines protéines SR dont SR2/ASF a été associée à la 

progression tumorale (Fischer, et al., 2004; Stickeler, et al., 1999; Zerbe, et al., 2004). Cette 

observation corrèle avec des modifications de l'épissage alternatif de CD44, une glycoprotéine 

membranaire impliquée dans les processus de migration et d'adhésion cellulaires, dans les cancers 

du sein chez la femme (Ghigna, et al., 2008). Une modification de la balance hnRNP A1/SF2/ASF 

dans les adénocarcinomes pulmonaires a aussi été décrite (Zerbe, et al., 2004). Ces données 
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suggèrent que des altérations dans l'expression protéique des protéines SR pourraient participer au 

processus du tumorigénèse. En accord avec cette hypothèse, il a été récemment montré que 

SF2/ASF est un proto-oncogène dont l'expression est augmentée dans les cancers du poumon, du 

colon et du foie et est suffisante pour transformer des fibroblastes immortels murins via le contrôle 

de l'épissage du gène suppresseur de tumeur BIN1 et des oncogènes MNK2 et S6K1 (Karni, et al., 

2007). SF2/ASF est aussi capable de réguler l'épissage alternatif du proto-oncogène Ron 

conduisant à l'accumulation d'une isoforme constitutivement active ∆Ron, qui augmente la 

mobilité cellulaire impliquée dans le processus de métastases (Ghigna, et al., 2005). De plus, 

SC35 régule l'épissage du suppresseur de tumeur KLF6 en réponse à la cafféine (Shi, et al., 2008).  

En conclusion, des mutations affectant le choix des sites d'épissage, l'assemblage du 

splicéosome ou les facteurs régulant l'épissage pourraient participer au développement des 

cancers, via la modification de processus cellulaires cruciaux comme  la prolifération cellulaire, 

l'apoptose ou  l'invasion (Figure 37). Il reste maintenant à déterminer: (1) quelles sont les voies de 

signalisation impliquées dans ces effets; (2) quels facteurs protéiques contrôlent l'expression des 

facteurs d'épissage dans les cancers; (3) quels sont les facteurs d'épissage dérégulés dans les 

cancers et leurs gènes cibles dans ce contexte. 

Figure 37: Causes et possibles conséquences fonctionnelles des anomalies affectant 
l'épissage des pré-ARNm. 
Des mutations touchant des séquences agissant "en cis" ou des modifications de l'expression 
et/ou de l'activité des facteurs régulant l'épissage ou bien de la balance entre ces facteurs, 
modifient les patrons d'épissage de gènes spécifiques et conduisent à la dérégulation de 
processus cellulaires cruciaux tels que la prolifération cellulaire ou l'invasion cellulaire et au 
cancer. Des exemples de gènes dont l'épissage est anormal dans les tumeurs sont présentés 
Adapté d'après Srebrow and Kornblihtt, 2006. 
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Le cancer du poumon résulte de l'accumulation séquentielle d'anomalies génétiques et 

épigénétiques au niveau de gènes clés contrôlant la division cellulaire, l'apoptose et/ou la 

sénescence. L'identification des événements moléculaires impliqués dans le développement 

tumoral offre des perspectives pour mieux connaître l'évolution de la maladie, pour identifier 

d'éventuels facteurs pronostiques mais aussi pour développer de nouvelles approches 

préventives et outils de détection précoce et thérapeutique.  

Depuis plusieurs années, l'équipe qui m'a accueillie concentre ses efforts sur les voies 

de signalisation des deux gènes suppresseurs de tumeur, p53 et Rb, et travaille sur les 

mécanismes moléculaires conduisant à l'invalidation de ces voies dans les tumeurs 

bronchiques, résultant en une perte du contrôle de la prolifération cellulaire et/ou de 

l'apoptose. Comme je l'ai décrit dans l'introduction (Figure 3), les protéines p53 et RB se 

trouvent au centre d'un réseau de signalisation qui agit comme un "verrou moléculaire" 

protégeant la cellule de l'ensemble des activations oncogéniques situées en amont et qui peut 

inactiver ou déréguler ces voies. Le facteur de transcription E2F1, de part ses interactions 

directes avec les protéines p53 et RB, est un facteur situé à l'interface de ces deux voies et 

apparaît comme une protéine potentiellement impliquée dans la carcinogenèse broncho-

pulmonaire. Des résultats préliminaires à mon travail obtenus au laboratoire avaient démontré 

l'existence d'une expression différentielle de E2F1 dans les cancers pulmonaires de différents 

types histologiques (Eymin, et al., 2001). Ainsi, E2F1 est faiblement exprimé dans les 

carcinomes pulmonaires non à petites cellules (CBnPC), et notamment les adénocarcinomes. 

A l'inverse, il est surexprimé dans les carcinomes neuroendocrines pulmonaires. Sur la base de 

ces résultats, une hypothèse avait été émise selon laquelle E2F1 posséderait des fonctions 

ambivalentes au cours de la carcinogenèse pulmonaire. Ainsi, dans les CBnPCs, la perte 

d'expression de E2F1 pourrait contribuer au processus de carcinogenèse par perte d'une 

activité bénéfique de la protéine. Inversement, dans les tumeurs neuroendocrines pulmonaires 

de haut grade, la surexpression de E2F1 contribuerait au statut hautement aggressif de ces 

tumeurs. Dans ce contexte, un des objectifs de mon travail visait à identifier de nouvelles 

cibles et voies de signalisation de la protéine E2F1 afin de mieux comprendre les 

conséquences biologiques pouvant découler de la dérégulation de son expression dans les 

cancers bronchiques.  

En accord avec l'hypothèse faite que la faible expression de E2F1 détectée dans les 

CBnPCs pourrait contribuer à leur développement par perte d'une activité bénéfique, des 

travaux préliminaires à ma thèse ont démontré que la réintroduction de E2F1 dans différentes 

lignées cellulaires d'adénocarcinomes bronchiques induit leur apoptose (Salon, et al., 2006). 
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Au niveau moléculaire, ces travaux ont montré que E2F1 permet l'activation de la caspase-8 en 

diminuant spécifiquement l'expression de l'isoforme courte de la protéine anti-apoptotique c-

FLIP et restaure ainsi la sensibilité des cellules tumorales à l'apoptose induite par les ligands 

des récepteurs de mort Fas et TRAIL (Salon, et al., 2006). L'observation qu'E2F1 régule 

différemment l'expression des transcrits alternatifs codant pour les isoformes longue et courte 

de la protéine FLIP nous a conduit à rechercher le rôle potentiel de E2F1 dans le contrôle des 

processus d'épissage alternatif des ARN pré-messagers dans le contexte de l'apoptose. Nous 

avons défini nos premiers objectifs qui étaient de rechercher si E2F-1 pourrait moduler 

l’expression de certains facteurs d’épissage. Nous nous sommes concentrés plus 

particulièrement sur la famille des protéines SR décrite dans mon introduction. Pour mettre en 

œuvre cette étude, nous avons utilisé comme modèle cellulaire d'étude un système Tet-On 

d'expression stable et contrôlée de E2F1 dans une lignée cellulaire issue d'adénocarcinome 

pulmonaire humain, déjà établie au laboratoire. Les résultats de cette étude ont permis 

d'identifier la protéine SR, SC35, comme une nouvelle cible transcriptionnelle de E2F1 et ont 

fait l'objet d'une publication dans Cell Death and Differentiation (Merdzhanova, et al., 2008 

2008, Pages 1815-1823). 

 Dans un second temps, nous avons recherché si E2F1 en coopération avec SC35 

pourrait moduler l'épissage alternatif d'autres gènes jouant un rôle important au cours du 

processus tumoral. Dans ce contexte, la seconde partie de mon travail de thèse a porté sur 

l'analyse du rôle potentiel des protéines E2F1 et/ou SC35 dans le contrôle de l'épissage du 

VEGF, un facteur de croissance primordial au cours du processus de néo-angiogénèse 

tumorale. Comme discuté dans l'introduction, deux groupes de variants d’épissage du VEGF 

possèdant des fonctions opposées: pro-angiogéniques (VEGFxxx) et anti-angiogéniques 

(VEGFxxxb) ont été découverts (Bates, et al., 2002). Nous avons émis l'hypothèse que E2F1 en 

coopération ou non avec SC35 pourrait jouer un rôle dans le contrôle de l'épissage alternatif 

des isoformes pro- et anti-angiogéniques du VEGF. Nous avons montré qu’E2F1 et SC35 

modulent la balance des variants VEGFxxx et VEGFxxxb dans différents modèles des lignées de 

carcinomes pulmonaires, et étendu ces résultats chez la souris nude, en démontrant que E2F1 

inhibe la croissance tumorale « in vivo » via une modification du ratio VEGF165/VEGF165b. 

Ces résultats font l'objet d'une seconde publication actuellement en préparation (Merdzhanova, 

en préparation).  

 Finalement, sur la base de nos travaux démontrant la coopération entre E2F1 et SC35 

au cours de l'apoptose, nous avons émis l'hypothèse d'un rôle de SC35 dans le contrôle des 

fonctions prolifératives de E2F1. Nous discuterons le résultat de ces recherches, faisant l'objet 
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d'un manuscript actuellement en préparation (Edmond, Merdzhanova et al), ainsi que 

présenterons certains des résultats préliminaires que nous avons obtenus, indiquant que E2F1 

modifie le niveau de phosphorylation de SC35. 
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I E2F1 CONTROLE L’EPISSAGE ALTERNATIF DE 
GENES IMPLIQUES DANS L’APOPTOSE EN 
STIMULANT L’EXPRESSION DU FACTEUR 
D’EPISSAGE SC35 

I.1 Présentation de l’étude  

Des études antérieures menées au sein de l’équipe ont mis en évidence l’existence 

d’une expression différentielle de la protéine E2F1 dans les cancers bronchiques de différents 

types histologiques (Eymin, et al., 2001). Ainsi, dans plus de 90 % des adénocarcinomes 

pulmonaires, l’expression de E2F1 est très faible ou indétectable. De plus, l’inactivation de 

E2F1 chez la souris favorise, notamment, le développement d’adénocarcinomes pulmonaires 

(Yamasaki, et al., 1996). Sur la base de ces données, une hypothèse a été émise au laboratoire 

selon laquelle le très bas niveau d'expression de E2F1 pourrait contribuer au processus de 

carcinogénèse de ces tumeurs par perte d'une activité bénéfique pro-apoptotique. De façon 

intéressante, des résultats préliminaires obtenus dans notre équipe ont démontré que E2F1 est 

capable d'induire l'apoptose de cellules tumorales d'adénocarcinome pulmonaire par un 

mécanisme mettent en jeu l'activation de la caspase-8 et son recrutement au niveau du DISC 

(Death Inducing Signaling Complex) via la diminution spécifique de l'expression des ARNm 

et du niveau protéique de l'isoforme courte de la protéine anti-apoptotique c-FLIP (c-FLIPCourt) 

(Salon, et al., 2006). L'observation qu'E2F1 régule différemment l'expression des transcrits 

alternatifs codant pour les isoformes longue et courte de la protéine FLIP nous a donc conduit 

dans ce travail à rechercher un rôle potentiel de E2F1 dans le contrôle de l'expression de 

certains facteurs régulant l'épissage alternatif des transcrits. Parmi les facteurs d'épissage, nous 

nous sommes centrés sur les protéines SR.  

Pour nos études, nous avons utilisé un modèle d'expression stable et inductible de E2F1 

ou d'un mutant incapable de lier l'ADN, E2F1 (E132), dans une lignée cellulaire 

d'adénocarcinome pulmonaire, H358, n'exprimant pas p53 et comportant une protéine RB 

inactive hyperphosphorylée. Dans ce système, l'expression de E2F1 ou de E2F1 (E132) est 

induite dans les cellules suite à l'introduction de doxycycline dans le milieu de culture 

(système Tet-On, Clontech). Nous avons aussi utilisé d'autres lignées cellulaires issues 

d'adénocarcinomes pulmonaires humains (H1299 et A549) exprimant un faible niveau de 
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E2F1 et les lignées cellulaires de tumeurs neuroendocrines pulmonaires H69 et H810 

surexprimant spontanément E2F1.  

Dans notre modèle cellulaire inductible pour l'expression de E2F1, nous avons étudié 

le niveau d'expression de certaines protéines SR. Nous avons observé une augmentation 

spécifique de la protéine SC35 dans les cellules surexprimant E2F1, comparativement aux 

cellules non-induites et aux cellules exprimant la protéine mutante de E2F1 (E132). De façon 

intéressante, nous avons démontré que E2F1 augmente l'expression de la protéine SC35 par un 

mécanisme transcriptionnel. Par des expériences de gène rapporteur et immunoprécipitation de 

la chromatine (ChIP), nous avons montré que E2F1 est capable d'activer le promoteur de SC35 

et de se fixer sur ce promoteur identifiant SC35 comme une cible directe de E2F1. Ensuite, 

nous avons recherché la contribution de la protéine SC35 à l'apoptose médiée par E2F1. Nous 

avons démontré que la neutralisation de SC35 par ARN interférence prévient l'induction de 

l'apoptose par E2F1 et la diminution de l'expression  de c-FLIPC. De plus, nous avons montré 

que SC35 contribue à la sensibilisation des cellules surexprimant E2F1 à la mort induite via 

les récepteurs de mort comme Fas.  

A la recherche d'autres cibles potentielles de E2F1 et/ou SC35, nous avons montré que 

les deux protéines coopèrent pour induire l'apoptose en modifiant le profil d'épissage alternatif 

d'autres gènes impliqués dans le processus apoptotique dont les caspase-8, caspase-9 et Bcl-x , 

et favorisent l'expression des transcrits codant pour les isoformes protéiques pro-apoptotiques. 

Ces résultats mettent en évidence le premier lien entre le facteur de transcription E2F1 et les 

facteurs protéiques contrôlant l'épissage alternatif des transcrits.  

Nous avons ensuite cherché à identifier dans quel contexte physiologique les deux 

protéines E2F1 et SC35 coopèrent pour induire l'apoptose des cellules tumorales. Sachant que 

les dommages de l'ADN provoqués par des agents cytotoxiques stabilisent E2F1 et induisent 

l'apoptose (Stevens, et al., 2003; Wang, et al., 2006), nous avons traité les cellules H358 avec 

le méthylméthanesulfonate (MMS) ou le cyclophosphamide, deux agents génotoxiques, et 

nous avons recherché l'effet de ces agents sur l'expression des protéine E2F1 et SC35. Nos 

résultats montrent que l'accumulation de E2F1 dans les cellules traitées s'accompagne d'une 

augmentation de l'expression de SC35 (au niveau protéique et ARN) et de l'induction de 

l'apoptose. De plus, le cyclophosphamide modifie l'épissage de la caspase-9 et de bcl-x en 

faveur des transcrits codant pour les isoformes pro-apoptotiques par un mécanisme mettant en 

jeu E2F1 et SC35.  
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En conclusion, nos travaux démontrent que les protéines E2F1 et SC35 coopèrent pour 

induire l'apoptose en réponse au stress génotoxique, en modifiant les profils d'épissage d'un 

certains nombre de gènes au profit des variants codant pour les isoformes pro-apoptotiques. 

I.2 Article 1 

E2F1 controls alternative splicing pattern of genes involved in apoptosis through 

upregulation of the splicing factor SC35. Cell Death and Differentiation, Volume 15, 2008, 

Pages 1815-1823. G. Merdzhanova, V. Edmond, S. De Seranno, A. Van den Broeck, L. 

Corcos, C. Brambilla, E. Brambilla, S. Gazzeri and B. Eymin. 

Ces travaux ont fait l'objet d'un éditorial paru dans le même volume du journal : Many 

pathways to apoptosis: E2F1 regulates splicing of apoptotic genes. Cell Death and 

Differentiation, Volume 15, 2008, Pages 1813-1814. K. Korotayev and D. Ginsberg. 



E2F1 controls alternative splicing pattern of genes
involved in apoptosis through upregulation of the
splicing factor SC35

G Merdzhanova1,2, V Edmond1,2, S De Seranno1,2, A Van den Broeck1,2, L Corcos3, C Brambilla1,2, E Brambilla1,2, S Gazzeri1,2

and B Eymin*,1,2

The transcription factor E2F1 has a key function during S phase progression and apoptosis. It has been well-demonstrated that the

apoptotic function of E2F1 involves its ability to transactivate pro-apoptotic target genes. Alternative splicing of pre-mRNAs also

has an important function in the regulation of apoptosis. In this study, we identify the splicing factor SC35, a member of the Ser-

Rich Arg (SR) proteins family, as a new transcriptional target of E2F1. We demonstrate that E2F1 requires SC35 to switch the

alternative splicing profile of various apoptotic genes such as c-flip, caspases-8 and -9 and Bcl-x, towards the expression of

pro-apoptotic splice variants. Finally, we provide evidence that E2F1 upregulates SC35 in response to DNA-damaging agents and

show that SC35 is required for apoptosis in response to these drugs. Taken together, these results demonstrate that E2F1 controls

pre-mRNA processing events to induce apoptosis and identify the SC35 SR protein as a key direct E2F1-target in this setting.

Cell Death and Differentiation (2008) 15, 1815–1823; doi:10.1038/cdd.2008.135; published online 19 September 2008

Pre-mRNA splicing is an essential step for the expression of

most genes in higher eukaryotic cells. This process has

emerged as an important mechanism of genetic diversity as

about 74%of humangenes undergo alternative splicing, leading

to the production of various protein isoforms.1 SC35 belongs to

the serine/arginine-rich (SR) protein family, one of the most

important class of splicing regulators. Members of the SR family

have a modular structure consisting of one or two copies of

an N-terminal RRM (RNA-recognition motif) followed by a

C terminus rich in serine and arginine residues known as the

RS domain. They act at multiple steps of spliceosome assembly

and participate in both constitutive and alternative splicing.2

Together with most of the other splicing factors, SR proteins

localize to nuclear subregions termed nuclear speckles.3

Extensive serine phosphorylation of the RS domain has an

important function in the regulation of both the localization and

the activities of SR proteins.4 Although the splicing functions of

SR proteins have been well documented in vitro, their roles and

physiological targets in vivo are less well known. However,

based on gene targeting experiments demonstrating that they

are required for cell viability and/or animal development, SR

proteins undoubtedly control essential biological functions.

Apoptosis is one of the cellular processes in which alter-

native splicing has an important regulatory function. Indeed, a

remarkable number of transcripts that encode proteins involved

in the apoptotic pathway are subjected to alternative splicing.

This usually drives the expression of proteins with opposite

functions, either pro- or anti-apoptotic.5 Interestingly, changes in

SR protein phosphorylation have been observed upon apoptotic

stimulation following activation of the Fas receptor.6 In addition,

in vitro overexpression experiments have suggested a potential

role for SR proteins in the control of the splicing of pre-mRNAs

encoding apoptotic regulators7–8 Moreover, depletion of the

ASF/SF2 SR protein has been reported to induce apoptosis.8–9

Nevertheless, whether individual SR proteins are necessary to

modulate alternative splicing of mRNAs encoding apoptotic

factors remains largely unknown, as well as the factors that

control expression and/or activity of SR proteins in this context.

The E2F1 transcription factor belongs to the E2F family

encompassing eight members involved in a diverse array of

essential cellular functions.10 E2F1 is best-known for its role

in driving cell cycle progression in S phase. In addition, E2F1

can induce apoptosis by mechanisms involving with or with-

out transcriptional function. We previously demonstrated

the ability of E2F1 to trigger apoptosis through caspase-8

activation at the death-inducing signaling complex and

showed that E2F1 acts through specific downregulation

of the cellular FLICE-inhibitory protein short isoform,

c-FLIPshort.
11 As c-flip predominantly encodes two isoforms

arising from alternative splicing, namely c-FLIPshort and

c-FLIPlong, we postulated that E2F1 could control the

expression and/or activity of some splicing factors. In this

study, we identify the SC35 splicing factor as a direct trans-

criptional target of E2F1 and show that SC35 is involved in the

ability of E2F1 to trigger apoptosis through downregulation of

c-FLIPshort. Importantly, we demonstrate that E2F1 and SC35
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also cooperate to switch the alternative splicing pattern of

caspases-8 and -9 as well as of Bcl-x, towards the expression

of pro-apoptotic isoforms. Finally, we provide evidence that

E2F1 promotes the accumulation of SC35 in cells treated with

DNA-damaging agents, and show that SC35 is required for

induction of apoptosis in this setting. Taken together, these

results demonstrate that E2F1 and SC35 proteins control pre-

mRNA processing events to promote apoptosis.

Results

E2F1 upregulates SC35 protein expression. We

previously established a model of stable E2F1-inducible

clones in the H358 cell line derived from a human lung

adenocarcinoma.11 Here, we exploit this model to test whether

E2F1 can control the expression pattern of three members

of the SR protein family, one of the most important class

of splicing regulators, namely SC35, SRp20 and SF2/ASF.

Immunoblotting experiments demonstrated a 3 to 4-fold

increased expression of SC35 in cells overexpressing E2F1,

whereas the total level of SRp20 and SF2/ASF was not

affected (Figure 1a, left panel). This effect required the DNA-

binding activity of E2F1 as overexpression of an E2F1(E132)

DNA-binding defective mutant did not affect SC35 protein level

(Figure 1a, right panel).

To confirm these data, we knocked down E2F1 expression

by using small interfering RNAs (siRNAs) in the H69 andH810

neuroendocrine lung carcinoma cell lines that physiologically

express high levels of E2F1, and analyzed SC35, SRp20

and SF2/ASF expression by western blotting. As shown in

Figure 1b, the silencing of E2F1 was accompanied by marked

downregulation of the endogenous SC35 protein in both

cell lines as compared with cells transfected with mismatch

siRNA. In contrast, the expression of SRp20 and SF2/ASF

proteins was not affected. In addition, we observed that SC35

protein levels were strongly reduced in E2F1 knockout murine

embryonic fibroblast (MEF) as compared with wild-type MEF,

whereas those of SRp20 and SF2/ASF did not change

(Figure 1c). Taken together, these data demonstrate that

SC35 expression is positively regulated by E2F1.

SC35 is a direct transcriptional target of E2F1. To test

whether E2F1 controls SC35 expression at the transcrip-

tional level, we performed reverse transcription (RT)-PCR

experiments using primers localized at the 50-end of the sc35

ORF. The data showed that expression of sc35 mRNA was

induced by E2F1 but not by the mutant E2F1(E132)

(Figure 2a). To go further, we performed Chloramphenicol

Acetyl Transferase (CAT) experiments using a pR264-CAT

plasmid that contains the 1 kb human sc35 promoter up-

stream of CAT cDNA.12 Co-transfection of H1299 (Figure 2b)

or SAOS2 (data not shown) cells with pR264-CAT vector and

increasing amounts of an E2F1 expression vector resulted in

a dose-dependent increase of CAT activity. These results

indicated that E2F1 can transactivate the promoter of sc35.
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or absence (�) of 1mg/ml doxycyclin (Dox). Mutant E2F1(E132) is unable to bind DNA. Expression of E2F1, SC35, SRp20 and SF2/ASF proteins was studied by western
blotting. Actin was used as a loading control. (b) H69 and H810 neuroendocrine lung carcinoma cell lines were transfected for 72 h withmismatch or e2f1 siRNAs as indicated
and subjected to western blot analyses for the detection of E2F1, SC35, SRp20 and SF2/ASF proteins. Actin was used as a loading control. (c) Western blot analyses of E2F1,
SC35, SRp20 and SF2 protein expression in E2F1-deficient (E2F1 �/�) and wild-type control Murine Embryonic Fibroblasts (MEFs). Actin was used as a loading control

SC35 is a new E2F1 target gene

G Merdzhanova et al

1816

Cell Death and Differentiation



To confirm these data in vivo, we performed chromatin

immunoprecipitation (ChIP) experiments in the H358/Tet-On/

E2F1 cells cultured in the presence of doxycyclin (Figure 2c,

upper panel). As a positive control of ChIP assays, we used

the proximal human Skp2 promoter that was recently

reported as a target of E2F1.13 In our conditions, binding of

E2F1 to the proximal Skp2 gene promoter was clearly

detected whereas no binding was observed with the Gapdh

promoter (Figure 2c, upper panel). Importantly, the sc35

promoter fragment (�296/�79) that encompasses two

putative E2F1-binding sites was precipitated by an anti-

E2F1 antibody (Figure 2c, upper panel). To confirm that

SC35 was a direct target of E2F1, endogenous E2F1 was

immunoprecipitated from H1299 cells and ChIP experiments

were performed. As shown (Figure 2c, lower panel),

endogenous E2F1 clearly bound to the sc35 promoter in

these cells. Taken together, these results identify sc35 as a

direct transcriptional target of E2F1.

E2F1 promotes SC35-dependent apoptosis through

modulation of FLIPlong/FLIPshort ratio. As we previously

demonstrated the ability of E2F1 to induce apoptosis through

downregulation of the c-FLIPshort protein isoform,11 we next

analyzed whether SC35 has a function in this setting. By the

use of sc35 siRNAs and Hoechst staining, we first observed

that neutralization of SC35 strongly reduced the number of

apoptotic cells in response to E2F1 (Figure 3a). Therefore,

these results indicated that SC35 is required for E2F1-

induced apoptosis. Importantly, RT-PCR (Figure 3b, left

panel) and immunoblot analyses (Figure 3b, right panel)

revealed that downregulation of both flipshort mRNA and

protein levels were also prevented in these conditions. A high

level of both c-FLIP protein isoforms has been found in many

0

5

10

15

20

25

30

35

R
el

a
ti

v
e 

C
A

T
 a

ct
iv

it
y

sc35

gapdh

skp2

H358 Tet-On/E2F1

sc35

Dox

48h 48h

g3pdh

E2F1 overexpression

Endogenous E2F1

sc35

gapdh

+- +- +-

72h

++++++pR264-CAT

E2F1 (ng) 25 50 100 250 500-
InputNoAb IgG E2F1

InputNoAb IgG E2F1

E2F1(E132)

Figure 2 SC35 is a direct transcriptional target of E2F1. (a) RT-PCR analysis of
sc35mRNA. H358/Tet-On/E2F1 or H358/Tet-On/E2F1 (E132) cells were incubated
for 48 or 72 h in the presence (þ ) or absence (�) of 1 mg/ml doxycyclin (Dox) as
indicated. Total RNAs were extracted as described in the Material and Methods
section. Amplified g3pdh was used as an internal control. (b) Chloramphenicol
Acetyl Transferase (CAT) experiments were performed in the H1299 cell line co-
transfected for 48 h with 1 mg pR264CAT plasmid, encoding CAT under the control
of the sc35 promoter, and increasing amounts of pCMV-E2F1 as indicated. The
CAT activity obtained in cells transfected with pR264CAT alone was normalized to 1
and a relative CAT activity was then calculated for each condition. Representative
data of at least three independent experiments performed in duplicate are shown.
(c) Upper panel: H358/Tet-On/E2F1 cells cultured in the presence of doxycyclin for
48 h were processed for ChIP analysis using C-20 antibody for E2F1. The
coprecipitated chromatin DNA was analyzed by semiquantitative PCR using pair of
primers that amplify the human sc35, skp2 or Gapdh promoter respectively, as
described in the Material and Methods section. IgG was used as an irrelevant
antibody. No Ab means that no antibody was used in this case. Input lane
corresponds to PCRs containing 1% of total amount of chromatin used in
immunoprecipitation reactions. As compared to input amount, 0.13 and 0.3% of
chromatin was immunoprecipitated by E2F1 antibody at the sc35 and skp2
promoters respectively. Lower panel: Similar ChIP analyses were performed in
H1299 cells to detect the binding of endogenous E2F1 to the sc35 promoter. The
input control corresponds to 0.7% of the amount of chromatin used per
immunoprecipitation. As compared to input amount, 0.035% of chromatin was
immunoprecipitated by E2F1 antibody

0

5

10

15

20

A
p
o
p
to

si
s 

(%
)

Dox

siRNA mismatch

A
p
o
p
to

si
s 

(%
)

Dox

FasL +       +              +      +

siRNA

0

10

20

30

40

50

sc35

g3pdh

Dox

siRNA mismatch mismatch

SC35

c-FLIPS

Actin

c-FLIPL

c-flipS

c-flipL

sc35

sc35 sc35

mismatch sc35

- +

- + - +

- + - + - +

- + - +

Figure 3 SC35 is required for E2F1-induced apoptosis. H358 Tet-On/E2F1
cells were cultured in the presence (þ ) or absence (�) of doxycyclin for 72 h. (a)
H358 Tet-On/E2F1 cells were transfected for 72 h either with mismatch or sc35
siRNA. Apoptosis was evaluated using Hoechst staining. Results shown are the
mean±S.D. of three independent experiments. (b) H358 Tet-On/E2F1 cells were
transfected for 72 h with either mismatch or sc35 siRNA and subjected to RT-PCR
(left panel) and western blot (right panel) analyses. (c) H358/Tet-On/E2F1 cells
were transfected for 48 h with either mismatch or sc35 siRNA, cultured with (þ ) or
without (�) doxycyclin as indicated, and treated or not with 25 ng/ml FasL for 20
additional hours. Apoptosis was evaluated as in (a)

SC35 is a new E2F1 target gene

G Merdzhanova et al

1817

Cell Death and Differentiation



tumor cells and was correlated with resistance to FAS- and

TRAIL-induced apoptosis, two death receptor ligands.14

Consistently, we previously reported that the down-

regulation of c-FLIPShort by E2F1 was sufficient to restore

the sensitivity of tumor cells to these ligands.11 In this study,

we showed that neutralization of sc35 expression overrode

the ability of E2F1 to sensitize H358 cells to FasL (Figure 3c)

as well as to TRAIL (data not shown) treatments. Collec-

tively, our data demonstrate that E2F1 induces apoptosis

through SC35-dependent modulation of the FLIPLong/

FLIPShort ratio, at the expense of the FLIPShort protein

isoform.

E2F1 and SC35 co-regulate the splicing pattern of

caspase-8, caspase-9 and Bcl-x pre-mRNAs in favor

of pro-apoptotic splice variants. As the expression of

numerous apoptotic genes is regulated by pre-mRNA

alternative splicing,5 we undertook a series of experiments

to test whether E2F1 and SC35 can also affect the ratio of

other apoptotic splice variants. Various caspases are

subjected to alternative splicing. Alternative splicing of

casp-2 proceeds through selective insertion or removal of

exon 9 giving rise to anti-apoptotic caspase-2S and pro-

apoptotic caspase-2L isoforms respectively.7 The use of a

distant splice donor site at the 30-end of exon 8 of human

caspase-8 pre-mRNA leads to the synthesis of an alternative

splice variant, caspase-8L, a competitive inhibitor of

caspase-8.15–16 The inclusion or exclusion of an exon

cassette in caspase-9 causes the expression of two splice

variants, namely the pro-apoptotic caspase-9a and anti-

apoptotic caspase-9b.17–18 To assess whether E2F1 induces

changes in the alternative splicing profile of these caspases

pre-mRNAs, RNAs recovered from non-induced or induced

H358/Tet-On/E2F1 cells were analyzed by RT-PCR using

primers specific for each caspase splice variant (Figure 4a).

The results showed that E2F1 increased the expression of

pro-apoptotic caspases-2L, -8a and -9a mRNA levels and

decreased those of anti-apoptotic caspases-8L and -9b

(Figure 4b). In contrast, these effects were not observed

with mutant E2F1(E132). Interestingly, we were unable to

detect the caspase-2S transcript in our cells. Altogether,

these data indicate that E2F1 can switch the splicing pattern

of caspases-8 and -9 in favor of pro-apoptotic isoforms.

Therefore, besides its ability to transactivate caspases-8

and -9 genes,19 E2F1 also controls their alternative splicing.

Bcl-x is a member of the bcl-2 gene family that also has a

key function in apoptosis. Several splice isoforms of Bcl-x

have been reported. The use of a 50 proximal site generates

the Bcl-xL long isoform, which protects cells against apopto-

sis. In contrast, the use of a 50 distal site results in the

synthesis of a short pro-apoptotic Bcl-xS isoform.20 To

analyze whether E2F1 regulates the splicing pattern of

Bcl-x, we performed RT-PCR analysis with specific primers

in H358/Tet-On/E2F1 cells (Figure 4a). The results showed

that expression of E2F1 induced a concomittant decrease of

Bcl-xL and increase of Bcl-xS mRNA levels (Figure 4c, upper

panel). As was observed for caspase regulation, the mutant

E2F1(E132) had no effect on bcl-x splicing. Western blotting

with Bcl-x antibodies specific for each isoform confirmed the

RT-PCR results (Figure 4c, lower panel). Therefore, these

data demonstrate that E2F1 also controls the alternative

splicing of Bcl-x.

Finally, we investigated whether SC35 was involved in

these effects. siRNAs targeting sc35 were transfected in

H358/Tet-On/E2F1 cells, and expression of caspases and

Bcl-x splice variants was analyzed by RT-PCR. In the

absence of E2F1 induction, the knockdown of sc35 using

two independent siRNAs (Figure 4d and Supplementary

Figure 1) did not significantly alter the level of caspases-8L,

-8a, -9a or -9b mRNAs, nor that of Bcl-xL or Bcl-xS.

Importantly, the induction of E2F1 expression in these cells

deprived of SC35 did not affect the splicing pattern of these

genes (Figure 4d and Supplementary Figure 1). Furthermore,

when we performed RT-PCR analyses in A549 cells

transiently transfected with a vector encoding SC35, we

found that overexpression of SC35 affected the splicing profile

of caspase-8, -9 and Bcl-x pre-mRNAs in a similar way than

did E2F1 (compare Figure 4e to b and c) and induced

apoptosis (data not shown). Altogether, these results demon-

strate that E2F1 requires SC35 to regulate the pre-mRNA

alternative splicing of apoptotic genes.

E2F1 and SC35 proteins are upregulated and required

for apoptosis in response to genotoxic stresses. So far,

our results demonstrate the ability of overexpressed E2F1

and SC35 to modify the splicing pattern of various apoptotic

genes. Thus, we next attempted to identify in which

physiological context both proteins could cooperate to

induce apoptosis. It is now well-known that DNA-damaging

agents stabilize E2F1 and induce its transcriptional activity

towards apoptotic genes thereby causing apoptosis.21–22 In

agreement with previous reports, treatment of H358 cells

with either methylmethanesulfonate or cyclophosphamide,

two alkylating agents that create inter-strand DNA cross-

links, significantly increased E2F1 expression as detected by

immunoblotting (Figure 5a, upper panel). In these conditions,

upregulation of E2F1 was accompanied by an increase of

SC35 protein and mRNA expression (Figure 5a, upper

panels), as well as by the induction of apoptosis

(Figure 5a, lower panel). In cyclophosphamide-treated

cells, the neutralization of E2F1 using siRNAs prevented

the accumulation of SC35 (Figure 5b), indicating that E2F1

was involved in SC35 induction. In addition, as detected by

ChIP experiments, the binding of endogenous E2F1 to the

sc35 promoter was increased following drug treatment,

indicating that SC35 is a direct target of E2F1 in response

to DNA-damaging agents (Figure 5c). Furthermore, inhibiting

SC35 expression strongly repressed apoptosis following

cyclophosphamide treatment, as detected by immuno-

blotting of pro- or cleaved caspase-3 and Hoechst 33342

staining (Figure 5d). Taken together, these results demons-

trate that E2F1 requires SC35 to induce apoptosis in

response to genotoxic stresses.

Finally, we analyzed whether E2F1 and SC35 acted

through regulation of the alternative splicing of apoptotic

genes and studied the expression pattern of caspases -2, -8

and -9 as well as Bcl-x splice variants by RT-PCR following

cyclophosphamide treatment. As shown in Figure 6a (left

panel), an increase of pro-apoptotic caspase-9a and Bcl-xS
mRNA levels was observed in cyclophosphamide-treated
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cells together with a decrease of anti-apoptotic caspase-9b

and Bcl-xL splice variants. Again, immunoblotting experi-

ments confirmed the downregulation and upregulation of

Bcl-xL and Bcl-xS proteins, respectively (Figure 6a, right

panel). In contrast, accumulation of caspase-2L and of both

anti- and pro-apoptotic caspase-8L and –8a transcripts was

detected in cyclophosphamide-treated cells (Figure 6a, left

panel). Therefore, these results demonstrate that cyclopho-

sphamidemodifies the alternative splicing pattern ofBcl-x and

caspase-9 pre-mRNAs in favor of pro-apoptotic splice

variants. Importantly, the neutralization of either e2f1 or

sc35 before cyclophosphamide cell treatment prevented

these modifications, as detected by RT-PCR (Figure 6b,

upper panel) and western blotting (Figure 6b, lower panel).

Overall, these data strongly suggest that E2F1 and SC35

proteins act together during apoptosis of DNA-damaged cells

by controlling Bcl-x and caspase-9 pre-mRNAs alternative

splicing.

Discussion

E2F1 is a transcription factor that has a critical function in cell

cycle progression by favoring entry into S phase. Besides its
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function in cell cycle control, E2F1 is also widely accepted as

an inducer of apoptosis. It has been well-demonstrated

that E2F1 promotes apoptosis through both transcription-

dependent and -independent mechanisms. So far, numerous

apoptotic genes whose transcription is enhanced by E2F1

have been identified.10 In this study, we show that E2F1

switches the alternative splicing pattern of key apoptotic

genes in favor of their pro-apoptotic splice variants, and

identify the SC35 protein, a member of the SR family of

splicing regulators, as a key direct target of E2F1. Interest-

ingly, two high throughput studies using ChIP on Chip

analysis23 or DNA microarrays24 previously suggested that

SC35 is an E2F1-regulated gene. In this study, we provide the

first evidence of a direct functional link between E2F1 and

SC35 proteins to regulate cellular apoptosis. Therefore,

besides its ability to transactivate pro-apoptotic target genes,

E2F1 is also able to control pre-mRNA processing events to

induce apoptosis.

It has now emerged from the literature that splicing not only

depends on the interaction of splicing factors with their target

pre-mRNAs, but is also coupled to transcription.25 Indeed,

variations of pol II promoter structure can lead to differences in

alternative splicing of the transcript26–27 and components of

the spliceosome such as the p54nrb (p54 nuclear RNA-

binding protein) and PSF (polypyrimidine tract-binding pro-

tein-associated splicing factor) RNA-binding proteins are

involved in both transcription and splicing processes.28 (for

review). In addition, transcriptional coregulators of the

nuclear receptor family recruited at the promoter level not

only enhances the transcriptional activity of this promoter, but

also affects the nature of the splice variants produced.28–30

Moreover, some transcription factors have been reported to

bind to proteins of the spliceosome and/or display dual

functions in splicing and transcription.31–32 Taken together,

these results indicate a function for proteins controlling

transcription in splicing regulation. In this study, we demon-

strate that the transcription factor E2F1 transactivates the

expression of sc35, a component of the spliceosome and that

both proteins regulate pre-mRNA processing events. Alto-

gether, these results strengthen the connection between the

transcriptional and splicing machineries. We show that E2F1

alters the splicing pattern of some of its transcriptional targets

such as c-flip (Figure 3b), caspases-8 and -9 (Figures 4b

and d). As an increased level of caspases-8 and -9 transcripts

was also detected in this context, it is possible that the

transactivating functions of E2F1 cooperate with SC35

accumulation to regulate pre-mRNA processing events.

Interestingly, the expression of c-flip mRNA was apparently

not affected by E2F1 in the same conditions (Figure 3a). It was

recently shown that the Spi-1/PU.1 transcription factor could

modify alternative splicing of a transcriptional target gene,

without modulation of its mRNA transcription.32 Therefore,

another but not exclusive possibility is that E2F1 acts as a

scaffold protein to drive SC35 to the nascent transcribed RNA

of some of its target genes, according to the cell-specific

promoter occupation model.25

Apoptosis is one of the cellular processes in which

alternative splicing has important regulatory functions.5

Several components of the splicing machinery have already

been implicated in apoptotic processes. For example, deple-

tion of SF2/ASF8 induces apoptosis. In addition, overexpres-

sion of SC35 alters the splicing of caspase-2 mRNA, in favor

of the pro-apoptotic isoform accumulation.7 Furthermore,

phosphorylation of SR proteins, which is known to control their

sub-cellular localization as well as their activities, has been

reported during apoptosis.6–33 However, the upstream signal-

ing molecules that regulate the expression and/or activity of

SR proteins during apoptosis, as well as the endogenous

targets of SR proteins in this context remain largely unknown.

In this study, we provide evidence that E2F1 triggers

apoptosis through SC35 accumulation and we demonstrate

that both proteins cooperate to affect the splicing pattern of

caspase-8, caspase-9, flip and bcl-x genes, in favor of pro-

apoptotic splice variants. Taken together, our data identify

SC35 as a new mediator of E2F1-induced apoptosis and

identify some of its endogenous targets in this setting.

Alteration of alternative splicing is believed to contribute

to the resistance of tumor cells to chemotherapy, notably

through overexpression of anti-apoptotic splice variants.34,35

However, the molecular mechanisms involved in such

processes remain largely unknown. Importantly, and consis-

tent with a function of SR proteins during the response to DNA

damage, it has been previously shown that SC35 accumu-

lates following g-irradiation.36 In addition, it was recently

reported that the expression of SRp55, anothermember of the

SR protein family, is upregulated and required for apoptosis of

p53-deficient cells after mitomycin C treatment.37 In this

study, we demonstrate that SC35 is upregulated by an E2F1-

dependent pathway in response to methylmethanesulfonate

or cyclophosphamide treatment. Furthermore, we show that

the E2F1 and SC35 proteins are required for apoptosis of

DNA-damaged cells and control Bcl-x and caspase-9 pre-

mRNAs alternative splicing at the expense of anti-apoptotic

splice variants. Therefore, our data strongly suggest that

E2F1 and SC35 are key determinants of the cellular response

to chemotherapeutic agents.

To conclude, we highlight the first functional connection

between the transcription factor E2F1 and a component of the

splicing machinery, SC35, in the control of cellular apoptosis.

It is well-known that abnormalities in E2F-signalling pathways

contribute to tumorigenesis.38 Accordingly, we previously

described a differential pattern of E2F1 protein expression in

human lung tumors.39 Interestingly, some SR proteins are

overexpressed in ovarian cancer40 and SF2/ASFwas recently

assessed as a proto-oncogene in human tumors.41 There-

fore, it remains to be determined whether alterations of both

E2F1 and SC35 proteins could cooperate to promote

carcinogenesis.

Materials and Methods
Cell lines, treatment, apoptotic assay, plasmids and trans-
fection. A549, H358, H1299 and H69 human lung carcinoma cell lines were
cultured as described earlier.42 The H810 large cell neuroendocrine lung carcinoma
cell line was cultured in 5% CO2 at 371C in RPMI-1640 medium supplemented with
5% (v/v) FCS, 0.005mg/ml insulin, 0.01mg/ml transferrin, 30 nM sodium selenite,
10 nM hydrocortisone, 10 nM b-estradiol and 10mM HEPES. MEFs wild-type and
E2F1�/� were cultured in DMEM (GIBCO) supplemented with 10% (v/v) heat-
inactivated FCS. The human lung adenocarcinoma H358/Tet-On/E2F1 and Tet-On/
E2F1 (E132) inducible clones were obtained as previously described.11 Apoptosis
was evaluated by scoring the percentage of apoptotic cells on 500 cells after
Hoechst 33342 staining. Transient transfections were carried out using Fugene 6
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(Roche Diagnostic). Plasmids used in transient transfections were pcDNA3, pCMV-
E2F-1, pcDNA3-HA-SC35 and pR264-CAT. Recombinant soluble human FLAG-
tagged FasL was purchased from Alexis (San Diego, CA, USA). Methanesulfonic
acid methyl ester and cyclophosphamide monohydrate were all purchased from
Sigma (Saint Quentin Fallavier, France).

Antibodies. The anti-E2F1 (C-20), anti-SC35 (H-55) and anti-Bcl-xL (H5)
antibodies were purchased from Santa Cruz, the anti-Bcl-xS (Ab-1) from Oncogene
Research, the anti-E2F1 (KH95) and anti-procaspase-3 from Pharmingen, the anti-
FLIP (NF6) from Alexis, the anti-actin (20–33) from Sigma, the anti-SC35 (4F-11)
from Euromedex and the anti-SRp20 (7B4) and anti-SF2/ASF from Zymed. Cleaved
caspase-3 (Asp175) was from Cell Signaling.

CAT assays. For CAT assay measurements, 2� 105 cells per well were
seeded in duplicate in 6-well plates, and transfected with the pR264CAT plasmid in
the presence or absence of increasing amounts of pCMV-E2F1 vector. pR364CAT
vector contains the 1 kb human sc35 promoter12 and encompasses two putative
E2F1-binding sites at –170 (TTTGGCCCG) and –236 (TTTCGCGGG) bp upstream
of the transcription start site. Transfection was performed using Fugene 6 according
to the manufacturer’s instructions, and CAT activity was measured 24–48 h after
transfection using CAT ELISA (Roche Diagnostic). CAT activity was then
normalized in each sample according to the protein amount.

Chromatin immunoprecipitation experiments. Chromatin immuno-
precipitation experiments were performed in H358 cells, H1299 cells or H358/
Tet-On/E2F1 cells cultured in the presence of 1 mg/ml doxycyclin for 24 h. An equal
amount of chromatin (25mg) was precleared and immunoprecipitated with a
polyclonal antibody specific for E2F1 (C-20, Santa Cruz) or unrelated rabbit IgG or
no antibody, overnight at þ 41C. Co-immunoprecipitated chromatin was analyzed
for the presence of sc35 promoter DNA between –296 and –79 bp, upstream of the
sc35 transcription start site, by semiquantitative PCR. This fragment encompasses
two putative E2F1-binding sites at �170 and –236 bp upstream of the transcription
start site. The primers used were as follow: forward 50-GAGCACCTCCTCTT
CCTCCTG-30 and reverse 50-CCGGAAATGAAACCTTCTGA-30. PCR conditions
were 941C for 3 min, (941C 30 s, 551C 30 s, 721C 30 s) for 36 cycles, and 721C for
10min. For Skp2 and glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH)
promoter analysis, the specific primers used were SKP2-95 50-CTCCCCGC
CTACCCCGTGG-30, SKP2-þ 135 50-CAGACCCGCTAAGCCTAGCAACG-30,
GAPDH forward 50-AGCTCAGGCCTCAAGACCTT-30 and GAPDH reverse 50-AA
GAAGATGCGGCTGACTGT-30 as previously described.13 PCR conditions were
941C for 3 min, (941C 30 s, 571C for GAPDH or 631C for Skp2 30 s, 721C 30 s) for
36 cycles, and 721C for 10min. Signals obtained on ethidium bromide-stained gels
were quantified using ImageJ software and each ChIP DNA sample was normalized
according to the corresponding input DNA sample.

Transfection of siRNA oligonucleotides. The sequences designed
to specifically target human sc35 and e2f1 RNAs were as follows: sc35(1): 50-GCG

UCUUCGAGAAGUACGGTT-30; sc35(2): 50-UCGUUCGCUUUCACGACAATT-30;
e2f-1(1): 50-GUCACGCUAUGAGACCUCATT-30; e2f1(2): 50-ACAAGGCCCGAUC
GAUGUUTT-30. The second siRNA targeting sc35 was from Invitrogen (Stealth
Select RNAi, SFRS2, Invitrogen). The scrambled siRNA oligonucleotides used as
control for all RNA interference experiments were as follows: 50-UCGGCUCUUA
CGCAUUCAATT-30 and 50-CAAGAAAGGCCAGUCCAAGTT-30. Cells were
transfected with siRNA oligonucleotides duplex using Oligofectamine reagent
according to the manufacturer’s instruction (Invitrogen). Doxycyclin (1mg/ml) was
added or not in the culture medium 4 h after transfection. The cells were analyzed 48
or 72 h post-transfection. For experiments with cyclophosphamide, cells were
transfected for 48 h with mismatch, sc35 or e2f-1 siRNAs, then cyclophosphamide
(50mM) was added in the culture medium for 24 additional hours.

RT-PCR analyses of alternative splice transcripts. Total cellular
RNAs were isolated using Trizol reagent (Invitrogen). In all conditions, 1 mg of total
RNA was reverse transcribed using oligo(dT) primer and MMLV reverse
transcriptase (Invitrogen) according to the manufacturer’s protocol. The different
primer sequences used in this study as well as the PCR conditions are recapitulated
in Table 1. Amplification of a cDNA fragment of G3PDH (Invitrogen) was performed
in the same PCR as an internal control. PCR products were run on a 1–2% agarose
gel and visualized by ethidium bromide staining.

Immunoblotting and immunoprecipitation experiments. Immuno-
blotting experiments were performed as described earlier.11
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Editorial

Many pathways to apoptosis: E2F1 regulates splicing
of apoptotic genes

K Korotayev1 and D Ginsberg*,1

Cell Death and Differentiation (2008) 15, 1813–1814; doi:10.1038/cdd.2008.155

E2F transcription factors are best known for their ability to

determine the timely expression of many genes required for

entry into and progression through the S phase of the cell

cycle. However, it is now clear that E2Fs function in a wide

range of biological processes, including DNA replication,

mitosis, the mitotic checkpoint, DNA damage checkpoints,

DNA repair, differentiation and development.1

In addition, at least one member of the E2F family, E2F1,

can induce apoptosis through a number of p53-dependent

and -independent mechanisms.2 E2F1-induced apoptosis is

attributedmainly to E2F-mediated upregulation of various pro-

apoptotic genes. The growing list of death-inducing E2F1-

regulated genes includes genes encoding Apaf1, caspases,

BH3-only proteins, the p53 family member p73 and p53 pro-

apoptotic cofactors such as ASPP1 and ASPP2.2 Certain

studies show that transactivation-defective E2F1 mutants are

capable of inducing apoptosis efficiently, indicating that, at

least in some settings, E2F1 employs transactivation-

independent mechanisms to promote apoptosis. Indeed, as

well as transactivating gene expression, E2F1 is capable of

derepressing and repressing gene expression. For example,

E2F1 can sensitize cells to apoptosis by inhibiting survival

signals, in particular thosemediated by the transcription factor

NF-kB or by Bcl-2 and its family member Mcl-1, the latter

encoded by a gene transcriptionally repressed by E2F1. Thus,

through a combination of activation, derepression and

repression of transcription, E2F1 regulates gene expression

and directs apoptosis. Furthermore, E2F1 has been proposed

to possess transcription-independent activities that promote

apoptosis.3

A new paper in Cell Death and Differentiation extends our

understanding of how E2F1 shapes gene expression to affect

apoptosis.4 Eymin and colleagues4 show that E2F1 controls

alternative splicing of apoptotic genes through direct tran-

scriptional upregulation of the splicing factor SC35 (also

named SFRS2), a member of the serine/arginine-rich (SR)

family of splicing factors. Members of the SR family play vital

roles in both constitutive splicing and regulated alternative

splicing. Apoptosis is one of the cellular processes in which

alternative splicing plays a pivotal regulatory role: a large

number of apoptotic factors are regulated by alternative

splicing that results in the production of discrete protein

isoforms with often antagonistic functions, namely pro- and

antiapoptotic.5 Indeed, a number of splicing factors have been

shown earlier to influence apoptosis. For example, depletion

of SF2/ASF induces apoptosis and, conversely, its ectopic

expression protects from apoptosis.6,7 Also, ectopic expres-

sion of SC35 was shown to affect alternative splicing of

caspase 2 and to induce apoptosis.8Moreover, recent studies

have suggested that splicing can sometimes be coupled to

transcription. In particular, some transcription factors bind

components of the spliceosome or exhibit dual functions in

splicing and transcription.9 However, the work of Eymin and

colleagues identifies a different effect of a transcription factor

on splicing, namely that E2F1 regulates expression of the

splicing factor SC35, which in turn determines the ratio of pro-

apoptotic to antiapoptotic splice variants.

The capacity of E2F1 to regulate SC35 expression is

demonstrated by the positive and negative effects of

ectopically elevated and reduced E2F1 levels, respectively,

on SC35 expression. The direct nature of this SC35 regulation

is supported by data showing E2F1 binds and activates the

SC35 promoter. Importantly, knockdown of SC35 inhibits

E2F1-induced apoptosis, indicating that SC35 is a pivotal

mediator of E2F1-induced apoptosis.4 E2F1 was reported

earlier to downregulate one isoform of the cellular FLICE-

inhibitory protein, c-flipshort, and thereby to activate caspase 8

at the death inducing signaling complex (DISC) and sensitize

cells to death ligands such as FasL and TRAIL.10 The

relationship between E2F1 and SC35 uncovered by Eymin

and colleagues now provides the mechanism underlying this

earlier observation. Indeed, knocking down SC35 inhibits the

ability of E2F1 to alter the FLIPlong/FLIPshort ratio in favor of the

longer isoform and concomitantly reduces the ability of E2F1

to sensitize cells to death ligands. Notably, the SC35-

mediated ability of E2F1 to bias alternative splicing of

apoptotic genes in favor of the pro-apoptotic splice variant is

not limited to c-FLIP and occurs also for Bcl-x and caspases 8

and 9. Furthermore, DNA damage induces an E2F1-mediated

increase in the protein levels of SC35 and, correspondingly,

an increase in the pro-apoptotic splice variants of the

aforementioned genes. Knockdown of either E2F1 or SC35

abolishes these changes in splicing and inhibits DNA

damage-induced apoptosis. Thus, the study of Merdzhanova
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et al. reveals that E2F1-controlled pre-mRNA splicing events

affect DNA damage-induced apoptosis.

Future studies may tell whether the E2F1-SC35 link

represents a unique case or just the tip of the iceberg with

respect to cross-talk between E2F and splicing. Such cross-

talk may include (1) E2F-mediated transcriptional regulation

of additional splicing factors; (2) a broader effect of E2F on

splicing of apoptosis-related as well as proliferation-related

genes; (3) physical interactions between E2F and spliceo-

some components and (4) effects of splicing factors on the

splicing and activities of E2Fs themselves. This latter

possibility is supported by studies showing that one of the

dimerization partners of E2Fs, DP2, undergoes alternative

splicing that affects its subcellular localization,11 and by the

observation that E2F6 exhibits alternatively spliced forms.12

Moreover, studies in Drosophila suggest that splicing critically

affects the activity of dE2F2, which functions mainly in

transcriptional repression. dE2F2 protein levels are severely

reduced in cells deficient for the splicing factor SR protein B52

(ortholog of SFRS6), most probably due to defective splicing

of the de2f2 pre-mRNA.13

In accordance with the data of Merdzhanova et al., several

high-throughput assays have suggested that SC35 is an

E2F-regulated gene. Furthermore, in support of broader E2F-

splicing cross-talk, high-throughput assays suggest that

additional splicing factors are regulated by E2F, including

SFRS10, SFRS9 (SRp30c), SFRS17a (XE7), SRP20

(SRFS3), SFRS7 (SR protein 9G8) and SFPQ (PSF)14–16

However, these observations have not been investigated

further and possible roles for these splicing factors in E2F-

mediated biological processes, such as proliferation or

apoptosis, remain to be determined. Expression of the

splicing factor SRP20 (SRFS3) was suggested earlier to be

E2F-regulated;17 however, Merdzhanova et al. demonstrate

that expression of SRP20 is not E2F-regulated.4 These

seemingly contradicting data may represent tissue- and/or

species-specific differences in the SRP20 regulation.

Of note, caspases 8 and 9 are transcriptional targets of

E2F1, and Eymin and colleagues now show that their splicing

is regulated by E2F1. Thus, E2F1 regulates two distinct steps

in the generation of these pro-apoptotic proteins. Several

additional E2F-regulated apoptotic genes, such as Bim, Apaf1

and Smac/Diablo, undergo alternative splicing and it is

tempting to speculate that their splicing may also be E2F1-

regulated.

The indirect effect of E2F on splicing, reported by Eymin

and colleagues, exemplifies the capacity of E2F to affect post-

transcriptional processes. Recent reports have described the

ability of E2F to regulate microRNA expression, thereby

affecting RNA stability and translation18–20 Taken together,

these studies suggest that an important, and hitherto

unrecognized, feature of E2F function is the regulation of

post-transcriptional processes. E2F1 is deregulated and

hyperactive in most, if not all, human tumors and levels of

some splicing factors, including SC35, are elevated in

some tumors. Future studies should evaluate the role of

E2F-dependent post-transcriptional events in tumorigenesis.

1. DeGregori J, Johnson DG. Curr Mol Med 2006; 6: 739–748.

2. Iaquinta PJ, Lees JA. Curr Opin Cell Biol 2007; 19: 649–657.

3. Bell LA, O’Prey J, Ryan KM. Oncogene 2006; 25: 5656–5663.

4. Merdzhanova G et al. Cell Death Differ 2008; 15: 1815–1823.

5. Schwerk C, Schulze-Osthoff K. Mol Cell 2005; 19: 1–13.

6. Li X, Wang J, Manley JL. Genes Dev 2005; 19: 2705–2714.

7. Karni R et al. Nat Struct Mol Biol 2007; 14: 185–193.

8. Jiang ZH et al. Proc Natl Acad Sci USA 1998; 95: 9155–9160.

9. Kornblihtt AR. Adv Exp Med Biol 2007; 623: 175–189.

10. Salon C et al. Cell Death Differ 2006; 13: 260–272.

11. de la Luna S et al. J Cell Sci 1996; 109: 2443–2452.

12. Dahme T et al. Eur J Biochem 2002; 269: 5030–5036.

13. Rasheva VI et al. Mol Cell Biol 2006; 26: 3468–3477.

14. Muller H et al. Genes Dev 2001; 15: 267–285.

15. Ren B et al. Genes Dev 2002; 16: 245–256.

16. Young AP, Nagarajan R, Longmore GD. Oncogene 2003; 22: 7209–7217.

17. Jumaa H, Guenet JL, Nielsen PJ. Mol Cell Biol 1997; 17: 3116–3124.

18. Petrocca F et al. Cancer Cell 2008; 13: 272–286.

19. Sylvestre Y et al. J Biol Chem 2007; 282: 2135–2143.

20. Woods K, Thomson JM, Hammond SM. J Biol Chem 2007; 282: 2130–2134.

Editorial

1814

Cell Death and Differentiation



Résultats II 

121 

II E2F1 MODIFIE L'EXPRESSION DES VARIANTS 
D'EPISSAGE PRO- VERSUS ANTI-
ANGIOGENIQUES DU VEGF-A DANS LES 
LIGNEES CELLULAIRES DE CARCINOME 
PULMONAIRE HUMAINES  

II.1 Présentation de l’étude.  

Le VEGF-A (Vascular Endothelial Growth Factor–A) est l'un des plus puissants 

facteurs angiogéniques et il se trouve surexprimé dans un grand nombre des tumeurs. Dans 

l'introduction dans la plupart des tissus, VEGF-A existe sous la forme de multiples isoformes 

protéiques angiogéniques, résultant de l’épissage alternatif de son ARNm pré-messager et 

dénommées VEGFxxx. De façon intéressante, une nouvelle famille d'isoformes du VEGF-A a 

été identifiée récemment. Ces isoformes, nommées VEGFxxxb, possèdent des fonctions anti-

angiogéniques et sont sous-exprimées dans certaines tumeurs. Actuellement, les voies de 

signalisation et les facteurs protéiques contrôlant l'épissage alternatif des isoformes VEGFxxx, 

ainsi que le "switch" entre les isoformes anti-angiogéniques et pro-angiogéniques du VEGF-A 

sont inconnues.  

Ayant montré un rôle de E2F1 dans le contrôle de l'épissage alternatif de transcrits 

régulant l'apoptose en coopération avec le facteur d'épissage SC35, nous avons émis 

l'hypothèse selon laquelle E2F1 pourrait aussi affecter l'épissage alternatif des isoformes du 

VEGF-A dans nos modèles d'études. Afin de rechercher un tel effet de E2F1, nous avons 

utilisé notre modèle cellulaire de clones stables H358 inductibles par la doxycycline pour 

l'expression de E2F1 n'exprimant pas p53, les lignées cellulaires H1299 (adénocarcinome 

pulmonaire) et SAOS2 (ostéosarcome humain), ainsi que les lignées cellulaires H69 et H810 

qui surexpriment E2F1, dans lesquelles nous avons neutralisé son expression par ARN 

interférence.  

Dans cette étude, nous avons mis en évidence que E2F1 contrôle négativement 

l'expression des isoformes angiogéniques du VEGF-A sans effet distinct sur l'une ou l'autre 

des isoformes testées. De plus, nous avons montré que E2F1 réprime l'activité du promoteur 

du VEGF-A dans ces lignées dépourvues de p53 fonctionnelle. A l'inverse, et de façon 

inattendue, nous avons montré par RT-PCR, RT-qPCR et Western-blot que E2F1 ne régule 

pas négativement l'expression des variants anti-angiogéniques VEGFxxxb. Ces résultats 
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indiquent que E2F1 module le ratio VEGFxxx/VEGFxxxb en faveur des isoformes anti-

angiogéniques. De façon importante, nous avons confirmé ces résultats "in vivo" dans un 

modèle de xénogreffe chez la souris nude. Concernant le rôle de SC35, nous avons obtenu des 

résultats indiquant une modification de la balance des isoformes VEGFxxx/VEGFxxxb distincte 

selon le modèle cellulaire envisagé. 

II.2 Article 2 

The transcription factor E2F1 controls the ratio between pro- end anti-angiogenic 

isoforms of VEGF-A.  

G.Merdzhanova, S. Gout, M. Keramidas, V. Edmond, C. Rome, C. Brambilla, E.Brambilla, S. 

Gazzeri, B. Eymin. En preparation. 
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Abstract 

The transcription factor E2F1 belongs to the E2F family and plays a crucial role in the control 

of cell growth, by inducing either proliferation or apoptosis depending on the cellular context. 

Recently, an additional role of E2F1 in the regulation of angiogenesis has been provided, 

through its ability to inhibit VEGF-A promoter activity in a p53-dependent manner upon 

hypoxic conditions. Besides its transcriptional control, VEGF-A is also highly regulated by 

alternative splicing of its pre-mRNA that allows the expression of several VEGF isoforms 

with both pro-angiogenic (VEGFxxx) and anti- angiogenic (VEGFxxxb) properties. In this 

study, using several human lung carcinoma cell lines deprived of p53 function, we 

demonstrate that E2F1, but not a mutant E2F1 unable to bind DNA, downregulates VEGF-A 

promoter activity in normoxic conditions independently of p53, leading to a strong decrease 

in VEGFxxx mRNA levels. More importantly, we further show that E2F1 does not down-

regulate the expression level of anti-angiogenic VEGFxxxb isoforms, and thus alters the ratio 

between VEGFxxx and VEGFxxxb isoforms in favor of anti-angiogenic splice variants. We 

have recently identified the splicing factor SC35, a member of SR proteins family, as a new 

transcriptional target of E2F1. We demonstrate that SC35 is required for E2F1-mediated 

VEGF165b upregulation. Finally, we provide evidence that E2F1 overexpression inhibits the 

growth of human lung carcinoma in xenografted mouse tumor models, decreases tumor 

vascularization and increases the ratio VEGF165b/VEGF165. Overall, these findings highlight 

E2F1 as a regulator of the VEGFxxx/VEGFxxxb angiogenic switch in cancer cells. 



Introduction 

Angiogenesis, the complex process by which new blood vessels arise from the pre-existing 

vasculature, occurs physiologically during reproduction, embryonic development and wound 

repair, but also contributes to several pathological processes including arthritis, 

atherosclerosis, diabetes and cancer (1 , 2). Angiogenesis is stimulated by the expression of 

vascular growth factors, the most angiogenic of which is VEGF-A (Vascular Endothelial 

Growth Factor) that acts on its receptors (VEGF-R1 and VEGF-R2) located on endothelial 

cells. In tumors, VEGF-A is upregulated by hypoxia (3) or by overexpression of oncogenes 

(4) and stimulates the migration of endothelial cells, sprouting of blood vessels and generation 

of new vessels from existing vasculature resulting in sustained blood flow, oxygen supply and 

waste removal of the growing tumors (5). In addition, VEGF-A regulates the function and 

physiology of some cancer cells themselves, by acting as an autocrine survival factor for these 

cells (6, 7). The importance of VEGF-A in cancer is attested by the use of anti-VEGF 

antibodies that demonstrate clinical benefits in colorectal cancer, renal carcinoma, non small 

cell lung cancer or breast cancer and are in phase III clinical trials in other cancers (8 , 9).   

VEGF-A exists as multiple isoforms generically referred as VEGFxxx that result from the pre-

mRNA alternative splicing of eight exons (10). Alternative splicing of VEGF-A was initially 

shown to generate four different isoforms having respectively 121, 165, 189 and 206 amino 

acids (VEGF121, VEGF165, VEGF189, VEGF206). These isoforms are pro-angiogenic and have 

been shown to be up-regulated in human tumors. In 2002, a sister family of VEGF-A 

isoforms termed VEGFxxxb has been identified (11, 12). VEGFxxxb isoforms are generated by 

the use of an alternative 3’ splice acceptor site in the final exon 8 of VEGF-A, leading to the 

synthesis of proteins of the same lenght as the VEGFxxx isoforms, but with distinct C-terminal 

six amino acids (11). At the biological level, VEGFxxxb isoforms are anti-angiogenic and 



downregulated in some tumors (11, 13, 14). It has been shown that VEGF165b binds VEGFR-2 

and inhibits its downstream signalling pathway (13, 15). Moreover, VEGF165b overexpression 

inhibits the growth of prostate carcinoma, Ewing’s sarcoma and renal cell carcinoma in 

xenografted mouse tumor models through inhibition of tumor-cell-mediated migration and 

proliferation of endothelial cells (16). In addition, VEGF165b binds and inhibits bevacuzimab 

treatment in experimental colorectal carcinoma (17). Therefore, the balance between VEGFxxx

and VEGFxxxb splice variants appears to play a critical role in both tumor progression and 

tumor cells response to anti-angiogenic therapies. However, to date, almost nothing is known 

about the proteins and signalling networks that control the splicing of VEGF pre-mRNA in 

cancer cells.   

The transcription factor E2F1 is a member of the E2F family that comprises eight members. 

Initially, studies revealed that E2F1 determines the timely expression of many genes required 

for entry into and progression through the S phase of the cell cyle. However, it has become 

clear that transcriptional activation of S-phase-related genes is only a facet of E2F1 activity. 

Indeed, E2F1 functions in a wide range of biological processes, including DNA replication, 

mitosis, DNA-damage checkpoints, DNA repair, differentiation and apoptosis (18). In 

addition, E2F1 down-regulates the expression of VEGF promoter activity under hypoxic 

conditions via a p53-dependent transcriptional mechanism, unraveling an unexpected function 

of E2F1 in the control of angiogenesis (19). Recently, we provided the first link between 

E2F1 and pre-mRNA processing events, by identifying SC35, a member of the SR proteins 

family involved in constitutive and alternative pre-mRNA splicing, as a direct transcriptional 

target of E2F1. Furthermore, we demonstrated that SC35 and E2F1 proteins cooperate to 

induce apoptosis through modulation of caspases and bcl-x pre-mRNA splicing (20). Based 

on these results, we then hypothesized that E2F1 and/or SC35 proteins could control VEGF-A 

pre-mRNA splicing in a p53-independent manner. Interestingly, during the course of our 



experiments, it was demonstrated that ASF/SF2, SRp40 and SRp55 proteins, three members 

of SR proteins family, control VEGF pre-mRNA splicing in primary epithelial cells (21). In 

this study, we demonstrate that E2F1 affects the angiogenic switch between pro- and anti-

angiogenic isoforms of VEGF-A in favor of anti-angiogenic splice variants both ”in vitro”

but also ”in vivo” in nude mice. These data support a role of E2F1 in the control of 

angiogenesis, as well as in the tumor cells response to anti-angiogenic therapies. 

Material and Methods 

Cell lines, plasmids, transfection and luciferase assays 

H358, H1299 and H69 human lung carcinoma cell lines were cultured as previously described 

(22). SAOS2 human osteosarcoma cell line was cultured in 5% CO2 at 37°C in RPMI-1640 

medium supplemented with 10% (v/v) FCS, 2mM L-glutamine and 100U/ml 

penicillin/streptomycin. The human lung adenocarcinoma H358/Tet-On/E2F1 and Tet-

On/E2F1(E132) inducible clones were obtained as previously described (23). E2F1 or 

E2F1(E132) expression was induced upon 1 µg/ml doxycylin treatment. Transient 

transfections were carried out using Fugene 6 according to the manufacturer’s instructions 

(Roche Diagnostic). Plasmids used in transient transfections were pcDNA3, pCMV-E2F1, 

pGL3-Luc and pVp-ecor encoding luciferase under the control of the whole human VEGF 

promoter [-2362 to +956 relative to the transcription start site (24)]. For luciferase assays, 

2x105 cells were seeded in 6-wells plate and transfected for 48 hours with 1µg pVp-ecor in 

the presence of various amounts of pCMV-E2F1 or mismatch or sc35 siRNA. Cells were 

lysed in passive lysis buffer and luciferase activity was measured in a luminometer using the 

luciferase assay system from Promega. Luciferase activity was then normalized in each 

sample according to the protein amount. 



ELISA assays  

For the quantitative determination of human VEGF165 concentrations in cell culture 

supernatants, 3x105 cells were seeded in 6-wells plate and incubated for 24 or 48 hours before 

supernatants recovery. The determination of VEGF165 concentrations was performed by 

ELISA assay according to the manufacturer’s instructions, using Quantikine VEGF 

immunoassay (DVE00) from R&D Systems.   

Antibodies and immunoblotting experiments 

Antibodies used in this study were anti-VEGF165b (ab14994) from Abcam, anti-VEGF165

(MAB293) and anti-VEGF165b (MAB3045) from R&D Systems, anti-E2F1 (KH95) from BD 

Biosciences, anti-E2F1 (C-20) and anti-actin from Santa Cruz, anti-SC35 (4F-11) from 

Euromedex. For immunoblotting, cells washed three times in PBS or frozen tissue samples 

were lysed in RIPA buffer (150mM NaCl, 50mM Tris HCl pH 8, 0.1% SDS, 1% Nonidet 

P40, 0.5% Na deoxycholate, 0.1mM PMSF, 2.5µg/ml pepstatin, 10µg/ml aprotinin, 5µg/ml 

leupeptin, 0.2mM Na3VO4) for 30 min on ice and pelleted. Protein concentration was 

determined using the Biorad Dc protein assay. Proteins (40-80µg) were then separated in 10-

12% SDS-PAGE gels and electroblotted onto PVDF membranes. Membranes were incubated 

overnight at +4°C with primary antibodies and proteins were detected using horse-radish 

peroxidase-conjugated goat anti-mouse or anti-rabbit antibodies (Jackson Immunoresearch 

Laboratories, West Grove, PA, USA). After washing, the blots were revealed using the ECL 

chemiluminescence method (Amersham, Les Ulis, France). 



Transfection of siRNA oligonucleotides 

The sequences designed to specifically target humansc35 and e2f1 RNAs were as follow: 

sc35(1): 5’-GCGUCUUCGAGAAGUACGGTT-3’; sc35(2): 5’-

UCGUUCGCUUUCACGACAATT-3’; e2f-1(1): 5’-GUCACGCUAUGAGACCUCATT-3’; 

e2f1(2): 5’-ACAAGGCCCGAUCGAUGUUTT-3’. The scrambled siRNA oligonucleotides 

used as control for all RNA interference experiments were as follow: 5’-

UCGGCUCUUACGCAUUCAATT-3’ and 5’-CAAGAAAGGCCAGUCCAAGTT-3’. Cells 

were transfected with siRNA oligonucleotides duplex using Oligofectamine reagent according 

to the manufacturer’s instruction (Invitrogen). Doxycyclin (1 µg/ml) was added or not in the 

culture medium 4 hours after transfection. The cells were analyzed 48 or 72 hours post-

transfection.  

RT/PCR and RT-qPCR analyses  

All the primers used in this study for detection of VEGFxxx, neuropilin-1, neuropilin-2 and 

VEGFxxxb mRNAs in RT-PCR or RT-QPCR are detailed in Tables 1 and 2, respectively. For 

RT-PCR analysis, total cellular RNAs were isolated using Trizol reagent (Invitrogen). In all 

conditions, 1 µg of total RNA was reversed transcribed using oligo(dT) primer and MMLV 

reverse transcriptase (Invitrogen) according to the manufacturer’s protocol. For neuropilin-1 

detection, the PCR conditions were 94°C for 2 min, 34 cycles (94°C for 45 s, 60°C for 1 min 

and 72°C for 1 min) and 72°C for 10 min. For neuropilin-2 detection, the PCR conditions 

were 95°C for 2 min followed by 39 cycles (94°C for 15 sec, 50°C for 30 sec, 72°C for 30 

sec) and 72°C for 7 min. For VEGFxxx amplification (25), the PCR conditions were as follow: 

94°C for 2 min, 29 cycles (94°C for 45 sec, 60°C for 1 min, 72°C for 1 min) and 72°C for 10 

min. To detect the anti-angiogenic VEGFxxxb splice variants, PCR conditions were 94°C for 2 

min, 35 cycles [(96°C for 30 sec, 65°C for 30 sec, 72°C for 1 min) or (96°C for 30 sec, 55°C 



for 30 sec, 72°C for 1 min)] for exon4/exon8b or exon7a/exon8b primer set, respectively, and 

72°C for 10 min. Amplification of a cDNA fragment of G3PDH (Invitrogen) was performed 

in the same PCR reaction as an internal control. PCR products were run on a 2-3% agarose 

gel and visualized by ethidium bromide staining.  

Quantitative real-time RT-PCR was performed on Stratagene MX3005P apparatus. 1µg of 

total RNA were subjected to cDNA synthesis with Superscript III First-Strand Synthesis 

SuperMix for qPCR (Invitrogen) and subsequently amplified during 40 PCR cycles (10 min at 

95°C, cycles: 15 s at 95°C, 1 min at 60°C) using Power SYBR Green PCR Master Mix 

(Applied Biosystems). In parallel, RT-PCR detecting the reference gene Glyceraldehyde-3-

Phosphate Deshydrogenase (GAPDH) was performed for each sample. Relative gene 

expression was calculated for each sample, as the ratio of target gene copy number to 

GAPDH mRNA copy number multiplied by 100, thus normalizing VEGFxxx and VEGFxxxb 

splice variants mRNA expression for sample to sample differences in RNA input. PCR 

efficiency was assessed for each set of primers and ranged from 106% to 110%.  

”In vivo”  studies 

”In vivo”  experiments were conducted onto six-weeks-old female Swiss nude mice (Charles 

River, France). In all experiments, 20x106 H358/Tet-On/E2F1 or H358/Tet-On cells were 

injected subcutaneously into nude mice. One week after injection, the mice were randomized 

into two groups (7 mice per group), one receiving doxycyclin (2 mg/ml) in their drinking 

water and the second one receiving water only. 7-10 days later, mice were anesthetized and 

sacrified by cervical dislocation, the tumors were extracted, weighted and divided into two 

parts before frozing in order to perform RT-QPCR or immunoblotting experiments. Total 

RNA was extracted from tumors samples using RNeasy Mini Kit (Qiagen), according to the 

manufacturer’s instructions. RNA concentration was determined using Eppendorf 



Biophotometer AG22331 (Hamburg, Germany). RT-QPCR analysis of all VEGF isoforms 

VEGFall, VEGF165 and VEGF165b splice variants was performed as described previously. For 

western blot analysis, tumors were homogeneized in RIPA buffer containing proteases and 

phophatases inhibitors and immunoblotting was performed on the supernatants as previously 

described. The extent of vascularization in tumors samples was assessed in RIPA extracts by 

measuring the amount of hemoglobin using the Drabkin’s reagent (Sigma). Results were 

normalized relative to protein amount in each sample.  

Results  

E2F1 down-regulates the expression level of VEGFxxx isoforms in p53-deficient human 

lung adenocarcinoma cell line  

In murine model, it was previously demonstrated that under hypoxic conditions E2F1 down-

regulates VEGF promoter activity in a p53-dependent manner and decreases VEGF protein 

level (19). Therefore, we asked whether E2F1 could also control VEGF expression in human 

tumor cells deprived of functional p53. We took advantage of previously established stable 

E2F1-inducible clones in the H358 cell line derived from a human lung adenocarcinoma 

(Salon et al., 2006). In this system, E2F1 or an E2F1(E132) DNA-binding defective mutant is 

overexpressed upon doxycyclin treatment. As detected using RT-PCR analysis, a significant 

decrease of VEGF189, VEGF165 and VEGF121 mRNA levels was observed in cells 

overexpressing E2F1 (Figure 1A). This effect required the DNA binding activity of E2F1 as 

the mutant E2F1(E132) had no effect. In addition, we found that neuropilin-1 mRNA level 

slightly increased upon E2F1 induction, while the expression of neuropilin-2 was not affected 

(Figure 1A). These data are consistent with a recent study identifying neuropilin-1 as an E2F1 

transcriptional target gene in a model of cerebral ischiema (26). To confirm these results, we 



then performed RT-qPCR experiments using primers specific for each VEGF isoforms or 

detecting all VEGF isoforms VEGFall (Table 1) (27). Upon E2F1 induction, VEGF121, 

VEGF165 and VEGF189 mRNA levels were strongly down-regulated with about the same 

magnitude (Figure 1B). In the same conditions, the mutant E2F1(E132) did not affect these 

transcripts. Then, in order to extend these results at the protein level, VEGF165 was detected in 

the supernatants or total cellular extracts of E2F1 or E2F1(E132)-overexpressing cells using 

ELISA assay or western blotting, respectively. We found that E2F1 significantly decreased 

VEGF165 protein level both in culture medium (Figure 1C) and cell extracts (Figure 1D), as 

compared to E2F1(E132). Taken together, these data demonstrate that E2F1 negatively 

controls VEGFxxx mRNA and protein levels in human lung carcinoma cell line, independently 

of p53 and in normoxic conditions. Of note, we previously showed that  apoptosis occurs in 

these cells after 72 hours of doxycyclin treatment (23), indicating that E2F1-mediated VEGF-

A downregulation precedes apoptosis in this cellular model.   

E2F1 down-regulates VEGFxxx expression in the H69 small cell lung carcinoma cell line 

In order to extend these data to another cellular model, we knocked-down E2F1 expression by 

using small interfering RNAs (siRNAs) in H69 cells derived from a small cell lung carcinoma 

(SCLC) that physiologically express high levels of E2F1 and are mutated for p53. Of note, we 

previously observed that VEGF is weakly expressed in neuroendocrine lung tumors, 

particularly in SCLC (28). In these cells, the silencing of E2F1 was accompanied by a 

significant increase in VEGF121, VEGF165 and VEGF189 mRNA levels as detected by using 

both RT-PCR (Figure 2A, right panel) and RT-qPCR (Figure 2B) experiments. These data 

were confirmed by ELISA assay and western blotting. We found that neutralization of E2F1 

increased VEGF165 protein level in culture supernatants (Figure 2C), as well as in cellular 



extracts (Figure 2D). Overall, these results extend to another cellular model the negative 

effects exerted by E2F1 on VEGF-A expression.  

E2F1 inhibits VEGF promoter activity in a p53-independent manner 

It has been recently demonstrated that E2F1 down-regulates the expression of VEGF-A 

promoter activity by associating with p53 in murine fibroblasts (19). Therefore, in order to 

further understand the mechanisms by which E2F1 inhibited VEGF expression in human lung 

carcinoma cell lines deprived of functional p53, we analyzed the effect of E2F1 on VEGF 

promoter activity. To this purpose, we used the 2.4-kb VEGF promoter-luciferase construct 

(pVp-ecor; Figure 3A). This construct contains the upstream regulatory sequences including 

HIF-1, E2F1 and Sp1-binding elements and the promoter region of the human VEGF gene (-

2362 to +956 relative to the transcription start site) fused to the luciferase reporter gene (24). 

H1299 human lung adenocarcinoma cell line was transiently co-transfected with pVp-ecor 

and increasing amounts of plasmid encoding E2F1, and luciferase activity was measured 48h 

later. As shown in Figure 3B, E2F1 markedly inhibited VEGF promoter activity in a dose 

dependent manner. In contrast, E2F1 did not affect the activity of a control pGLuc vector. 

Same results were obtained in another cellular model, the human osteosarcoma cell line 

SAOS2. In these cells, E2F1 strongly repressed VEGF promoter activity without affecting 

pGLuc control vector (Figure 3B). In order to confirm these data, the same cells were 

transiently co-transfected with pVp-ecor or pGLuc, and E2F1 was knocking-down or not by 

using small interfering RNAs. In both cellular models, neutralization of E2F1 significantly 

increased VEGF promoter activity as compared to cells transfected with mismatch siRNA, but 

did not affect pGLuc promoter activity (Figure 3C). Taken together, these results demonstrate 

that E2F1 represses VEGF promoter activity independently of p53 in various human tumor 

cell lines and in normoxic conditions.      



E2F1 does not down-regulate the expression level of VEGFxxxb splice variants 

Having demonstrated that E2F1 downregulates the expression level of VEGFxxx splice 

isoforms, we then examined that of VEGFxxxb isoforms in our stable inducible clone, by first 

performing RT-PCR experiments. To this purpose, cDNA was amplified using intron-

spanning primers that detect VEGF165b only, even in the presence of 1000x greater 

concentration of VEGF165 mRNA (11). The primers used in RT-PCR are described in Table 2 

and have been previously validated in several studies (11, 13, 14, 16, 29). Using primers 

complementary to exons 4 and 8b, we first analyzed the expression level of VEGF121b, 

VEGF145b and VEGF165b mRNAs in our stable inducible clones. We were able to amplify by 

RT-PCR using this primer set, only fragments with size consistent with VEGF145b and 

VEGF165b transcripts, while VEGF121b transcript was not detected (Figure 4B). Strikingly, we 

observed that both VEGF145b and VEGF165b transcripts increased in response to E2F1 

induction, while E2F1(E132) slightly decreased them. Similar results were obtained using 

another set of primers complementary to exon 7 and exon 7/8b that allows the detection of 

VEGF165b mRNA (Figure 4B) (14). Therefore, while E2F1 decreases VEGFxxx mRNA and 

protein levels, it does not affect VEGFxxxb isoforms expression level in the same way. As RT-

PCR is not quantitative, we then designed primers in order to perform isoform-specific 

quantitative PCR (Q-PCR) of VEGF121b, VEGF145b, VEGF165b and both VEGF165b/189b splice 

variants (Table 2 and Figure 4A). PCR efficiency for all set of primers was comprised 

between 100-110%. Using these specific sets of primer, we observed that E2F1 did not down-

regulate the expression level of VEGFxxxb mRNAs (Figure 3C, left panel). Strikingly, in the 

same conditions, E2F1(E132) induction significantly decreased VEGFxxxb mRNAs (Figure 

3C). Since a dominant negative effect of E2F1(E132) has been previously reported, these 

results suggest that the binding of E2F1 to DNA is required for expression of VEGFxxxb splice 

variants mRNAs. In order to confirm these results at the protein level, we then analyzed 



VEGF165b protein level by western blotting using the previously characterized anti-VEGF165b

antibody (R&D Systems, cat no MAB3045) that demonstrates highly specific binding to 

recombinant human VEGF165b but not to recombinant human VEGF165 (14). This antibody is 

specific for VEGFxxxb isoforms and can be used to demonstrate expression of VEGF165b, 

VEGF189b, VEGF121b and VEGF145b proteins but does not recognize VEGF165 (13). As 

compared to uninduced cells, we found that VEGF165b protein level increased in cells 

overexpressing E2F1, while E2F1(E132) had no effect (Figure 4D). Of note, we tried to 

confirm these results by performing ELISA assay in order to detect VEGF165b in cells 

supernatants, but we never succeeded to detect sufficient amount of VEGF165b in our samples. 

Taken together, these results demonstrate that E2F1 controls the ratio between 

VEGFxxx/VEGFxxxb  splice variants and favors the expression of anti-angiogenic VEGFxxxb

isoforms. 

E2F1 neutralization affects the expression level of VEGFxxxb splice variants in H69 cells 

In order to extend these data, E2F1 expression was neutralized by using siRNAs in H69 cells. 

As detected by RT-PCR, the knock-down of E2F1 was correlated with a significant decrease 

in the level of VEGF165b and VEGF145b transcripts as compared to mismatch transfected cells 

(Figure 5A). Since E2F1 neutralization increases the expression level of VEGFxxx isoforms in 

these cells (Figures 2A&B), these results confirm in another cellular model that E2F1 

modifies the ratio between VEGFxxx and VEGFxxxb splice variants, at the expense of 

angiogenic VEGFxxx isoforms. Consistently, by using western blotting experiments, we 

showed that VEGF165b protein level severely decreased in H69 cellular extracts deprived of 

E2F1 (Figure 5B).  



SC35 differentially affects the pattern of VEGFxxx/VEGFxxxb splice variants in human 

lung carcinoma cell lines 

We recently identified the splicing factor SC35, a member of the SR proteins family, as a 

direct transcriptional target of E2F1 (20). In order to test whether SC35 could also control the 

expression level of VEGFxxx and VEGFxxxb splice isoforms, we first knocked-down its 

expression by using small interfering RNAs in H1299 and H69 human lung carcinoma cell 

lines, and analyzed VEGF121, VEGF165, VEGF189 and VEGFall mRNA levels by RT-qPCR, as 

well as VEGF165 protein expression by western blotting. In both cell lines, the silencing of 

SC35 was accompanied by a significant downregulation of VEGF165 protein and mRNA 

levels as compared with cells transfected with mismatch siRNA (Figure 6A). In contrast, the 

expression of VEGF121 and VEGF189 transcripts was not significantly affected upon SC35 

neutralization in these cells. Then, we analyzed the expression level of VEGF121b, VEGF145b, 

VEGF165b and both VEGF165b/189b transcripts by using RT-qPCR. As shown in Figure 6B, the 

neutralization of SC35 using siRNAs strongly increased VEGF165b and VEGF189b mRNA 

levels in H1299 cells. In H69 cells, inhibiting SC35 expression increased VEGF121b without 

affecting significantly VEGF145b, VEGF165b and VEGF189b mRNA levels (Figure 6B). Using 

western blotting experiments, we observed that SC35 knock-down correlated with the 

accumulation of VEGF165b protein in both cell lines (Figure 6C). Finally, we asked whether 

SC35 was involved in the effects of E2F1 on VEGF splicing pattern. siRNAs targeting sc35 

were transfected in H358/Tet-On/E2F1 cells, and expression of VEGFxxx and VEGF165b splice 

variants was analyzed by RT-PCR. In the absence of E2F1 induction, we observed that the 

knockdown of SC35 significantly decreased VEGF165 and VEGF189 mRNA levels without 

affecting that of VEGF165b, neuropilin-1 or neuropilin-2 (Figure 6D). Importantly, the 

neutralization of SC35 in cells overexpressing E2F1 prevented E2F1-induced VEGF165b 

upregulation, as detected using both RT-PCR analysis (Figure 6D, left panel) and western 



blotting (Figure 6D, right panel). Taken together, these results demonstrate that SC35 

regulates the ratio between pro- versus anti-angiogenic isoforms of VEGF in favor of pro-

angiogenic isoforms, but is also required for E2F1-mediated VEGF165b upregulation in H358 

human lung carcinoma cells. These data suggest that SC35 could act differentially depending 

on the cellular models and the co-activated upstream signals.   

E2F1 inhibits tumor vascularization and decreases the ratio between VEGF165 and 

VEGF165b isoforms in nude mice   

In order to determine whether the activity associated with E2F1 expression in cells grown in 

culture could be reproduced in tumors, H358/Tet-On and H358/Tet-On/E2F1 cells were 

injected sub-cutaneously into immunodeficient nude mice receiving or not doxycyclin in their 

drinking water. 7-10 days after doxycyclin induction, mice were sacrified, tumors were 

weighted and total RNAs and proteins were extracted from whole tumoral samples. A marked 

inhibition of tumor growth was observed in induced mice (receiving doxycyclin in their 

water) xenografted with H358/Tet-On/E2F1 cells as compared with uninduced mice 

(receiving only water) (Figure 7A). This effect was specific of E2F1 induction, since growth 

inhibition was not detected in induced mice injected with H358/Tet-On cells (Figure 7A). In 

order to test whether E2F1 affected tumor vascularization, the amount of hemoglobin was 

quantified in whole tumor protein extracts. As shown in Figure 7B, the hemoglobin level 

decreased in induced mice xenografted with H358/Tet-On/E2F1 cells as compared with 

uninduced mice. In contrast, doxycyclin did not affect hemoglobin level in tumors derived 

from H358/Tet-On cells. Furthermore, by using RT-qPCR experiments, we found that the 

mRNA levels of all VEGFxxx isoforms including VEGF165 strongly decreased in tumors 

overexpressing E2F1 as compared with control H358/Tet-On tumors derived from mice 

receiving or not doxycyclin in their drinking water (Figure 7C, left and middle panels). In 



contrast, VEGF165b mRNA level did not decrease, but rather increased, in tumors 

overexpressing E2F1, as compared with tumors from induced mice injected with H358 Tet-

On cells (Figure 7C, left panel). These effects were confirmed at the protein level by using 

western blot analysis. Indeed, we observed that VEGF165b protein expression increased in 

tumors overexpressing E2F1 (Figure 7D). This switch was specific of E2F1 induction since 

we did not detect VEGF165b accumulation in whole tumor extracts obtained from uninduced or 

induced H358/Tet-On tumors, as well as from uninduced H358/Tet-On/E2F1 tumors. In all 

tumor samples, VEGF165 protein was hardly detectable using western blotting experiments. 

Taken together, these results demonstrate that E2F1 increases the expression level of 

VEGF165b isoform ”in vivo” , thereby modulating the ratio VEGFxxx:VEGFxxxb in favor of anti-

angiogenic isoforms. 

Discussion 

The transcription factor E2F1 was first identified as a crucial regulator of cell cycle 

progression. However, based on a growing number of studies published this last decade, it is 

now clear that E2F1 plays numerous other biological roles. Recently, a new function for E2F1 

in the control of angiogenesis has been proposed, through the demonstration that mice 

deficient in E2F1 exhibit enhanced angiogenesis as a result of VEGF overproduction (19). In 

this model, increased angiogenesis in the absence of E2F1 occurs during both recovery from 

ischemic injury and tumor growth and is dependent of functional p53. Here, we demonstrate 

that E2F1 also negatively controls VEGF expression in p53-deficient human lung carcinoma 

cell lines and is involved in tumor growth inhibition ”in vivo” . More importantly, we 

highlight E2F1 as a regulator of the switch between pro- versus anti-angiogenic VEGF splice 



variants, that favors the expression of anti-angiogenic VEGFxxxb isoforms. These results add 

further evidence for a role of E2F1 in the control of the angiogenic process. 

Although VEGFxxx splice variants of VEGF-A were identified in 1989, and there have been 

other 24,000 manuscripts published on VEGF to date, almost nothing is known about the 

regulation of splicing of VEGFxxx isoforms. Only three studies have investigated molecules 

involved in VEGF-A splicing, and of these only SAM68 was a previously identified splice 

factor (30). The identification of factors that differentially affect the expression of each 

isoforms has important clinical relevance, since the contribution of each particular VEGFxxx

isoform to a specific pattern of tumor vascularization probably depends on tumor types (31). 

For instance, a specific increase in VEGF189 has been found in lung cancers (32). In these 

tumors, VEGF189 was associated with high intratumoral vascularization, early relapse and 

short survival of the patients, whereas VEGF121 was only associated with a decrease in 

survival (33). In this study, we demonstrate that E2F1 down-regulates all VEGFxxx isoforms 

through inhibition of VEGF promoter activity in human lung carcinoma cell lines. A p53-

dependent repressive effect of E2F1 on VEGF promoter was previously reported in primary 

murine cell lines exposed to hypoxia but not to normoxia (19). Since all our experiments were 

performed in normoxic conditions and in p53-deficient cell lines, these data suggest that never 

hypoxia, nor p53 are required for E2F1-mediated VEGF repression in cancer cells. p53-

mediated suppression of VEGF promoter activity in human soft tissue sarcoma cells requires 

a 87bp region within this promoter containing Sp1-binding sites, and VEGF promoter features 

an E2F1-binding site with four Sp-1 sites in close proximity (24). Therefore, it remains to be 

determined whether E2F1 and Sp1 proteins cooperate to control VEGF promoter activity in 

the absence of p53. We recently identified the splicing factor SC35 as a direct transcriptional 

target of E2F1, involved in E2F1-mediated apoptosis (20). In this study, we show that SC35 



knock-down in human lung carcinoma cell lines preferentially down-regulates VEGF165

mRNA level, the most angiogenic isoform, at the transcriptional level at least. Since exon 7 is 

skipped in VEGF165 mRNA, our data suggest that SC35 is required for this splicing event to 

occur. In addition, these results indicate that E2F1 and SC35 proteins do not act in the same 

way to control the expression pattern of VEGFxxx isoforms. Although this effect could be 

dependent on the cellular model, these data identify SC35 as a regulator of VEGFxxx pre-

mRNA splicing in human lung carcinoma cells. They also suggest a potential role of SC35 in 

the control of angiogenesis in cancer cells. 

An increasing number of evidences now support the fact that the balance between the 

VEGFxxx (pro-angiogenic) and VEGFxxxb (anti-angiogenic) splice variants plays a crucial role 

in the control of tumor progression, as well as in the tumor cells response to anti-VEGF 

therapies. Indeed, VEGF165b inhibits: (1) VEGF165- and hypoxia-induced angiogenesis ”in 

vitro”  and ”in vivo” ; (2) VEGF-induced endothelial cell migration and proliferation ”in 

vitro” ; and (3) the growth of tumors in xenografted mouse models (11, 13, 16, 17). However, 

nothing is known about the factors and signalling networks that control the switch between 

VEGFxxx and VEGFxxxb splice variants in cancer cells. In this study, we demonstrate that 

E2F1, while decreasing VEGFxxx mRNA levels through repression of VEGF-A promoter 

activity, does not negatively modulate VEGFxxxb mRNA and protein levels. Moreover, we 

demonstrate using xenografts in nude mice that E2F1-induced tumor growth inhibition 

correlates with a decrease in tumor vascularization, as well as with an alteration of the balance 

between VEGF165 and VEGF165b isoforms, in favor of VEGF165b. Therefore, we provide the 

first evidence that E2F1 controls the angiogenic switch between pro- and anti-angiogenic 

isoforms of VEGF and favors the expression of the anti-angiogenic VEGFxxxb isoforms. This 

regulation could be sufficient to prevent tumor growth since it was recently demonstrated that 



VEGF165b overexpression reduces tumor growth of renal carcinoma cells grown in mice even 

in the presence of VEGF165 (16). How could E2F1 affect this ratio? During the course of our 

experiments, it was demonstrated in primary epithelial cells that ASF/SF2, SRp40 and SRp55, 

three members of SR proteins family, alter VEGF splicing when overexpressed or down-

regulated (21). Strikingly, opposite effects on distal (DSS) or proximal (PSS) splice site 

selection within exon 8 were observed, with ASF/SF2 and SRp40 favoring expression of 

VEGFxxx splice variants, while SRp55 upregulating VEGFxxxb isoforms relative to VEGFxxx. 

In our cellular models, we show that SC35 knock-down modifies the ratio VEGF165/VEGF165b

in favor of anti-angiogenic isoforms, suggesting that SC35 acts as ASF/SF2 and SRp40 to 

favor the expression of VEGFxxx splice variants in these cancer cell lines. However, we also 

observed that SC35 neutralization does not affect VEGFxxxb mRNA levels to the same extent, 

with VEGF165b and VEGF189b mRNA levels being preferentially up-regulated in H1299 cells 

while VEGF121b being increased in H69 cells. Therefore, these data suggest that SC35 could 

differentially affect the splicing pattern of VEGFxxxb isoforms, depending on the cellular 

model. Moreover, we show that SC35 neutralization alone does not significantly affect 

VEGF165b mRNA level in the H358 cell line, while it prevents E2F1-induced VEGF165b

upregulation in the same cells. Altogether, these data indicate that the role played by SC35 on 

the regulation of VEGFxxxb splicing pattern might depend on the cell type, as well as on the 

upstream signals and signalling pathways activated in the cell, in response to E2F1 expression 

for example. It remains now to elucidate the molecular mechanisms by which both E2F1 and 

SC35 proteins act to control the expression level of VEGFxxxb isoforms. This might be 

through modulation of splice site selection within exon 8, but also through regulation of 

VEGFxxxb mRNAs stability and/or translation.  



To conclude, E2F1-deficient mice have impaired apoptotic function, which was previously 

presumed to explain the increased incidence of cancer in these mice. However, our study 

suggests that the increase in tumor growth in E2F1-deficient mice might also result from an 

increase in the vascular supply of tumors secondary to dysregulated VEGF pre-mRNA 

splicing. Therefore, consistent with its seemingly contradictory roles as oncogene and tumor 

suppressor in tumorigenesis, E2F1 may suppress tumor growth by inhibiting tumor 

angiogenesis. Its low level of expression in NSCLC (34) could therefore contribute to tumor 

development by increasing tumor secreted endothelial growth factors (presumably VEGF165

and other VEGFxxx isoforms) allowing the tumors to developp their own blood supply. 
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Legends of figures 

Figure 1: E2F1 down-regulates the expression level of VEGFxxx isoforms in p53-deficient 

human lung adenocarcinoma cell line 

H358/Tet-On/E2F1 or H358/Tet-On/E2F1(E132) cells were incubated for 48 hours (A, B, D)

or 24 and 48 hours (C) in the presence (+) or absence (-) of 1 µg/ml doxycyclin (Dox). 

Mutant E2F1(E132) is unable to bind DNA. (A) Upper panel: western blot analysis of E2F1 

protein expression. Actin was used as a loading control. Lower panel: RT-PCR analysis of 

Vegf189, Vegf165, Vegf121 , neuropilin 1 and neuropilin 2 mRNAs. Total RNAs were extracted 

as described in the material and methods section. Amplified g3pdh was used as an internal 

control. (B) RT-qPCR analysis of Vegf121, Vegf165, Vegf189 and Vegfall mRNA levels. Total 

RNAs were extracted as described in the material and methods section. Glyceraldehyde-3-

Phosphate Deshydrogenase (gapdh) was used as a reference. Relative gene expression was 

calculated for each sample, as the ratio of Vegf121, Vegf165, Vegf189 or Vegfall copy number 

(target gene) to gapdh mRNA copy number multiplied by 100, thus normalizing Vegfxxx

mRNAs expression for sample to sample differences in RNA input. For each splice variant, 

the ratio obtained in cells cultured without doxycyclin was arbitrarily assigned to 1. (C)

Quantification of VEGF165 protein level in culture supernatants using ELISA assay. (D) 

Western blot analysis of E2F1 and VEGF165 protein expression. Actin was used as a loading 

control. 

Figure 2: E2F1 downregulates VEGFxxx splice variants in another model of human lung 

carcinoma cell line 

The small cell lung carcinoma cell line H69 was transfected for 72 hours with either mismatch

or e2f1 siRNA as indicated. (A) Left panel: E2F1 protein level was detected by 



immunoblotting. Actin was used as a loading control. Right panel: RT-PCR analyses of 

VEGFxxx splice variants, neuropilin-1 and neuropilin-2 were performed as described in the 

material and methods section. (B) RT-qPCR analysis of Vegf121, Vegf165, Vegf189 and Vegfall

mRNA levels. Total RNAs were extracted as described in the material and methods section. 

Glyceraldehyde-3-Phosphate Deshydrogenase (gapdh) was used as a reference. Relative gene 

expression was calculated for each sample, as the ratio of Vegf121, Vegf165, Vegf189 or Vegfall

copy number (target gene) to gapdh mRNA copy number multiplied by 100, thus normalizing 

Vegfxxx mRNAs expression for sample to sample differences in RNA input. For each splice 

variant, the ratio obtained in cells transfected with mismatch siRNA was arbitrarily assigned 

to 1. (C) VEGF165 protein level was quantified in the culture supernatants using ELISA assay. 

(D) E2F1 and VEGF165 protein levels were determined in cellular protein extracts by 

immunoblotting. Actin was used as a loading control. 

Figure 3: E2F1 represses VEGF promoter activity in p53-deficient human lung 

carcinoma cell lines 

(A) Schematic representation of VEGF promoter-luciferase reporter pVp-ecor containing the 

upstream regulatory sequences and promoter region of the human Vegf gene (-2362 to +956 

relative to the transcription start site) fused to the luciferase reporter gene in pGL3-basic 

vector. The HIF-1-, E2F1- and SP1- cis-binding elements are labeled. (B) H1299 large cell 

lung adenocarcinoma (left panel) and SAOS2 human osteosarcoma (right panel) cell lines 

were co-transfected for 48 hours with 1µg of pVp-ecor or pGL3-luciferase plasmid and 

increasing amounts of a pCMV-E2F1 vector. The luciferase activity obtained in cells 

transfected with pVp-ecor or pGL3-luciferase plasmid alone was normalized to 1 and a 

relative luciferase activity was then calculated for each condition. (C) H1299 large cell lung 

adenocarcinoma (left panel) and SAOS2 human osteosarcoma (right panel) cell lines were co-



transfected for 72 hours either with mismatch (mis) or e2f1 (E2F1) siRNA and 1µg pVp-ecor 

or pGL3-luciferase plasmid as indicated. The luciferase activity obtained in cells transfected 

with pVp-ecor or pGL3-luciferase vector alone was normalized to 1 and a relative luciferase 

activity was then calculated for each condition. 

Figure 4: E2F1 does not negatively control the expression level of VEGFxxxb variants 

(A) Exon structure of the VEGF gene. The VEGF gene consists of eight exons. All currently 

described isoforms contain exons 1-5 and exon 8. Differential terminal exon 8 splice site 

selection results in two mRNA isoform families. The pro-angiogenic isoforms (VEGFxxx, left) 

are generated by proximal splice site (PSS) selection in exon 8 and the anti-angiogenic family 

(VEGFxxxb, right) from exon 8 distal splice site (DSS) choice. The set of primers used to 

analyze by RT-qPCR the expression level of Vegf121b, Vegf145b, Vegf165b and Vegf165b/189b

mRNAs are schematized by arrows. (B, C, D) H358/Tet-On/E2F1 or H358/Tet-

On/E2F1(E132) cells were incubated for 48 hours in the presence (+) or absence (-) of 1 

µg/ml doxycyclin (Dox). (B) Left panel: western blot analysis of E2F1 or E2F1(E132) protein 

expression. Actin was used as a loading control. Right panel: RT-PCR analysis of Vegf145b, 

Vegf165b, neuropilin-1 or neuropilin-2mRNAs. Total RNAs were extracted as described in the 

material and methods section. Amplified g3pdh was used as an internal control. (C) RT-qPCR 

analysis of Vegf121b, Vegf145b, Vegf165b and Vegf165b/189b mRNA levels in H358/Tet-On/E2F1 

(left panel) or H358/Tet-On/E2F1(E132) (right panel) cells. Total RNAs were extracted as 

described in the material and methods section. Glyceraldehyde-3-Phosphate Deshydrogenase 

(gapdh) was used as a reference. Relative gene expression was calculated for each sample, as 

the ratio of Vegf121b, Vegf145b, Vegf165b or Vegf165b/189b copy number (target gene) to gapdh

mRNA copy number multiplied by 100, thus normalizing Vegfxxxb mRNAs expression for 

sample to sample differences in RNA input. For each splice variant, the ratio obtained in cells 



cultured without doxycyclin was arbitrarily assigned to 1. (D) Western blot analysis of E2F1 

and VEGF165b protein expression. Actin was used as a loading control. 

Figure 5: E2F1 knock-down leads to the down-regulation of VEGFxxxb splice variants in 

H69 cells 

The small cell lung carcinoma cell line H69 was transfected for 72 hours with either mismatch

or E2F1 siRNA as indicated. (A) RT-PCR analyses of Vegf145b and Vegf165b mRNAs were 

performed as described in the material and methods section. gapdh amplification was used as 

an internal control. (B) E2F1 and VEGF165b protein levels were determined in cellular protein

extracts by immunoblotting. Actin was used as a loading control. 

Figure 6: The splicing factor SC35 differentially affects VEGFxxx and VEGFxxxb splice 

variants in human lung carcinoma cell lines 

(A, B, C) H1299 and H69 human lung carcinoma cell lines were transfected for 72 hours 

either with mismatch (mis) or sc35 siRNAs, as indicated. (A, B) Total RNAs were extracted 

as described in the material and methods section. Glyceraldehyde-3-Phosphate 

Deshydrogenase (gapdh) was used as a reference. Relative gene expression was calculated for 

each sample, as the ratio of target gene copy number to gapdh mRNA copy number 

multiplied by 100, thus normalizing Vegfxxx or Vegfxxxb mRNAs expression for sample to 

sample differences in RNA input. For each splice variant, the ratio obtained in cells 

transfected with mismatch siRNA was arbitrarily assigned to 1. (A) Upper panel: western blot 

analysis of SC35 or VEGF165 protein expression. Actin was used as a loading control. Lower 

panel: RT-qPCR analysis of Vegf121, Vegf165, Vegf189 and Vegfall mRNAs. (B) RT-qPCR 

analysis of Vegf121b, Vegf145b, Vegf165b and Vegf165b/189b mRNA levels. (C) Western blot 

analysis of SC35 or VEGF165b protein expression. Actin was used as a loading control. (D)



H358 Tet-On/E2F1 cells cultured in the presence (+) or absence (-) of doxycyclin were 

transfected for 72h with either mismatch (mis) or sc35 (sc35) siRNA and subjected to RT-

PCR (left panel) or western blot analysis using specific antibodies (right panel). Actin was 

used as a loading control. 

Figure 7: E2F1 inhibits tumor growth and decreases tumor vascularization in nude mice 

through modulation of VEGFxxx/VEGFxxxb ratio 

(A, B, C, D) H358/Tet-On 4 or H358/Tet-On/E2F1 (E2F1-6) cells were sub-cutaneously 

injected into nude mice and animals were treated with (Dox +) or without (Dox -) 2mg/ml 

doxycyclin for 7 days before sacrifice. (A) H358/Tet-On and H358/Tet-On/E2F1 tumors 

weight. Bars represent the mean tumor weight in each condition. For each condition, the mean 

value for tumor weight ± SD is indicated in brackets. (B) Hemoglobin level (mg/ml) was 

quantified in tumors derived from H358/Tet-On or H358/Tet-On/E2F1 cells in mice receiving 

(Dox +) or not (Dox -) doxycyclin in their drinking water. Bars represent the mean level in 

each case. Mean values are indicated in brackets. (C) RT-qPCR analysis of Vegf165, Vegfall

and Vegf165b mRNA levels in tumors derived from H358/Tet-On or H358/Tet-On/E2F1 cells. 

For each sample, ∆Ct=[Ct(gapdh)-Ct(target gene)] was quantified and 2∆Ct was calculated. 

Bars represent the mean for the calculated 2∆Ct. Mean ∆Ct values are indicated in brackets. 

(D) Western blot analysis of E2F1, VEGF165 and VEGF165b protein levels in total protein 

extracts obtained from tumors derived from H358/Tet-On (left panel) or H358/Tet-On/E2F1 

(right panel) cells and treated with (Dox +) or without (Dox -) 2mg/ml doxycyclin. Actin was 

used as a loading control. 
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Table 1: Primers used in this study for detection of VEGFxxx splice variants and 
neuropilin 1 or 2 mRNA.

Detection of VEGFxxx by RT-PCR (ref 25) Amplicon size (bp)

VEGF121 631 

VEGF forward 5'-AGCTACTGCCATCCAATCGC-3' VEGF165 690

VEGF reverse 5'-GGGCGAATCCAATTCCAAGAG-3' VEGF189 762

VEGF206 813

Detection of neuropilins NP1 and NP2 by RT-PCR (ref 28) 

NP1 forward 5'-ATCACGTGCAGCTCAAGTGG-3' 167
NP1 reverse 5'-TCATGCAGTGGGCAGAGTTC-3'

NP2 forward 5'-GGATGGCATTCCACATGTTG-3' 152
NP2 reverse 5'- ACCAGGTAGTAACGCGCAGAG-3'

Detection of VEGFxxx by RT-qPCR (ref 27) 

VEGF121 forward 5'-ATAGAGCAAGACAAGAAAAATG-5' 118

VEGF121 reverse 5'-ATCGTTCTGTATCAGTCTTTCCT-3'

VEG165 forward 5'-AGAGCAAGACAAGAAAATCC-3' 60

VEGF165 reverse 5'-TACAAACAAATGCTTTCTCC-3'

VEGF189 forward 5'-TATAAGTCCTGGAGCGTTC-3' 79

VEGF189 reverse 5'-TACACGTCTGCGGATCTTG-3'

VEGFall forward 5'-CTTCCTACAGCACAACAAAT-3' 53

VEGFall reverse 5'-GTCTTGCTCTATCTTTCTTTGG-3'



Table 2: Primers used in this study for detection of VEGFxxxb splice variants.

Detection of VEGFxxxb by RT-PCR (ref 14, 29) 

VEGF-exon4 forward 5'- GAGATGAGCTTCCTACAGCAC-3' VEGF121b 

VEGF-exon8b reverse 5'-TCAGTCTTTCCTGGTGAGAGATCTGCA-3' VEGF145b 

VEGF165b 

VEGF-exon7 forward 5'-GTAAGCTTGTACAAGATCCGCAGACG-3'

VEGF-exon8b reverse 5'-TCAGTCTTTCCTGGTGAGAGATCTGCA-3' VEGF165b 

Detection of VEGFxxxb  mRNAs by RT-qPCR Amplicon sizes (bp)

VEGF121b forward 5'-AAGGCCAGCACATAGGAGAG-5' 100

VEGF121b reverse 5'-TTCCTGGTGAGAGATTTTTCTTG-3'

VEG145b forward 5'-CCAAAGAAAGATAGAGCAAGACAA-3' 101

VEGF145b reverse 5'-ACGCTCCAGGACTTATACCG-3'

VEGF165b forward 5'-AAGACAAGAAAATCCCTGTGG-3' 151

VEGF165b reverse 5'-TCCTGGTGAGAGATCTGCAA-3'

VEGF165b/189b forward 5'-CAAGATCCGCAGACGTGTAA-3' 158

VEGF165b/189b reverse 5'-TCCTGGTGAGAGATCTGCAA-3'
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III RESULTATS NON PUBLIES 

III.1 Effet de E2F1 sur la phosphorylation de SC35 et sur sa 
localisation sub-cellulaire  

III.1.1 E2F1 induit l'accumulation d'une forme phosphorylée de 
SC35 

L'activité biologique des protéines SR et leur localisation sub-cellulaire sont régulées 

par phosphorylation. Après avoir identifié SC35 comme une nouvelle cible transcriptionnelle 

de E2F1, nous avons étudié l'effet de E2F1 sur la phosphorylation de SC35. Dans nos clones 

stables inductibles, nous avons réalisé un marquage de la forme phosphorylée de SC35 par 

immunofluorescence et utilisation d'un anticorps spécifique reconnaissant un phospho-épitope 

sur SC35 (Figure 38, A). En l'absence de E2F1, nous observons une expression faible de la 

forme phosphorylée de SC35 dans les "speckles"nucléaires. De façon intéressante, dans les 

cellules surexprimant E2F1 mais pas sa forme mutante (E132), la forme phosphorylée de 

SC35 s'accumule dans des speckles de plus grosse taille, plus réfringents et d'une forme plus 

irrégulière. Nous avons confirmé ces résultats par Western blot (Figure 38, B). Ainsi, SC35 

s'accumule sous forme phosphorylée dans des extraits nucléaires de cellules surexprimant 

E2F1 comparativement aux cellules contrôle (Figure 38, B). Cette forme phosphorylée 

disparaît lorsque les extraits nucléaires sont prétraités à la phosphatase alcaline avant dépôt sur 

gel d'acrylamide. Ces résultats indiquent qu'E2F1 stimule la phosphorylation de SC35 et induit 

sa localisation dans des speckles nucléaires de grosse taille. 
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Figure 38: E2F-1 stimule la phosphorylation de SC35 et sa localisation dans les speckles 
nucléaires. 
(A)  Marquage par immunofluorescence de la protéine SC35 phosphorylée dans les cellules H358 
Tet-on E2F-1 ou E2F1 (E132) cultivées en l'absence (-) ou présence (+) de 1µg/ml doxycycline 
(Dox) pendant 48h. (B)  Analyse par Western-blot de l’expression des protéines indiquées dans des 
extraits nucléaires de cellules H358 Tet-on E2F-1 cultivées pendant 48 heures en absence (-) ou 
présence (+) de doxycycline (1µg/ml) et co-traitées ou non par la phosphatase alcaline.  

III.1.2 Implication de la voie PI3Kinase/AKT dans la
phosphorylation de SC35 en réponse à E2F1 

L'activation de la voie PI3Kinase/AKT en réponse aux facteurs de croissance contribue 

à la phosphorylation de certaines protéines SR et modifie en aval les processus d'épissage 

(Blaustein, et al., 2005). En s'appuyant sur ces données, nous avons recherché si la voie AKT 

jouait un rôle dans la phosphorylation de la protéine SC35 en réponse à E2F1. Nous avons 

traité nos cellules avec deux types d'inhibiteurs de cette voie, la wortmannin qui inhibe en 

amont la voie PI3K/AKT et l'inhibiteur AKT VIII qui inhibe spécifiquement l'activité kinase 

d'AKT, et étudié par Western blot le statut de phosphorylation de la protéine SC35 en 

condition induite ou non-induite (Figure 39, A). Dans les cellules surexprimant E2F1, nous 

avons observé une activation d'AKT visualisée par l'accumulation de sa forme phosphorylée 

(Figure 39, A, comparer colonnes 1 et 2). Les inhibiteurs de la voie AKT sont bien actifs dans 

notre modèle puisqu'ils préviennent cette phosphorylation (comparer colonnes 2 et 4). De 

façon importante, nos résultats montrent aussi que l'inhibition de l'activité kinase d'AKT 

prévient l'accumulation de SC35 sous sa forme phosphorylée observée dans les cellules 

surexprimant E2F1 (Figure 39, A, comparer lignes 2, 4 et 6). Parallèlement, pour confirmer 

ces résultats, nous avons analysé l'effet de ces inhibiteurs sur la localisation sub-nucléaire de 

SC35 par immunofluorescence (Figure 39, B). Le traitement de nos cellules avec l'inhibiteur 

AKT VIII prévient l'accumulation de la forme phosphorylée de SC35 dans des speckles de 
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grande taille dans les cellules surexprimant E2F1. Ainsi, en absence d'activité de la kinase 

AKT, les cellules induites pour l'expression de E2F1 présentent un profil de speckles 

nucléaires identiques au contrôle. Ces résultats suggèrent que E2F1 active la voie AKT et 

stimule par ce biais la phosphorylation de SC35 et son accumulation dans les speckles 

nucléaires. Cependant, ces résultats sont encore préliminaires et posent beaucoup de questions 

concernant notamment le mécanisme par lequel E2F1 active AKT pour phosphoryler la 

protéine SC35 et la contribution de cette phosphorylation de SC35 par AKT aux fonctions 

prolifératives et/ou apoptotiques de E2F1. 

Figure 39: La voie de signalisation AKT est impliquée dans la phosphorylation de SC35 en 
réponse à E2F-1. Les cellules H358 Tet-On E2F1 ont été cultivées en absence (-) ou présence (+) 
de 1µ g/ml de doxycycline pendant 72h, et en présence (+) ou absence (-) soit de wortmannin 
(250ηM) ou de l'inhibiteur d'AKT VIII (5µ M). 
(A)  Analyse par Western-blot de l’expression des protéines E2F1, AKT et phospho-AKT, SC35 et 
phospho-SC35. L'actine est utilisée comme contrôle de dépôt. (B)  Marquage par immunofluorescence 
des protéines E2F-1 (en rouge) et phospho-SC35 (en vert).  

III.1.3 E2F1 affecte l'épissage de la kinase Clk/Sty

Parallèlement à notre étude sur la voie AKT, nous avons analysé dans notre modèle 

cellulaire le statut d'autres kinases connues pour phosphoryler les protéines SR. Nous avons 

ainsi étudié le niveau d'expression des protéines kinases SRPK1 et SRPK2 par Western blot 

dans nos clones stables inductibles. Comme le montre la figure 40 A, nous n'avons observé 

aucune différence de niveau d'expression des deux protéines entre les cellules contrôle et les 

cellules surexprimant E2F1 ou sa forme mutante. Nous avons ensuite analysé le statut de 

Clk/Sty. De façon intéressante, l'épissage alternatif du pré-ARNm de Clk/Sty génère 2 variants 

d'épissage codant l'un pour la forme entière de l'enzyme catalytiquement active (Sty) et l'autre 

pour une forme tronquée, dépourvue d'activité catalytique (tSty) (Figure 40,B). Ces différents 

variants sont détectables par RT-PCR et utilisation de primers spécifiques. Dans nos clones 
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stables inductibles, l'expression de E2F1 mais pas celle de sa forme mutante modifie le profil 

d'épissage de Clk/Sty en faveur de l'isoforme inactive (Figure 40, C). De façon importante, la 

neutralisation de SC35 par ARN interférence prévient cette accumulation (Figure 40, C). 

Nous avons confirmé ces résultats dans un modèle de surexpression, en transfectant les 

cellules H1299 transfectées par un plasmide contrôle ou un vecteur codant pour SC35 (Figure 

40, D). Dans ces cellules, la surexpression de SC35 favorise la synthèse des variants codant 

pour tSty. Ces résultats indiquent donc qu'E2F1 et SC35 coopèrent pour modifier l'expression 

des différents variants d'épissage de Clk/Sty. 
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Figure 40: E2F1 modifie l’épissage alternatif de Clk/Sty via SC35. 
(A)  Analyse par Western-blot de l’expression des protéines kinases SRPK1 et 2 dans les cellules 
H358 Tet-on exprimant la protéine sauvage E2F1 ou mutante (E132) et cultivées en présence (+) ou 
absence (-) de doxycycline aux temps indiqués. (B) Schéma des variants d'épissage de Clk/Sty et 
primers utilisés pour les détecter (Sty-274nt, tSty-183nt). (C)  Panel de gauche: analyse par RT-PCR 
de l’expression des transcrits alternatifs de Clk/Sty dans les cellules H358 Tet-on E2F1 ou E2F1 
(E132) cultivées en présence (+) ou absence (-) de doxycycline pendant 48h. Panel de droite: les 
cellules H358 Tet-on E2F1 sont transfectées par des ARNi contrôle (mismatch) ou ciblant SC35 
(sc35) et analysées pour des variations de l’expression des différents variants d'épissage de Clk/Sty.
(D) Les cellules H1299 sont transfectées 48h par un plasmide contrôle (PC) ou codant pour SC35 
(SC35). L'expression des variants d'épissage de Clk/Sty est analysée par RT-PCR. g3pdh est utilisé 
comme contrôle interne.
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III.2 Effet de E2F1 sur l'épissage de SC35: existence d'une 
boucle de rétrocontrôle négatif? 

Des données de la littérature indiquent que SC35 est capable de réguler l'épissage 

alternatif de son propre gène et active des événements d'épissage qui déstabilisent son ARNm 

Sureau, 2001). Ainsi, SC35 favorise l'expression de transcrits alternatifs (1.6 et 1.7 kb) qui ne 

sont pas stables et sont dégradés par le système NMD (Sureau, et al., 2001). Afin de 

rechercher si E2F1 en induisant l'accumulation de SC35 modifie aussi l'épissage alternatif de 

son ARN pré-messager, nous avons réalisé des RT-PCR en utilisant des primers spécifiques 

amplifiant la région 3'-UTR des transcrits SC35 et permettant de détecter les variants 

majoritaire (2kb) et minoritaires (1, 6 et 1,7kb) déjà décrits (Pilch, et al., 2001) (Figure 41, A). 

Dans les cellules non-induites, nous détectons le transcrit majoritaire (2kb) et faiblement le 

transcrit minoritaire à 1,7kb. La surexpression de E2F1 conduit à l'accumulation de ce transcrit 

à 1,7kb connu dans la littérature comme instable et vite dégradé par le système NMD (Figure 

41 B, panel de gauche). De plus, cet effet nécessite SC35 puisque la neutralisation de SC35 

par ARN interférence prévient l'effet de E2F1 (Figure 41, B panel de droite). Ces résultats 

suggèrent l'existence d'une possible boucle de rétrocontrôle négatif, par laquelle SC35 

accumulé en réponse à E2F1 pourrait contrôler négativement son niveau d'expression. 

Figure 41: E2F1 affecte l'épissage alternatif de SC35 via SC35.  
(A)  Schéma des variants d'épissage de SC35 et primers utilisés pour les détecter. 
(B)  Panel de gauche: analyse par RT-PCR de l’expression des transcrits alternatifs de 
SC35 dans les cellules H358 Tet-on E2F-1 ou E2F1 (E132) cultivées en présence (+) 
ou absence (-) de doxycycline pendant 48h. Panel de droite: les mêmes cellules sont 
transfectées par des ARN interférents contrôle (mismatch) ou ciblant SC35 (sc35) et 
analysées pour des variations de l’expression des différents variants d'épissage de 
SC35. 
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III.3 Rôle de SC35 dans les fonctions prolifératives de E2F1
(Edmond, Merdzhanova, en préparation)

E2F1 est une protéine clé de la transition des cellules entre les phases G1 et S du cycle 

cellulaire. Ayant mis en évidence une coopération entre E2F1 et SC35 dans le contrôle des 

processus apoptotiques, nous nous somme demandés si SC35 pourrait aussi jouer un rôle dans 

les fonctions prolifératives de E2F1. Dans un premier temps, nous avons recherché si la 

protéine SC35 s'exprimait dans les cellules d'une manière cyclique au cours du cycle cellulaire 

comme son partenaire E2F1. Pour le savoir, nous avons synchronisé les cellules H1299 en 

phase G1 du cycle cellulaire par un traitement à l'hydroxyurée. A différents temps après la 

levée du bloc, nous avons étudié l'expression de SC35 et aussi celle de E2F1 et de certaines de 

ses cibles transcriptionnelles impliquées dans le contrôle du cycle cellulaire, dont les cyclines 

E et A, et la dihydrofolate réductase (DHFR), par RT-PCR et Western blot. Comme le montre 

la figure 42, l'expression de SC35 augmente progressivement dans notre modèle lors de la 

transition G1/S et de la progression en phase S (temps 1h et 3h après la levée du bloc) aussi 

bien au niveau transcriptionnel (Figure 42, B) qu'au niveau protéique (Figure 42, C), pour 

diminuer au moment de la transition G2/M. De façon intéressante, cette variation d'expression 

de SC35 corrèle avec l'accumulation de E2F1 mais aussi avec l'accumulation temporaire de 

cycline E et DHFR. Cette expérience de synchronisation des cellules montre donc que SC35 

est exprimée d'une manière cyclique au cours du cycle et que son expression corrèle avec 

l'accumulation de la protéine E2F1. Ces résultats suggèrent que SC35 pourrait jouer un rôle au 

cours du passage et de la progression en phase S du cycle cellulaire. 
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Figure 42: Au cours du cycle cellulaire, SC35 est exprimée d'une manière cyclique et 
s'accumule au moment de la transition et progression en phase S. 
(A)  Les cellules d’adénocarcinome pulmonaire H1299 ont été traitées pendant 18 heures avec 1mM 
d'hydroxyurée, lavées, remises dans du milieu neuf à T0, puis analysées par cytométrie en flux au 
moment de la levée du bloc et à 1h, 3h, 6h, 9h, et 24h après la réentrée en cycle cellulaire, par 
marquage à l'iodure de propidium. Les chiffres indiquent le pourcentage des cellules dans les 
différentes phases du cycle cellulaire. (B) Analyse par RT-PCR de l’expression des transcrits codant 
pour SC35 et certaines cibles transcriptionnelles de E2F1 à différents temps après la levée du bloc. 
(C) Analyse par Western blot des différentes protéines indiquées. En bas, le pourcentage de 
répartition des cellules dans les différentes phases du cycle cellulaire est indiqué pour chaque temps.

Afin d'approfondir ces résultats, nous avons neutralisé par ARN interférence 

l'expression de SC35 dans deux lignées cellulaires issues de tumeurs neuroendocrines 

pulmonaires, les cellules H69 et H810, qui surexpriment la protéine E2F1 (Figure 43). De 

façon intéressante, la neutralisation de SC35 dans ces cellules affecte l'expression de certaines 

cibles transcriptionnelles de E2F1 impliquées notamment dans la transition G1/S. Ainsi, nous 

avons observé par Western blot que la neutralisation de SC35 affecte l'expression des 

protéines DHFR, thymidilate synthase, cycline E, DNA polymérase α, cycline D1 ou p45SKP2 

(Figure 43, A). De plus, par RT-PCR, nous avons montré que la neutralisation de SC35 

diminue le niveau des transcrits codants pour les protéines DHFR et cycline E (Figure 43, B). 

Cet effet de SC35 ne passe pas par une diminution du niveau d'expression de E2F1 (données 

non montrées).  
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Figure 43: SC35 est impliqué dans la régulation de l'expression de certaines des cibles 
transcriptionnelles de E2F1. 
Analyse par Western-blot (A) et RT-PCR (B) de l’expression des différentes cibles transcriptionnelles 
de E2F1 dans des lignées cellulaires de carcinomes neuroendocrines pulmonaires, les cellules H69 et 
H810, transfectées avec des ARN interférents contrôle (mism) ou ciblant sc35 (SC35). 

A l'inverse, la surexpression de la protéine SC35 dans la lignée H1299 qui exprime 

faiblement E2F1, induit l'accumulation des protéines cycline E et DHFR par un mécanisme 

mettant en jeu une augmentation du niveau de leur transcrit (Figure 44, A). De façon 

importante, la surexpression de SC35 augmente le nombre de cellules en phase S du cycle 

cellulaire (Figure 44, B). Ces résultats suggèrent que SC35 pourrait participer au contrôle de 

l'expression de certaines des cibles transcriptionnelles de E2F1 jouant un rôle au cours du 

cycle cellulaire. 

Figure 44: La surexpression de SC35 induit l'accumulation de certains gènes cibles de E2F1 et 
conduit à une accumulation des cellules en phase S.
(A)  Analyse par Western-blot (panel de gauche) et RT-PCR (panel de droite) de l’expression de 
différentes cibles transcriptionnelles de E2F1 dans la lignée cellulaire d’adénocarcinome pulmonaire 
H1299, transfectée par un plasmide contrôle (Mock) ou un plasmide codant pour SC35 (SC35). 
(B) Répartition des cellules H1299 transfectées par un plasmide contrôle ou codant pour SC35 (SC35) 
dans le cycle cellulaire après marquage à l'iodure de propidium et passage au cytomètre de flux. 
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Afin d'approfondir les mécanismes moléculaires par lesquels SC35 contrôle 

l'expression des cibles d'E2F1, nous avons recherché si les protéines SC35 et E2F1 pourraient 

interagir. Pour ce faire, nous avons transfecté les cellules H1299 par un plasmide codant pour 

E2F1 et immunoprécipité SC35 dans ces cellules. Comme le montre la figure 45 A, E2F1 est 

détectée dans les immunoprécipitats, indiquant que les protéines E2F1 et SC35 interagissent. 

Nous avons confirmé ces résultats au niveau endogène dans les cellules H69 après 

immunoprécipitation de la protéine SC35 et révélation par Western-blot de la protéine E2F1 

(Figure 45, B). Finalement, nous avons identifié le(s) site(s) d'interaction de SC35 sur E2F1 

par "GST pull-down" (Figure 45, C). Ainsi, par utilisation de différents mutants tronqués de 

E2F1 incubés avec la protéine SC35 "transcrite-traduite" "in vitro" en lysat de réticulocytes, 

nous avons caractérisé deux sites de liaison de SC35 sur E2F1: le premier site correspond au 

site de liaison à l'ADN de E2F1 (acides aminés 120–191), et le second site correspond à la 

région C-terminale de E2F (acides aminés 284-437) incluant le domaine de liaison à RB. Ces 

résultats démontrent que les protéines E2F1 et SC35 sont capables d'interagir. 

Figure 45: Les protéines E2F1 et SC35 interagissent. Caractérisation des sites d’interaction de 
SC35 sur la protéine E2F1. 
(A)  Analyse de l’interaction E2F1/SC35 par immunoprécipitation dans des cellules H1299 
transfectées par un plasmide codant pour E2F1 et dans lesquelles SC35 (SC35) est 
immunoprécipitée.IgG: immunoprécipitation avec un anticorps irrelevant. (B)  Analyse de 
l’interaction E2F1/SC35 au niveau endogène par immunoprécipitation de SC35 (SC35) dans des 
cellules H69 et révélation de E2F1 par western-blot. IgG: anticorps irrelevant. (C)  Caractérisation 
des sites d’interaction de SC35 sur la protéine E2F1 par "GST pull-down". Les protéines 
recombinantes GST, GST-E2F1 ou les formes GST-E2F1 tronquées ont été incubées avec un lysat 
de réticulocytes contenant la protéine SC35 traduite "in vitro". La liaison de SC35 sur les protéines 
recombinantes est détectée par western-blot à l'aide d'un anticorps SC35. Un western-blot avec un 
anticorps anti-GST permet de s'assurer de la bonne production des protéines recombinantes. Nous 
observons des sites d’interaction de SC35 sur E2F1 situés au niveau  de son domaine de liaison à 
l'ADN (acides aminées 120-191) et son extrêmité C-terminale (acides aminées 284-437). 
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Ayant finalement montré que SC35 modifie l'expression des cibles transcriptionnelles 

de E2F1 et interagit avec E2F1, nous nous sommes demandés si SC35 pourrait modifier 

l'activité transactivatrice de E2F1. Afin de répondre à cette question, nous avons utilisé un 

plasmide rapporteur possédant le promoteur de la cycline E situé en amont du gène codant 

pour la luciférase (Figure 46, A). Pour étudier l'influence des protéines E2F1 et SC35 sur 

l'activité du promoteur de la cycline E, nous avons transfecté les cellules H1299 ou SAOS2 

(cellules d'ostéosarcome humaines) par des concentrations croissantes de plasmides codants 

pour E2F1 et/ou SC35. Comme attendu, E2F1 stimule l'activité du promoteur de la cycline E 

(Figure 46, A). De façon importante, SC35 augmente significativement l'effet de E2F1 sur ce 

promoteur. Cependant, seul, SC35 n'a aucun effet stimulateur tant sur le vecteur rapporteur 

cycline E-luciférase, que sur le vecteur contrôle pGL3-luc (Figure 46, A). De plus, SC35 

stimule aussi l'activité transactivatrice de E2F1 sur un second gène rapporteur (Figure 46, B), 

contenant le promoteur p45SKP2, un autre gène cible de E2F1. Finalement, pour confirmer ces 

résultats, nous avons neutralisé l'expression de SC35 par ARN interférrence dans les cellules 

H1299 transfectées ou non avec un plasmide codant pour E2F1 et les différents vecteurs 

rapporteurs (Figure 46, C). Dans ces conditions, la neutralisation de SC35 mais pas un ARN 

interférent contrôle prévient l'activation des promoteurs de cycline E ou p45SKP2 en réponse à 

E2F1. A l'inverse, le knock-down de SC35 est sans effet sur le vecteur rapporteur contrôle 

pGL3-luc. Ces résultats indiquent que SC35 est capable de stimuler l'activité transactivatrice 

de E2F1 sur le promoteur de certains de ses gènes cibles et suggèrent que SC35 pourrait 

contribuer par ce biais aux fonctions prolifératives de E2F1. 
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Figure 46: SC35 stimule l'activité transcriptionnelle de E2F1 sur le promoteur de ses gènes 
cibles cycline E et p45SKP2. 
(A)  Les cellules d’adénocarcinome pulmonaire H1299 et d'ostéosarcome SaOS2 ont été co-
transfectées avec les vecteurs rapporteurs contrôle pGLuc ou contenant le promoteur de la cycline E 
en amont de la luciférase, en présence ou en absence de plasmides codant pour E2F1 et/ou SC35 
comme indiqué. (B)  Les cellules H1299 ont été co-transfectées avec le plasmide rapporteur 
contenant le promoteur de p45SKP2 en amont de la luciférase, en présence ou en absence des 
plasmides codant pour E2F1 et/ou SC35. (C) Les cellules H1299 ont été transfectées avec les 
plasmides cycline E-Luc, p45SKP2-Luc ou pGL3-luc en absence ou présence du plasmide codant 
pour E2F1 et co-transfectées par des ARN interférents contrôle (mismatch) ou ciblant SC35(SC35). 
L'activité luciférase obtenue dans les cellules transfectées par les vecteurs rapporteurs seuls a été 
normalisée à 1 et l'activité luciférase relative a été calculée pour chaque échantillon.
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Comme nous l'avons montré précédemment, la voie AKT est impliquée dans la 

phosphorylation de SC35 en réponse à E2F1. Finalement, nous avons recherché son rôle dans 

les effets de SC35 sur l'activité transactivatrice de E2F1. Comme le montre la figure 47, la 

wortmannin prévient l'activité transactivatrice de E2F1 sur les promoteurs de la cycline E 

(Figure 47, A) et p45SKP2 (Figure 47, B). De plus, en présence de wortmannin, SC35 n'est plus 

capable de stimuler l'activité transactivatrice de E2F1 sur ces promoteurs. Ces résultats 

indiquent que la voie AKT est impliquée dans les fonctions transactivatrices de E2F1 au 

niveau de certains gènes cibles, et sur les effets de SC35 dans ce contexte. 

Figure 47: Effet de la voie AKT sur les fonctions de E2F1 et SC35. 
Les cellules H1299 ont été co-transfectées avec les plasmides codant pour E2F1, SC35 (en 
concentration croissante) et le plasmide Cycline E-luc (A) ou Skp2-luc (B), et traitées ou non avec 
l'inhibiteur de la voie AKT – wortmannin (250nM) pendant 48 heures. L'activité luciférase obtenue 
avec les vecteurs rapporteurs seuls a été normalisée à 1. 

En conclusion, nos résultats démontrent que SC35 est exprimé dans les cellules 

tumorales d'une manière cyclique au cours du cycle cellulaire, qu'il interagit avec E2F1 au 

niveau de son domaine de liaison à l'ADN et qu'il stimule son activité transcriptionnelle au 

niveau de gènes cibles impliqués dans la transition et la progression en phase S. Ces résultats 

suggèrent un rôle coopératif de SC35 dans le contrôle des fonctions prolifératives de E2F1, et 

identifient certains de ses gènes cibles dans ce contexte. Ils suggèrent en outre que SC35 

pourrait agir comme un co-activateur transcriptionnel de E2F1. 
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I E2F1 ET SC35: UNE INTERCONNEXION ETROITE 
POUR LE CONTROLE DE LA CROISSANCE 
CELLULAIRE 

I.1 SC35 : une nouvelle cible de E2F1 

I.1.1 SC35 : cible transcriptionnelle directe de E2F1 

A l’heure actuelle, très peu de données existent concernant les facteurs protéiques qui 

contrôlent l'expression des protéines SR et notamment l'implication des facteurs de 

transcription dans ce contrôle. La famille des protéines E2F avait été impliquée dans le 

contrôle de l'expression de certaines protéines SR (dont SRp30c, SRp20 et 9G8) via des études 

de « macro-array » et d’immunoprécipitation de la chromatine identifiant des séquences 

consensus de fixation des E2Fs sur les promoteurs de ces gènes (Muller, et al., 2001; Ren, et 

al., 2002; Young, et al., 2003). Cependant, aucune étude n’avait jusqu’à présent recherché le 

rôle potentiel des protéines SR dans les processus cellulaires contrôlés par les protéines de la 

famille E2F comme la prolifération ou l'apoptose.  

Dans ce travail, nous avons identifié le facteur d'épissage SC35 comme une cible 

transcriptionnelle directe de E2F1. Nous avons ainsi démontré la capacité de E2F1 à 

augmenter spécifiquement l'ARN codant pour SC35 dans nos modèles cellulaires de 

carcinomes pulmonaires surexprimant E2F1. De plus, nous avons montré par des expériences 

de ChIP que E2F1 est capable de se lier sur le promoteur de sc35 et de le transactiver. Des 

études cherchant de nouveaux gènes cibles de E2F1 ont démontré que plusieurs gènes 

exprimés d'une manière cyclique au cours du cycle cellulaire possèdent sur leurs promoteurs 

des séquences consensus de liaison à E2F1. Pour notre part, la fixation de E2F1 sur le 

promoteur de SC35 est détectée dans des cellules asynchronisées et l'affinité de fixation de la 

protéine E2F1 endogène sur le promoteur de sc35 augmente en réponse au traitement des 

cellules avec le cyclophosphamide. Ces résultats indiquent que la fixation d’E2F1 sur le 

promoteur de sc35 survient au cours du processus apoptotique. Cependant, puisque nous avons 

aussi montré que SC35 est une protéine qui cycle, il reste à déterminer si la fixation de E2F1 

au niveau du promoteur de sc35 est aussi modulée au cours du cycle cellulaire. 

Nos résultats décrivent le premier lien fonctionnel entre E2F1 et l'un des facteurs qui 

régulent l'épissage. Il reste à savoir si l'expression d'autres protéines SR pourrait être régulée 
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par E2F1. Il a été suggéré que E2F1 est capable de réguler l'expression de la protéine SRp20 

(Jumaa, et al., 1997). Dans des modèles murins, les auteurs ont montré que SRp20 est 

exprimée "in vivo" d'une manière cyclique au cours du cycle cellulaire et s'accumule à la fin de 

la phase G1 et au cours de la transition en phase S. Ils ont aussi identifié après séquençage du 

gène, un deuxième promoteur possédant deux séquences consensus pour E2F1. Ces résultats 

suggèrent une régulation de l'expression de SRp20 par les protéines E2F et particulièrement 

par E2F1 au cours du cycle cellulaire. Cependant, dans ce travail, nous avons étudié le niveau 

d'expression de la protéine SRp20 et d'autres protéines SR dans nos modèles cellulaires 

surexprimant E2F1 ou down-régulés pour l’expression de E2F1 et nous n'avons pas observé 

d'effet de E2F1 sur leur expression. Il est possible que la régulation des protéines SR médiée 

par E2F1 ou d’autres facteurs E2F dépende du contexte tissulaire, cellulaire et/ou des co-

signaux d’amont reçus par la cellule. 

I.1.2 E2F1 contrôle l'épissage de SC35 

Des données de la littérature indiquent que SC35 est capable de réguler l'épissage 

alternatif de son propre gène et active des événements d'épissage qui déstabilisent son ARNm 

(Sureau, et al., 2001). Parallèlement à l'activité transcriptionnelle de E2F1 sur le promoteur de 

sc35, nous avons observé que la surexpression de E2F1 conduit à l'accumulation d'un transcrit 

de SC35 à 1,7kb, celui la même décrit comme instable et dégradé par le système NMD. Nos 

résultats suggèrent l'existence d'une possible boucle de rétrocontrôle négatif, par laquelle SC35 

accumulé en réponse à E2F1 pourrait contrôler négativement son niveau d'expression. De 

façon intéressante, nous avons observé dans nos clones stables inductibles pour E2F1, une 

décroissance du niveau d’expression de SC35 survenant 6 jours après le début de l’induction 

par la doxycycline. Ces résultats sont en accord avec cette possible boucle de contrôle négatif. 

E2F1 apparaît donc comme capable à la fois de stimuler au niveau transcriptionnel 

l'accumulation du transcrit codant pour SC35, mais aussi de contrôler l'épissage alternatif de 

SC35. De façon intéressante, cette boucle de retro-contrôle négatif décrite pour SC35 semble 

être un mécanisme commun à d’autres facteurs d’épissage. Ainsi, il a été montré que les 

facteurs d'épissage Tra-2 chez la drosophile, SWAP et la protéine murine SRp20 autorégulent 

l'épissage alternatif de leur propre pré-ARNm conduisant à l'expression de formes tronquées 

(Jumaa and Nielsen, 1997; Mattox and Baker, 1991; Zachar, et al., 1994). Il reste à déterminer 

si E2F1 pourrait aussi jouer un rôle dans ce contexte. Il a été démontré que le rôle des 

protéines SR dans la sélection des sites alternatifs d'épissage dépendait aussi de leur 
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concentration dans la cellule, ainsi que de la concentration de leurs antagonistes les protéines 

hnRNP A/B (Smith and Valcarcel, 2000). Cependant, les mécanismes et les facteurs 

protéiques impliqués dans le contrôle de cette balance sont encore mal connus (Fu and 

Maniatis, 1992a; Hanamura, et al., 1998; Screaton, et al., 1995; Vellard, et al., 1992). Dans 

notre étude, nous nous sommes aussi intéressés aux protéines hnRNP. Nous avons recherché 

l'effet de E2F1 sur l'expression de certaines protéines de cette famille, mais nos résultats n'ont 

pas montré d’effet.  

I.1.3 E2F1 régule la phosphorylation de SC35 

La modulation du niveau de phosphorylation des protéines SR contrôle leur activité, 

leur spécificité et leur localisation subcellulaire. Plusieurs kinases, dont SRPK1, SRPK2, 

Clk/Sty ou l'ADN topoisomérase I, ont été décrites comme phosphorylant les protéines SR, 

mais rien n'est actuellement connu sur les signaux d'amont qui activent ces kinases, les sites de 

phosphorylation sur les protéines SR, et leur spécificité sur telles ou telles protéines SR. Nos 

résultats montrent que E2F1 modifie le niveau de phosphorylation de SC35 dans nos modèles 

cellulaires. Cette variation de la phosphorylation semble affecter à la fois la localisation 

subcellulaire de SC35, mais aussi pourrait modifier son activité. Ainsi, E2F1 induit 

l’accumulation de la forme phosphorylée de SC35 dans des speckles nucléaires de grosse 

taille. Cet effet de E2F1 sur la phosphorylation de SC35 nécessite sa fixation sur l'ADN, parce 

que la forme mutante de E2F1 (E132) n'est pas capable d'induire la phosphorylation de SC35, 

ni son accumulation dans les speckles. Des études récentes suggèrent un rôle beaucoup plus 

actif des speckles dans le couplage transcription/épissage que le rôle suggéré initialement 

(Hall, et al., 2006; Stamm, 2008). Ces travaux proposent que les speckles 

transcriptionnellement actifs ont une forme irrégulière et une plus grosse taille causée par 

l'accumulation, dans des structures appelées "paraspeckles" de différents facteurs de 

transcription et d'épissage (Kavanagh, et al., 2005) (Figure 33). Cette région enrichie 

significativement en ARN poly (A), est associée avec plusieurs fibres péri-chromatiniennes et 

contient aussi différents facteurs d'épissage dont les protéines SR. En tenant compte de ces 

données, il semble possible que E2F1 stimule l'accumulation de la forme phosphorylée de 

SC35 dans ces régions périphériques des speckles où SC35 participerait aux processus 

d'épissage. Il faudrait réaliser des expériences de microscopie confocale pour affiner nos 

résultats. 
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De façon intéressante, alors que la phosphorylation des protéines SR par les kinases 

Clk/Sty ou SRPK surexprimées dans les cellules induit leur délocalisation des speckles vers le 

nucléoplasme, la surexpression d’AKT ne modifie pas l’accumulation des protéines SR dans 

les speckles nucléaires (Blaustein, et al., 2005). Dans nos modèles cellulaires, nous montrons 

que la voie PI3K/AKT est impliquée dans la phosphorylation de SC35 médiée par E2F1 

puisque la wortmannin, un inhibiteur d’AKT, prévient la phosphorylation de SC35 en réponse 

à E2F1 et son accumulation dans les speckles de grande taille. Ces résultats sont en accord 

avec des données de la littérature montrant que E2F1 est capable d’activer la voie AKT (Ladu, 

et al., 2008; Levine, et al., 2006). De plus, cette voie de signalisation semble importante dans 

le contrôle de la balance prolifération/apoptose contrôlée par E2F1 via la répression de gènes 

cibles pro-apoptotiques de E2F1 (Hallstrom, et al., 2008). Il reste à approfondir dans nos 

modèles d’étude le rôle exact de la phosphorylation de SC35 dépendante d’AKT sur ses 

fonctions apoptotiques et/ou prolifératives. Dans ce contexte, il faudrait regarder l'effet des 

inhibiteurs de la voie AKT sur la capacité de SC35 à réguler l'épissage alternatif des cibles que 

nous avons idéntifiées. Il est aussi possible que des kinases autres que AKT phosphorylent 

SC35 et contrôlent son activité en réponse à E2F1 ou non, dans nos modèles d’étude. Des 

résultats préliminaires obtenus au laboratoire suggèrent que la famille SRPK participe aussi à 

la phosphorylation de SC35 en réponse aux agents endommageant l’ADN. Dans ce contexte, 

nos données indiquent que la phosphorylation de SC35 par les SRPKs pourrait conditionner sa 

fonction apoptotique. De plus, nous montrons que E2F1 et SC35 contrôlent l’épissage de la 

kinase Clk/Sty. Ainsi, nous avons observé une modification de l’épissage alternatif de Clk/Sty 

dans les cellules surexprimant E2F1 en faveur de l’isoforme inactive tronquée (tSty), par un 

mécanisme mettant en jeu SC35. Ces résultats indiquent que E2F1 est capable de réguler 

l’activité de deux des kinases, AKT et Clk/Sty, phosphorylant les protéines SR. Puisqu’il a été 

montré que l’hyperphosphorylation de SC35 par la kinase Clk/Sty à la fin du processus de 

maturation de l’ARNm l’inactive, nos données suggèrent que E2F1 régule à la fois la 

localisation subcellulaire et l’activité de SC35 via le contrôle qu’elle exerce sur AKT et 

Clk/Sty. De plus, dans la mesure où le cycle dynamique phosphorylation/déphosphorylation 

des protéines SR est nécessaire pour la réaction d’épissage il reste à déterminer comment 

E2F1 régule l’épissage des gènes cibles identifiés (caspase-8, -9, bcl-x) tout en maintenant 

SC35 sous sa forme phosphorylée. Finalement, la phosphorylation des protéines SR étant 

nécessaire à leur interaction avec le domaine CTD de l’ARN polymérase II (Hirose and 

Manley, 2000; Misteli and Spector, 1999), il nous reste à déterminer si E2F1 modifie aussi 
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l’interaction de SC35 avec l’ARN polymérase II, suggérant un autre moyen pour E2F1 de 

contrôler les fonctions de SC35. 

I.1.4 E2F1 et SC35 interagissent directement 

Nous montrons que les protéines SC35 et E2F1 sont capable d’interagir. Sur la base du 

couplage transcription/épissage, une interaction de facteurs de transcription avec des 

composants de la machinerie du splicéosome a été rapportée, et le rôle de ces facteurs de 

transcription dans l’épissage démontré (Chansky, et al., 2001; Guillouf, et al., 2006). De façon 

importante, le facteur de transcription Spi-1/PU.1 est capable de modifier l’épissage de 

certains de ses gènes cibles, indépendamment de sa capacité à les transactiver. Nous montrons 

que E2F1 aussi affecte l’épissage de certains de ses gènes cibles, dont les caspases. Nous 

savons que la liaison à l’ADN de E2F1 est nécessaire à son activité sur le profil d’épissage. Il 

nous reste à savoir si son activité transactivatrice est requise. Nous avons identifié les sites 

d’interaction de SC35 sur E2F1 et caractérisé deux sites de liaison: le premier site correspond 

au domaine de liaison à l'ADN de E2F1 (acides aminés 120–191), et le second, plus faible, 

correspond à la région C-terminale de E2F1 (acides aminés 284-437) incluant le domaine de 

liaison à RB. Nous avons recherché si SC35 modifiait la capacité de E2F1 à lier l’ADN. Nous 

n’avons pas trouvé d’effet de SC35. Sur la base de ces résultats, nous émettons donc 

l’hypothèse selon laquelle E2F1 pourrait recruter SC35 au niveau du promoteur de certains de 

ses gènes cibles, et par ce biais modifierait l’épissage du pré-ARNm et/ou le niveau de 

transcrit. SC35 pourrait donc agir comme un co-activateur transcriptionnel de E2F1 (Figure 

48). De façon intéressante, nous avons effectué des expériences préliminaires 

d’immunoprécipitation de la chromatine (ChIP), et retrouvé SC35 au niveau du promoteur de 

certains gènes cibles de E2F1 dont c-flip. Ces résultats vont donc dans le sens de notre modèle. 

De plus, ils suggèrent la possibilité que E2F1 recrute aussi d’autres composants de la 

machinerie du splicéosome, voir même d’autres protéines SR. Nous n’avons pas recherché 

l’interaction de E2F1 avec d’autres protéines SR dans ce travail. Dans ce modèle, il reste aussi 

à déterminer si la neutralisation de SC35 modifie la liaison de E2F1 au niveau de certains 

promoteurs de ses cibles. 
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Figure 48: Hypothèse de travail basée sur le couplage transcription/épissage. 
Via sa liaison à E2F1, la protéine SC35 pourrait être recrutée au niveau du promoteur de certains gènes
cibles de E2F1. Selon le gène envisagé et les signaux associés, ce recrutement pourrait contribuer à la
régulation de l'épissage alternatif du transcrit de ce gène, déterminant ainsi le type d'isoforme protéique 
produit ou modifier l'activité transactivatrice de E2F1 au niveau de ce promoteur, conditionnant le niveau 
de transcrit produit. Ainsi, SC35 participerait aux activités prolifératives, apoptotiques, ou aux autres 
fonctions cellulaires de E2F1  

I.2 E2F1 et SC35 coopèrent pour induire l'apoptose 

I.2.1 Caractérisation d'une nouvelle voie de signalisation par laquelle 
E2F1 induit l'apoptose. 

La protéine E2F1 est capable d'induire l'apoptose des cellules par deux mécanismes 

différents: (1) d'une manière dépendante de la transcription par transactivation de gènes cibles 

apoptotiques variés, tels que p14ARF, p73, Apaf-1, certaines caspases, Bcl-2, Bad et les co-

facteurs pro-apoptotiques de p53, ASPP1 et ASPP2; (2) de manière indépendante de la 

transcription par inhibition des voies de signalisation anti-apoptotiques ou par stimulation des 

voies pro-apoptotiques (Bell, et al., 2006; Iaquinta and Lees, 2007). Dans cette étude, nous 

identifions un nouveau mécanisme par lequel E2F1 induit l’apoptose, via le contrôle de 

l’épissage alternatif de gènes apoptotiques. De façon importante, certains des gènes dont 

l’épissage est modifié par E2F1 sont des gènes ciblés transcriptionnellement par E2F1, 

suggérant l’existence d’un double niveau de contrôle pour induire l’apoptose. 

L'apoptose est un processus cellulaire dans lequel l'épissage alternatif joue un rôle 

régulateur très important puisque l'expression d'un grand nombre de gènes apoptotiques est 

régulée par épissage alternatif produisant des isoformes protéiques aux fonctions antagonistes: 

pro- ou anti-apoptotiques. De façon importante, il a été montré que certains facteurs d'épissage 

sont impliqués dans l'apoptose. Par exemple, la perte de SF2/ASF induit l'apoptose (Li, et al., 

2005) indiquant que SF2/ASF est une protéine anti-apoptotique dans certains modèles. A 
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l’inverse, une autre étude démontre que l'expression ectopique de SC35 modifie l'épissage 

alternatif de l'ARNm de la caspase-2 en faveur de son isoforme pro-apoptotique et induit

l’apoptose (Jiang, et al., 1998). Ces données indiquent un rôle distinct des protéines SR dans la 

régulation de l'apoptose qui pourrait dépendre du type cellulaire, mais aussi des voies de 

signalisation qui se trouvent en amont de ces facteurs d'épissage et qui régulent leur expression 

et leur activation au cours de l'apoptose. Dans cette étude, nous identifions E2F1 comme un 

acteur régulant en amont l’expression de SC35 pour induire l’apoptose. En accord avec ces 

résultats, la neutralisation de SC35 par ARNi dans nos cellules inhibe l'apoptose induite en 

réponse à E2F1.  

Nous avions préalablement montré au laboratoire que E2F1, via la modification de la 

balance des isoformes c- FLIPCourt/c-FLIPLong , induisait l'activation de la caspase-8 au niveau 

du DISC et par ce biais l'apoptose (Salon, et al., 2006). Rien n'était connu jusqu'alors sur les 

facteurs d'épissage impliqués dans ce contrôle. Dans ce travail, nous montrons que SC35 

régule négativement l'expression de c-FLIPCourt sans modifier l'expression de c-FLIPLong et 

affecte donc cette balance. Ces résultats sont importants dans la mesure où il a été montré que 

la protéine c-FLIPCourt est un des déterminants majeurs de la réponse des cellules tumorales à 

la voie des récepteurs de mort, Fas ou TRAIL. Puisque la voie TRAIL est actuellement la cible 

d'agents anti-cancéreux, il est tentant de spéculer que SC35 pourrait conditionner la réponse 

des cellules tumorales à ces agents. Nous sommes en train d'élaborer des cellules stables et 

inductibles pour SC35 dans lesquelles nous testerons l'effet de la surexpression de SC35 sur la 

réponse des cellules tumorales à ces thérapies ciblant la voie de récepteurs de mort. De plus, il 

serait intéressant de rechercher si SC35 affecte l'épissage d'autres gènes impliqués dans cette 

voie, tels que Fas lui-même qui est régulé par épissage alternatif, ou Fas Ligand.  

I.2.2 Rôle de cette voie dans la réponse aux agents génotoxiques  

Il est bien connu que E2F1 s'accumule en présence d'un stress génotoxique et engage 

les cellules vers l’apoptose de manière dépendante ou non de p53 (Hong, et al., 2006; Hsieh, et 

al., 2002; Stevens, et al., 2003). A l'inverse, très peu de données existent concernant le rôle des 

protéines SR dans le contexte du stress génotoxique. Pourtant, il a été proposé que des 

altérations de l'épissage alternatif pourraient contribuer à la résistance des cellules tumorales 

aux agents chimiothérapeutiques via la surexpression de variants codant pour les isoformes 

anti-apoptotiques (Hayes, et al., 2006; Mercatante and Kole, 2000). Nous montrons que SC35 

s'accumule en réponse au traitement par le cyclophosphamide et le MMS dans les cellules de 
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carcinomes pulmonaires, et que cette accumulation nécessite E2F1. Nous avons confirmé ces 

données en réponse au cisplatine. De plus, nous montrons que les deux protéines coopèrent 

pour induire l'apoptose, en modifiant l'épissage debcl-x et de la caspase-9 en faveur des 

isoformes pro-apoptotiques. Nos travaux identifient donc SC35 comme un médiateur de la 

réponse au stress. De façon intéressante, des résultats que nous avons obtenu au laboratoire 

indiquent que SC35 s'accumule sous forme phosphorylée dans les cellules traitées par le 

cyclophosphamide ou le cisplatine et est aussi indispensable à l'apoptose des cellules en 

réponse à ces agents. De façon surprenante, nous avons aussi obtenu des résultats 

préliminaires indiquant que SC35 est un facteur de résistance à l'apoptose induite par 

l'étoposide. Il semble donc que SC35 puisse jouer des fonctions antagonistes pro- ou anti-

apoptotiques selon l'agent génotoxique envisagé. Ces résultats sont intéressants car E2F1 est 

aussi capable d'exercer des fonctions pro- ou anti-apoptotiques en réponse aux stress 

génotoxiques, via notamment son rôle dans la réparation des lésions sur l'ADN. Une étudiante 

en M2 au laboratoire étudie actuellement le rôle éventuel de SC35 dans les mécanismes de 

réparation de ces lésions. Ces résultats indiquant un rôle de SC35 dans la réponse aux agents 

génotoxiques sont sont en accord avec d'autres travaux récents montrant que la protéine SC35 

s'accumule dans des fibroblastes BALB/ 3T3 en réponse aux gamma-radiations (Cardoso, et 

al., 2002) ou que le niveau d'expression de certaines protéines SR (SRp55, SRp40, SRp30) 

augmente en réponse à la mitomycine C (Filippov, et al., 2007). Il reste cependant à 

déterminer les gènes cibles de ces protéines dans ce contexte. La compréhension des 

mécanismes moléculaires mettant en jeu ces protéines est importante car elle donnera peut-être 

de nouveaux outils dans le traitement des cellules tumorales avec les agents utilisés en 

chimiothérapie.  
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I.3 SC35 contrôle les fonctions prolifératives de E2F1 

I.3.1 SC35: une protéine qui cycle au cours de la division cellulaire 

Une nouvelle fonction des protéines SR dans le contrôle du cycle cellulaire a été 

décrite (Rasheva, et al., 2006). En accord avec le fait que SC35 est une cible transcriptionnelle 

directe de E2F1, nous montrons que SC35 est une protéine qui cycle. Ainsi, l'ARN et le niveau 

protéique de SC35 varient au cours du cycle cellulaire, avec un pic lors de la transition G1/S 

qui coïncide avec l'augmentation de l'expression de la protéine E2F1, et de certaines de ses 

cibles régulant la progression en phase S comme DHFR et la cycline E. Il faudra maintenant 

vérifier si le recrutement de E2F1 au niveau du promoteur de SC35 varie lui aussi au cours du 

cycle cellulaire afin de savoir si cette régulation de SC35 est bien dépendante de E2F1. De 

plus, il serait aussi intéressant de tester le niveau de phosphorylation de SC35 dans ce 

contexte. De façon importante, nos travaux suggèrent un rôle de SC35 au cours de la 

progression en phase S puisque la neutralisation de SC35 par ARN interférence diminue le 

nombre de cellules en phase S, et inversement sa surexpression augmente le nombre des 

cellules en phase S. Nous avons confirmé ces résultats en réalisation des tests d'incorporation 

de Brdu dans ces cellules, et nous avons montré que la neutralisation de SC35 prévient 

l'incorporation de Brdu, donc la réplication de l'ADN. Ces résultats mettent pour la première 

fois en évidence le rôle de SC35 dans le contrôle de la division cellulaire de cellules tumorales 

humaines, même si un rôle de SC35 dans le contrôle de la transition G2/M a été récemment 

décrit dans des MEF (Xiao, et al., 2007). De plus, nos données identifient certains des gènes 

cibles de SC35 dans ce contexte puisque la neutralisation ou la surexpression de SC35 dans 

nos modèles d'étude affecte le niveau d'expression des protéines cycline E, DHFR ou 

Thymidilate synthase, toutes impliquées dans les processus de réplication de l'ADN et gènes 

cibles de E2F1. 
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I.3.2 SC35: un régulateur des activités transactivatrices de E2F1 

Nos travaux montrent que SC35 potentialise l'activité transactivatrice de E2F1 au 

niveau de certains de ses promoteurs cibles comme cycline E et p45SKP2. En revenant sur notre 

modèle hypothétique (Figure 49), ces résultats suggèrent qu'au cours de la prolifération, E2F1 

pourrait recruter SC35 sur le promoteur de ses gènes, et qu'en réponse, SC35 stimulerait 

l'activité transactivatrice de E2F1 sur ces promoteurs. Dans ce contexte, SC35 se comporterait 

comme un co-régulateur transcriptionnel de E2F1. Récemment, un rôle de SC35 en tant que 

stimulateur de l'élongation de la transcription de gènes spécifiques a été rapporté (Lin, et al., 

2008). S'il s'avère que SC35 est effectivement recruté au niveau du promoteur de certains 

gènes via E2F1 et stimule son activité transactivatrice, SC35 pourrait donc aussi jouer un rôle 

positif sur l'étape d'initiation de la transcription. Nous avons recherché la fixation de SC35 par 

ChIP sur les promoteurs de la cycline E, DHFR ou cycline A dans nos modèles cellulaires, 

sans succès. Nous sommes actuellement en train de refaire ces expériences dans des cellules 

synchronisées car il se peut que la fixation de SC35 sur ces promoteurs soit dépendante du 

cycle. De plus, nous avons obtenu des résultats préliminaires montrant que la neutralisation de 

SC35 prévient la fixation de E2F1 sur le promoteur de la cycline E, suggérant l'existence d'une 

coopération étroite entre les deux protéines au niveau des promoteurs de certains gènes. 

Parallèlement, nous recherchons si SC35 affecte le recrutement de RB au sein des 

complexes transcriptionnels mettant en jeu E2F1. Nous avons déjà obtenu des résultats 

indiquant que SC35 contrôle négativement le niveau d'expression de RB, en accord avec l'effet 

positif exercé sur l'activité transactivatrice de E2F1. Enfin, l'activité transactivatrice de E2F1 

au niveau des promoteurs étant étroitement contrôlée par son interaction avec des protéines 

impliquées dans le remodelage de la chromatine, nous avons entrepris de rechercher si SC35 

ne pourrait pas interagir avec des protéines de ce type. Le travail de Valérie Edmond au 

laboratoire a permis d'identifier une histone acétyltransférase, la protéine Tip60, comme un 

nouveau partenaire de SC35. De façon intéressante, il a été montré que Tip60 est recruté au 

niveau de certains promoteurs cibles de E2F1 et stimule leur activité. 
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II IDENTIFICATION D'UNE NOUVELLE FONCTION 
BIOLOGIQUE DE E2F1 DANS LE CONTROLE DU 
PROCESSUS ANGIOGENIQUE 

II.1 E2F1 affecte la balance des variants pro- versus anti-
angiogéniques du VEGF-A 

Nous montrons dans notre modèle cellulaire d'adénocarcinome pulmonaire H358 

dépourvu de p53 et dans des conditions normoxiques que la protéine E2F1, mais pas sa forme 

mutante E2F1(E132), est capable de diminuer spécifiquement l'expression des isoformes pro-

angiogéniques du VEGF-A (VEGFxxx) au niveau protéique et ARNm. Ainsi, nous confirmons 

l'effet inhibiteur de E2F1 sur l'expression du VEGF et démontrons que E2F1 contrôle 

négativement l'expression du VEGF de façon indépendante de p53. Nous n'avons pas observé 

de variations globales du niveau d'expression entre les isoformes VEGFxxx: VEGF121, 

VEGF165, VEGF189, sous l'effet de E2F1 qui les diminue toutes de la même façon. Ces 

résultats sont en accord avec le fait que E2F1 réprime le promoteur du VEGF-A. Ils suggèrent 

aussi que E2F1 ne module pas l'épissage alternatif des isoformes pro-angiogéniques. A 

l'inverse, nous montrons que E2F1 n'affecte pas négativement le niveau d'expression des 

isoformes anti-angiogéniques VEGFxxxb. Ces résultats indiquent que E2F1 module la balance 

VEGFxxx/VEGFxxxb en faveur des isoformes anti-angiogéniques. Les mécanismes 

moléculaires par lesquels E2F1 favorise l'expression des variants VEGFxxxb pourraient mettre 

en jeu: (1) une inclusion de l'exon 8b via une sélection préférentielle du site distal; (2) une 

augmentation de la stabilité des transcrits VEGFxxxb puisqu'il a été récemment décrit un rôle 

de E2F1 dans le contrôle de la stabilité des ARN (Petrocca, et al., 2008); (3) un effet 

stimulateur de E2F1 sur la traduction des ARNm codant pour les isoformes VEGFxxxb, 

puisqu'il a aussi été montré un rôle de E2F1 dans ce processus (Sylvestre, et al., 2007; Woods, 

et al., 2007). De plus, un travail visant à étudier les voies de signalisation mises en jeu dans 

ces effets a été initié. Ainsi, la voie AKT activée par E2F1 pourrait jouer un rôle dans le 

contrôle de la balance VEGFxxx/VEGFxxxb. Nous étudions l'effet de la wortmannin sur ces 

transcrits. Nos résultats identifient donc E2F1 comme une protéine anti-angiogénique, du 

moins dans nos modèles cellulaires. Une autre étude récente a identifié le co-récepteur NRP1 

(neuropiline 1) comme une cible transcriptionnelle directe de E2F1 dans un modèle neuronal 

(Jiang, et al., 2007). Une de nos hypothèses actuelles est donc que E2F1 pourrait moduler à la 
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fois l'expression du VEGF et sa sécrétion, mais aussi contrôler le niveau d'expression des 

récepteurs du VEGF à la surface des cellules tumorales. Cela impliquerait E2F1 dans un 

contrôle de l'effet paracrine du VEGF sur les cellules endothéliales via la régulation de son 

expression et de sa sécrétion, mais aussi autocrine sur les cellules tumorales via l'effet sur les 

récepteurs. Ceci est d'importance, puisque les thérapies anti-angiogéniques ciblent à la fois le 

VEGF mais aussi ses voies de signalisation via ses récepteurs. Nous sommes actuellement en 

train de regarder l'effet de la surexpression et/ou de la neutralisation de E2F1, sur le niveau des 

récepteurs VEGFR1 et VEGFR2 dans nos modèles d'étude. De plus, nos résultats suggèrent 

que E2F1 pourrait conditionner la réponse des cellules tumorales aux thérapies anti-

angiogéniques. En effet, l'anticorps monoclonal anti-VEGF, bevacizumab (Avastin®), 

reconnait avec la même affinité les isoformes VEGFxxx et VEGFxxxb, et il a été montré que la 

surexpression de l'isoforme VEGF165b diminue la réponse de xénogreffes de carcinomes 

coliques et rénaux à l'Avastin®. Ainsi aujourd'hui, après la découverte des variants anti-

angiogéniques VEGFxxxb, la stratégie dans la recherche des médicaments anti-angiogéniques 

doit être différente. Dans cette stratégie, il faut tenir compte de la balance entre les isoformes 

pro- et anti-angiogéniques en recherchant des facteurs et des voies de signalisation contribuant 

au contrôle de cette balance. Nos travaux identifient E2F1 comme l'un des déterminants de 

cette balance. 

II.2 Rôle des protéines SR dans cette fonction 

Après avoir démontré que E2F1 régule la balance des variants VEGFxxx/VEGFxxxb et 

favorise l'expression des isoformes anti-angiogéniques VEGFxxxb, la question logique était 

d'investiguer le rôle de SC35 dans ces effets. De façon surprenante, nous avons observé que la 

neutralisation par ARN interférence de SC35 dans différentes lignées cellulaires diminue 

fortement l'expression de l'isoforme VEGF165 sans affecter l'expression des isoformes 

VEGF121 et VEGF189. Ces résultats indiquent que SC35 est un régulateur positif de 

l'expression du VEGF165 dans les cellules de carcinomes pulmonaires et n'exerce donc pas les 

mêmes fonctions que E2F1 dans le contrôle de l'expression du VEGF. Ils suggèrent aussi que 

contrairement à E2F1, SC35 est capable de réguler spécifiquement les isoformes 

angiogéniques du VEGF-A. Les facteurs d'épissage de la famille SR pourraient donc contrôler 

l'épissage alternatif des isoformes angiogéniques VEGFxxx. De façon intéressante, une étude 

très récente réalisée dans des cellules normales a identifié un rôle potentiel des protéines SR 

dans le contrôle de la balance entre les isoformes pro-et anti-angiogéniques du VEGF (Nowak, 
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et al., 2008). Cette équipe a identifié la protéine SRp55 comme un régulateur positif de 

l'expression des isoformes VEGFxxxb. A l'inverse, SF2/ASF et SRp40 stimulent l'expression 

des isoformes VEGFxxx au détriment des formes VEGFxxxb.  

Dans nos modèles d'étude, nous avons obtenu des résultats différents selon le modèle 

cellulaire envisagé, puisque la neutralisation de SC35 affecte soit positivement, soit 

négativement l'expression des isoformes VEGFxxxb. Ainsi, la capacité de SC35 à réguler la 

balance des isoformes VEGFxxx/VEGFxxxb pourrait dépendre du type cellulaire et/ou des co-

signaux reçus par la cellule. En accord avec ces données, nous avons pu montrer que SC35 est 

nécessaire à l'augmentation du VEGF165b en réponse à la surexpression de E2F1. Nous 

approfondissons actuellemet ces résultats, en analysant notamment le rôle de SF2/ASF dans 

ces effets. 
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III IMPLICATION DES PROTEINES E2F1 ET SC35 
AU COURS DU PROCESSUS DE 
CARCINOGENESE BRONCHIQUE 

III.1 Expression des protéines E2F1 et SC35 dans les
tumeurs bronchiques 

Comme discuté dans l'introduction, des modifications de l'expression  et/ou de l'activité 

des protéines SR pourraient conduire à une altération des profils d'épissage et à une 

dérégulation de fonctions cellulaires essentielles contribuant à la tumorigénèse. Dans plus de 

90 % des adénocarcinomes pulmonaires, l’expression de E2F1 est très faible, voir 

indétectable, alors que les tumeurs pulmonaires neuroendocrines incluant les carcinomes à 

petites cellules surexpriment E2F1 (Eymin, et al., 2001). Sur la base de nos résultats 

identifiant SC35 comme une nouvelle cible transcriptionnelle de E2F1, il était donc tentant de 

spéculer que les anomalies d'expression de E2F1 détectées dans les tumeurs bronchiques 

pourraient conduire à une dérégulation du niveau d'expression de certaines protéines SR dont 

SC35. A l'heure actuelle, aucune donnée n'existe concernant le niveau d'expression de SC35 

et/ou de sa forme phosphorylée dans une large série de tumeurs pulmonaires. Cependant, il a 

été récemment montré que SF2/ASF était surexprimé dans une série de tumeurs du poumon et 

du colon (Karni, et al., 2007), via notamment une amplification du gène. De plus, certaines 

protéines SR, dont SRp20, sont surexprimées dans les cancers du sein (Stickeler, et al., 1999). 

Ces données sont en accord avec une expression anormale des protéines SR dans les tumeurs 

humaines, susceptible de conditionner en aval des anomalies d'épissage. 

Nous avons entrepris une étude à large échelle de l'expression des protéines SC35 et P-

SC35 par immunohistochimie (IHC) dans les tumeurs pulmonaires. Nos résultats préliminaires 

obtenus sur 86 carcinomes pulmonaires non à petites cellules incluant 48 carcinomes 

malpighiens et 38 adénocarcinomes indiquent que SC35 s'accumule sous forme phosphorylée 

dans la majorité de ces tumeurs comparativement au tissu normal associé. Dans la mesure où 

ces tumeurs, et notamment les adénocarcinomes, expriment de faibles niveaux d'expression de 

E2F1, ces données suggèrent que d'autres régulateurs (autres facteurs de la famille E2F ??) 

pourraient intervenir dans le contrôle de l'expression de SC35 et contribuer à la dérégulation 

de son niveau de phosphorylation. Dans nos modèles cellulaires, une inhibition de la 

phosphorylation de SC35 en présence d'inhibiteurs de la voie AKT a été observée. Il se peut 
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que cette voie soit impliquée dans l'hyperphosphorylation de SC35 détectée dans les tumeurs 

bronchiques. Nous recherchons aussi si le niveau de transcription de SC35 varie entre tissu 

normal et tumoral. De plus, nous souhaitons étendre cette étude aux tumeurs neuroendocrines 

pulmonaires. 

III.2 Conséquences possibles sur la carcinogénèse 
bronchique 

Nous avons conforté les résultats précédemment obtenus au laboratoire démontrant que 

la restauration de l'expression de E2F1 dans des modèles de carcinomes bronchiques non à 

petites cellules (CBnPC) induit l'apoptose (Salon, et al., 2006) et identifié une nouvelle cible 

de E2F1 dans ce contexte. Comme le montre le schéma (Figure 49), la faible expression de 

E2F1 détectée dans les CBnPC pourrait donc favoriser leur survie. Nous avons aussi mis en 

évidence une nouvelle fonction de E2F1 indépendante de p53 dans le contrôle du processus 

angiogénique. Ainsi, la faible expression de E2F1 détectée dans les carcinomes non à petites 

cellules pourrait participer au développement d'une néovascularisation tumorale en modifiant 

la balance des isoformes VEGFxxx/VEGFxxxb en faveur des variants angiogéniques. Nous 

sommes actuellement en train d'étudier les isoformes VEGF165 et VEGF165b dans ces tumeurs 

par IHC. Dans ce contexte, l'accumulation de SC35 détectée dans les CBnPC pourrait 

participer au processus de néo-angiogénèse tumorale en favorisant l'expression des isoformes 

VEGFxxx (Figure 49). Il reste à comprendre pourquoi SC35 n'induit pas l'apoptose dans ces 

tumeurs. Une des possibilités est que l'expression en quantité suffisante de E2F1 soit 

nécessaire aux fonctions apoptotiques de SC35, via notamment l'activation de voies de 

signalisation définies et/ou le ciblage de SC35 au niveau de gènes spécifiques. A l'inverse, 

dans les tumeurs neuroendocrines pulmonaires qui surexpriment E2F1 et SC35, nos résultats 

pourraient permettre d'expliquer des observations préalables faites au laboratoire montrant que 

ces tumeurs expriment peu de VEGF. Puisque dans ces modèles d'études, la neutralisation de 

SC35 affecte diffèrement le ratio des isoformes VEGFxxx/VEGFxxxb, le rôle joué par SC35 

dans ce cadre pourrait là encore dépendre des co-signaux reçus par la cellule. Dans ces 

tumeurs hautement agressives, une des hypothèses est que les protéines E2F1 et SC35 

coopèrent non pas pour induire l'apoptose mais pour stimuler la prolifération cellulaire. En 

effet, nous avons montré que la neutralisation de SC35 dans des modèles cellulaires dérivés de 

tumeurs neuroendocrines diminue l'expression des protéines impliquées dans la progression 

des cellules en phase S et affecte le pourcentage de cellules en phase S. Il reste à savoir 
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pourquoi la voie proliférative prend le dessus sur la voie apoptotique. Une des pistes pourrait 

être la voie AKT dont nous avons montré l'effet sur les fonctions transactivatrices de E2F1 et 

co-activatrices de SC35. Conformément au modèle proposé par Hallstrom dans les tumeurs du 

sein (Hallstrom, et al., 2008), la voie AKT pourrait stimuler les fonctions prolifératives des 

protéines SC35 et E2F1 et inhiber leur fonction apoptotique dans ces tumeurs (Figure 49). 
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Figure 49: Rôle hypothétique des protéines E2F1 et/ou SC35 au cours de la carcinogénèse 
bronchique. 
Se référer au texte pour les explications. 
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Le facteur de transcription E2F1 est une protéine aux fonctions ambigües impliqué à la 

fois dans la progression tumorale ou au contraire dans l'inhibition du développement des 

tumeurs selon le type tissulaire et le contexte génétique envisagés. En accord avec cet effet 

ambivalent, il a été décrit au laboratoire un profil d'expression différentiel de la protéine E2F1 

en fonction des types histologiques de carcinome pulmonaire. Dans ce contexte, un des 

objectifs de mon travail de thèse visait à identifier de nouvelles cibles et fonctions biologiques 

de E2F1 susceptibles d'être dérégulées dans les cancers du poumon, en réponse à l'expression 

anormale de E2F1. 

Dans un premier temps, mon travail a décrit pour la première fois un lien entre E2F1 et 

les protéines de la famille SR régulant l'épissage des transcrits. Nous avons identifié l'une de 

ces protéines, la protéine SC35, comme une cible transcriptionnelle directe de E2F1. Nous 

avons montré que les deux protéines coopèrent pour induire l'apoptose, notamment en réponse 

aux agents génotoxiques, en modifiant les patrons d'épissage de certains gènes apoptotiques 

dont Bcl-x, ou caspase-9, en faveur des transcrits codant pour les isoformes pro-apoptotiques. 

Sur la base de ces résultats démontrant la capacité de E2F1 à réguler les profils d'épissage de 

transcrits contrôlant l'apoptose via la protéine SC35, nous avons dans un second temps émis 

l'hypothèse selon laquelle le VEGF-A, un puissant facteur angiogénique dont l'activité est 

régulé par épissage alternatif pourrait être une cible de E2F1 et/ou SC35. En accord avec cette 

hypothèse, nos résultats montrent que E2F1, dans différentes modèles de carcinomes 

pulmonaires, modifie la balance des variants pro- et anti-angiogéniques du VEGF-A, en faveur 

des isoformes anti-angiogéniques. De plus, la surexpression de E2F1 dans des modèles de 

xénogreffes implantés en sous-cutané chez la souris nude prévient la croissance de ces tumeurs 

et leur néo-vascularisation, via une modification du niveau d'expression des variants 

angiogéniques du VEGF. Ces résultats identifient donc un rôle de E2F1 dans le contrôle des 

processus de néo-angiogénèse tumorale. Finalement, nous avons obtenu des résultats 

impliquant SC35 dans le contrôle des fonctions transactivatrices de E2F1 au niveau de gènes 

contrôlant la division cellulaire, et notamment la synthèse d'ADN.  

En conclusion, ces données indiquent l'existence d'une coopération étroite entre le 

facteur de transcription E2F1 et le facteur d'épissage SC35 dans le contrôle de fonctions 

biologiques essentielles, et amènent des arguments supplémentaires en faveur du couplage 

transcription/épissage. De plus, ces résultats ouvrent des nouvelles perspectives quand aux 

conséquences possibles de l'expression anormale de E2F1 détecté dans les tumeurs 

pulmonaires, tant sur le plan de la néo-angiogénèse tumorale et par ce biais de la réponse aux 

thérapies ciblées anti-angiogéniques, que sur le rôle potentiel des facteurs d'épissage de la 
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famille SR au cours du processus de carcinogénèse bronchique. Ainsi, nos résultats suggèrent 

que les variations d'expression de E2F1 détectées dans les tumeurs bronchiques pourraient être 

à l'origine d'une altération de l'expression des protéines SR, et notamment de la protéine SC35, 

conduisant à des anomalies d'épissage et à une modification de la balance 

prolifération/apoptose/angiogénèse dans les cancers bronchiques. 
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I. ETUDE DE L’EXPRESSION DE LA PROTEINE E3 
UBIQUITINE-LIGASE SKP2 ET CORRELATIONS 
AVEC L’EXPRESSION DES PROTEINES E2F1 ET 
CYCLINE E DANS LES TUMEURS 
PULMONAIRES  

 

Au cours de ma thèse, j'ai contribué à cette étude en effectuant notamment les 

expériences identifiant SKP2 comme une nouvelle cible transcriptionnelles de E2F1. 

a. Présentation de l’étude  
 

La voie de la protéolyse médiée par le système ubiquitine- protéasome joue un 

rôle crucial dans le contrôle du niveau d’expression de certains facteurs dont l’activité 

doit être étroitement régulée, incluant les protéines du cycle cellulaire. La 

polyubiquitination d’un substrat a lieu en trois étapes qui font intervenir successivement 

trois enzymes distinctes: E1 pour l’activation, E2 pour la conjugaison et E3 pour la 

liaison de l’ubiquitine à son substrat. L’enzyme E3-ligase joue de plus un rôle important 

dans la reconnaissance spécifique du substrat. Le complexe protéique SKP1-CUL1-F-

Box- (SCF) appartient à une vaste famille de protéines E3-ligases multimériques qui 

comportent trois composants communs : la protéine adaptatrice SKP1, la protéine de 

structure culline-1 (CUL-1) et la protéine à domaine « Ring Finger » Rbx1/Roc (Zheng, 

et al., 2002). Sur ce complexe multimérique constitutif vient se fixer une protéine 

variable, à domaine F-box, qui contrôle la spécificité du substrat du complexe SCF. La 

protéine SKP2 est l’une des sous-unités possibles de reconnaissance du substrat au sein 

du complexe multiprotéique de dégradation SCF E3-ligase. SKP2 entraîne la dégradation 

de multiples protéines régulatrices clés du cycle cellulaire, dont l’inhibiteur des 

cyclines/CDKs p27KIP1 ou les protéines cycline E et E2F1 (Nakayama and Nakayama, 

2006). SKP2 se comporte ainsi comme un important régulateur de la progression dans les 

différentes phases du cycle cellulaire. Plus récemment, des propriétés oncogéniques de 

SKP2 « in vitro » et « in vivo » ont été caractérisées (Gstaiger, et al., 2001). En accord 
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avec cette activité oncogénique, la protéine SKP2 est surexprimée dans un grand nombre 

de tumeurs humaines (Nakayama and Nakayama, 2006).  

Lors de notre analyse de l’expression de E2F1 dans les différents types 

histologiques de tumeurs pulmonaires, nous avions détecté un haut niveau des transcrits 

de E2F1 dans 75 % des carcinomes à petites cellules surexprimant la protéine alors que 

dans 25 % des cas restants, les niveaux d’expression des ARN messagers et de la protéine 

étaient discordants (Eymin, et al., 2001). Cette dissociation laissait suggérer que 

l’accumulation de E2F1 pourrait aussi être liée à un défaut de dégradation de la protéine. 

Partant sur la base, qu’à l’état physiologique, le niveau protéique de E2F1 est en partie 

régulé par sa protéolyse dépendante de la voie de l’ubiquitine-protéasome (Campanero 

and Flemington, 1997) et met en jeu SKP2, nous nous sommes posés la question d’une 

dérégulation potentielle de l’expression de SKP2 dans les tumeurs bronchiques, et avons 

tenté de rechercher un lien entre l’expression de E2F1 et SKP2 dans ces tumeurs. Dans ce 

contexte, nous avions émis l’hypothèse d’une corrélation inverse entre les deux facteurs, 

un bas niveau de SKP2 étant attendu dans les tumeurs neuroendocrines de haut grade et 

une surexpression dans les CBnPC. Pour cette étude, nous avons entrepris d’analyser 

l’expression protéique de SKP2 et E2F1 dans des échantillons tumoraux issus de 128 

patients porteurs de CBnPC (21 adénocarcinomes, 29 carcinomes malpighiens) et de 

tumeurs à différenciation neuroendocrines (NE) (35 carcinomes à petites cellules, 19 

carcinomes NE à grandes cellules, 10 carcinoïdes atypiques et 14 carcinoïdes typiques) 

par des méthodes semi-quantitatives immunohistochimiques et par western blot. De plus, 

nous avons approfondi l’étude des relations fonctionnelles existant entre ces deux 

facteurs de manière plus dynamique en utilisant des lignées cellulaires issues de 

carcinomes pulmonaires de types histologiques différents. Dans ces modèles, nous avons 

modulé l’expression protéique de SKP2 et E2F1, soit par des systèmes d’induction 

d’expression (transitoire ou stable), soit par neutralisation par la technique des petits 

ARN interférents (siRNA). Certaines expériences de cotransfections transitoires ont été 

réalisées dans des lignées cellulaires aisément transfectables (SaOS2). Nous avons obtenu 

des résultats inattendus.  

Il existe en effet une corrélation directe très significative entre l’expression des 

protéines E2F1 et SKP2 dans les tumeurs à différenciation NE et une absence de 



Annexe 

 

200 

corrélation dans les CBnPC. De plus, un haut niveau d’expression de SKP2 est corrélé à 

un stade avancé de la maladie ainsi qu’à la présence de métastases ganglionnaires 

toujours dans les tumeurs NE de haut grade. Ces résultats indiquent que la surexpression 

de SKP2 participe à la progression des tumeurs neuroendocrines pulmonaires. Sur le plan 

moléculaire, nous avons identifié SKP2 comme une nouvelle cible transcriptionnelle de 

E2F1 dans les cellules carcinomateuses pulmonaires. De manière importante, nous avons 

aussi mis en évidence que SKP2 stimule l’activité transactivatrice de E2F1 sur le 

promoteur de la cycline E. Cette observation a été confortée « in vivo », dans notre série 

de tumeurs, où nous avons montré l’existence d’une étroite corrélation entre les trois 

facteurs protéines E2F1, SKP2 et cycline E dans les tumeurs neuroendocrines 

pulmonaires. Ces données ont permis de montrer que le profil différentiel d’expression de 

E2F1 détecté dans les tumeurs pulmonaires n’implique pas SKP2. De plus, elles mettent 

en évidence l’existence d’une interconnexion étroite entre les oncoprotéines E2F1, SKP2 

et cycline-E, identifiant de nouveaux partenaires de E2F1.  
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E2F-1, Skp2 and cyclin E oncoproteins are upregulated and directly
correlated in high-grade neuroendocrine lung tumors

C Salon1,2, G Merdzhanova1,2, C Brambilla1,2, E Brambilla1,2, S Gazzeri1,2 and B Eymin1,2

1Equipe Bases Moléculaires de la Progression des Cancers du Poumon, Centre de Recherche INSERM U823, Institut Albert Bonniot,
Grenoble Cedex, France and 2Université Joseph Fourier, Grenoble Cedex, France

The transcription factor E2F-1 plays a crucial role in the
control of cellular growth. We previously reported its
differential pattern of expression in human lung tumors.
In this study, we have investigated the relationships
linking the status of E2F-1 and a mediator of its
proteasomal degradation, the S-phase kinase-associated
protein 2 (Skp2) F-box protein. Using immunohistochem-
istry in a series of 129 lung tumors of all histological
types, we demonstrate that Skp2 accumulates preferen-
tially in high-grade neuroendocrine (HGNE) lung carci-
nomas (86%, Po0.0001), and show that Skp2
overexpression is associated with advanced stages
(Po0.0001) and nodal metastasis (Po0.0001) in neu-
roendocrine (NE) lung tumors. Unexpectedly, we observe
that Skp2 and E2F-1 expression directly correlates in NE
lung tumors (Po0.0001). Moreover, using cellular
models, we identify Skp2 as a new E2F-1 transcriptional
target. Furthermore, we also provide evidence that Skp2
interacts physiologically with E2F-1 and stimulates its
transcriptional activity toward the cyclin E promoter.
Consistently, we demonstrate that cyclin E expression
directly correlates with Skp2 (Po0.0001) and E2F-1
(P¼ 0.0001) status in NE lung tumors. Overall, our data
provide the first evidence of a direct and functional
interconnection between the E2F-1, Skp2 and cyclin E
oncoproteins in HGNE lung carcinomas.
Oncogene (2007) 26, 6927–6936; doi:10.1038/sj.onc.1210499;
published online 30 April 2007

Keywords: cyclin E; E2F-1; Skp2; lung tumors

Introduction

Bronchogenic carcinomas arise from the sequential
accumulation of genetic and epigenetic abnormalities
that affect various oncogene and tumor suppressor gene
networks. In this respect, we have previously reported

the constant alteration of p53/Rb signaling pathways in
lung tumors (Brambilla et al., 1993, 1999; Gouyer et al.,
1998). E2F-1, the first-identified member of a family of
transcription factors generically referred as E2F (De-
Gregori, 2002), is located at the interface of both p53/
Rb pathways. E2F-1 is best known for its role in driving
cell cycle progression, a process that is tightly regulated
by its interaction with Rb (Harbour and Dean, 2000).
Moreover, E2F-1 can also trigger p53-dependent or
-independent apoptosis (Ginsberg, 2002). Aiming at
identifying some components of the p53/Rb network
that could contribute to lung carcinogenesis, we
previously observed that E2F-1 is overexpressed in
high-grade neuroendocrine (HGNE) lung tumors,
whereas it is undetectable in a majority of non-small
cell lung carcinoma (NSCLC) (Eymin et al., 2001a).
These results indicate that a deregulated E2F-1 activity
contributes to lung tumorigenesis.

The ubiquitin/proteasome pathway plays a crucial
role in the selective and temporally controlled elimina-
tion of key regulatory proteins. The conjugation of a
polyubiquitin chain on substrates requires the sequential
activity of three distinct enzymes including an ubiquitin–
protein ligase E3 involved in substrate recognition. The
SKP1-CUL1-F-box (SCF) protein complexes belong to
a large family of multi-subunit E3 ligases that consist of
three core components: (1) the adaptator protein SKP1;
(2) the scaffold protein cullin-1 (CUL1) and (3) the
RING-domain protein Rbx1/Roc (Zheng et al., 2002).
Their association with a variable F-box-containing
protein determines the substrate specificity. Initially
identified as a cyclin A/CDK2-interacting protein in
transformed cells (Zhang et al., 1995; Bai et al., 1996),
S-phase kinase-associated protein 2 (Skp2) is the
substrate-recognition subunit of the SCFSkp2 E3 ligase
complex. Through its capacity to target the proteasomal
degradation of key regulators of the cell cycle such as
the cyclin-cdk inhibitor p27Kip1 (Carrano et al., 1999;
Nakayama et al., 2004), the cyclin E (Yeh et al., 2001)
and the E2F-1 (Marti et al., 1999) proteins, Skp2 is
required for cell cycle progression at multiple stages
(Carrano et al., 1999; Deshaies, 1999; Zhang et al., 1995;
Nakayama et al., 2004). Owing to this central role in the
control of cell cycle regulatory proteins proteolysis,
aberrant Skp2 expression is thought to exert oncogenic
properties. Consistently, it has been shown that Skp2
cooperates with H-Ras in transforming primary rodent
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fibroblasts and in inducing tumor formation in nude
mice (Gstaiger et al., 2001). Furthermore, Skp2 expres-
sion is greatly enhanced in a broad spectrum of human
tumors (Nakayama and Nakayama, 2006, for review).
In this setting, it is currently thought that the oncogenic
phenotype resulting from high Skp2 levels is mainly
related to the proteasomal degradation of various Skp2
substrates.

Based on our data demonstrating a differential
pattern of E2F-1 protein expression in human lung
tumors (Eymin et al., 2001a), we wondered whether
some of the proteins involved in the control of E2F-1
proteolysis could be abnormally expressed in these
tumors. In this context, the aim of this study was to
investigate the relationships linking E2F-1 and its
regulator Skp2 in lung cancer.

Results

Skp2 is overexpressed and associated with tumor
progression in HGNE lung tumors
Skp2 expression was studied by immunohistochemistry
(IHC) on a panel of 50 NSCLCs, 25 lung carcinoids and
54 HGNE lung carcinomas. Because Skp2 immunos-
taining was heterogeneous among lung tumors, differ-
ential scores were ascribed in each case according to the
intensity of staining and the percentage of stained cells.
Tumor samples were grouped in three classes as
described in the ‘Materials and methods’ section.
According to this, Skp2 was undetectable (class 0) in
normal lung epithelium adjacent to tumor cells on
sections, as well as in normal lung tissues localized at
distance from lung cancer. As compared to these normal
tissues, we observed a heterogeneous pattern of Skp2
expression with tumors exhibiting either undetectable
(class 0), moderate (class 1) or strong (class 2)

immunostaining (Table 1, Po0.0001). In this setting,
overexpression of Skp2 was observed in 48% (62/129) of
all tumors tested, predominantly in high-grade NE lung
tumors (46/54, 85%) as compared to NSCLC (16/50,
32%) (Table 1 and Figure 1). Consistent with previous
reports (Yokoi et al., 2004; Zhu et al., 2004), high levels
of Skp2 were more frequent in squamous carcinomas
(15/29, 51%) than in adenocarcinomas (1/21, 4%)
(Po0.0001). Moreover, Skp2 was undetectable in 25/25
(100%) atypical and typical lung carcinoids, whereas it
was overexpressed in the majority of high-grade NE lung
tumors, with SCLCs displaying higher levels (34/35, 97%)
than large cell neuroendocrine carcinomas (LCNECs)
(12/19, 63%) (P¼ 0.003). Therefore, these data indicate
that Skp2 overexpression is associated with a high-grade
phenotype in NE lung tumors. To validate these IHC
data, 24 of the 129 tumoral samples were analysed for
Skp2 expression by western blotting and a good con-
cordance (88%) was observed between both techniques
(data not shown).

Then, to characterize further the role of Skp2, we
analysed the relationships between its IHC status and
some clinicopathological parameters (Table 2). When all
histological subtypes were considered, we observed that
Skp2 overexpression was associated with advanced
stages III–IV (Po0.0001) and nodal metastasis
(Po0.0001). Similar correlations were observed in NE
lung tumors (Po0.0001) but not in NSCLCs.

The expression of Skp2 and E2F-1 is directly correlated in
NE lung tumors
We previously reported a differential pattern of E2F-1
protein expression in a series of 60 lung tumors (Eymin
et al., 2001a). In this study, we have extended these
results to a larger series and included atypical and
typical carcinoids (Table 3 and Figure 2). Our data
confirmed our previous results with E2F-1 protein being

Table 1 Immunohistochemical analysis of Skp2 expression in lung cancer according to histological type

Histological type Skp2 expression level

NB Class 0 Class 1 Class 2 Pa

Adenocarcinoma 21 13 7 1
Squamous carcinoma 29 3 11 15 o0.0001b

Total NSCLC 50 16 (32%) 18 (36%) 16 (32%)

Atypical carcinoid 10 10 0 0
Typical carcinoid 15 15 0 0
Total carcinoids 25 25 (100%) 0 0

LCNEC 19 3 4 12
Small cell carcinoma 35 1 0 34 0.003c

Total HGNE carcinoma 54 4 (7%) 4 (7%) 46 (85%)

Total tumors 129 45 (35%) 22 (17%) 62 (48%) o0.0001d

Abbreviations: HGNE, high-grade neuroendocrine; LCNEC, large cell neuroendocrine carcinoma; NB, number of cases in each histological type;
NSCLC, non-small cell lung carcinoma. Immunostaining scores were calculated by multiplying the number of labeled cells (0–100%) by the level of
intensity (1–3). According to this, tumor samples were grouped into three classes (see ‘Materials and methods’ section): class 0 (undetectable
staining), class 1 (moderate staining) and class 2 (high staining considered as Skp2 overexpression). a

w
2 test. bP represents the comparison of Skp2

expression level between adenocarcinoma and squamous carcinoma. cP represents the comparison of Skp2 protein level between LCNEC and
SCLC. dP represents the comparison between each class of Skp2 expression level in all tumors tested.
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predominantly overexpressed in HGNE lung tumors
(46/54, 86%), whereas it was undetectable or faintly
expressed in 90% (45/50) of NSCLCs (Table 3).
Importantly, high amounts of E2F-1 protein were
associated with a high-grade NE phenotype as com-
pared to carcinoids (Table 3; Po0.0001 and Figure 2b).

When we analysed the status of both Skp2 and E2F-1
proteins, we found an unexpected direct correlation in
all tumors tested (Table 4; Po0.0001), as well as in NE
lung tumors (Po0.0001). In contrast, E2F-1 and Skp2
status was not linked in NSCLCs, but we noticed that
64% (32/50) of the cases did not express both proteins.

Skp2 is a transcriptional target of E2F-1
To investigate further the functional relationships
between Skp2 and E2F-1 proteins, we undertook a
series of experiments in cell lines. First, we postulated
that Skp2 could be a new downstream target of E2F-1.
To answer, we neutralized E2F-1 using siRNA in the
small cell lung carcinoma (SCLC) cell line H69 and
analysed Skp2 expression by immunoblotting and
reverse transcription–PCR (RT–PCR). As shown in
Figure 3a, the knockdown of E2F-1 was associated with
a significant downregulation of both Skp2 protein (left
panel) and mRNA levels (right panel). Furthermore,
using a stable E2F-1 tetracycline-inducible clone (H358/
Tet-On) that we previously established in the human
lung adenocarcinoma cell line H358 (Salon et al., 2006),
we observed an increase in Skp2 mRNA (Figure 3b,
right panel) and protein (Figure 3b, left panel) expres-
sion upon doxycyclin induction. Altogether, these data
indicate that Skp2 expression is positively regulated by
E2F-1. Then, we investigated whether E2F-1 was able to
control Skp2 promoter activity. A549 cells were
transfected with a plasmid encoding the luciferase
protein under the control of the human Skp2 promoter,
together with increasing amounts of an E2F-1 expres-
sion vector. Because of their low transfection efficiency,
H69 cells could not be used here. As reflected by the
increase in luciferase activity, E2F-1 was able to activate
in a dose-dependent manner the Skp2 promoter in these
cells (Figure 3c, left panel). Similar results were obtained
in the H1299 cell line (Figure 3c, right panel). Therefore,
these data demonstrate that Skp2 is a transcriptional
target of E2F-1. Interestingly, we noticed that the Skp2

Figure 1 (A) Immunostaining of normal lung parenchyma and
lung cancer tissue on paraffin-embedded sections using an anti-
Skp2 monoclonal antibody (2C8D9, Zymed). (a) Absence of
immunostaining in the columnar epithelium lining a normal
bronchial structure (o1% of positive cells). (b) Negative immu-
nostaining (class 0) in a typical carcinoid. (c and d) Strong positive
nuclear immunostaining (class 2) on (c) most or (d) 50% of tumor
cells in SCLCs. (e) Weak nuclear immunostaining (class 1) in a
squamous cell carcinoma. (f) Negative immunostaining (class 0) in
an adenocarcinoma. (B) Mean scores7standard deviation of Skp2
protein expression according to the histological subtypes.

Table 2 High levels of Skp2 correlate with advanced stages and nodal metastasis in NE lung carcinomas

NB Total tumors NSCLC NE carcinoma

Classes 0–1a Class 2b Pc Classes 0–1a Class 2b Pc Classes 0–1a Class 2b Pc

Stage I–II 61 45 16 19 9 26 7
Stage III–IV 68 22 46 o0.0001d 15 7 NSd 7 39 o0.0001d

N0 56 43 13 19 8 24 5
N1–N3 73 24 49 o0.0001e 15 8 NSe 9 41 o0.0001e

Abbreviations: NB, number of cases; NE, neuroendocrine; NS, nonsignificant; NSCLC, non-small cell lung carcinoma. aUndetectable or low level
of Skp2 staining. bStrong Skp2 staining considered as Skp2-overexpressing cases. c

w
2 test. dP represents the comparison of Skp2 classes of expression

between low stages and high stages in all tumors, NSCLC or NE carcinoma. eP represents the comparison of Skp2 protein expression between
tumors with (N1–N3) or without (N0) nodal metastasis in all tumors, NSCLC or NE carcinoma.
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promoter response to E2F-1 increasing levels was
stronger in H1299 cells deriving from a large cell
carcinoma with NE features than in A549 adenocarci-
noma cells. These data were consistent with our findings
of a direct correlation between E2F-1 and Skp2 in NE
lung tumors.

Skp2 interacts with and stimulates the transcriptional
activity of E2F-1
It was previously demonstrated that Skp2 interacts with
and acts as a transcriptional cofactor of c-Myc (Kim
et al., 2003; Von der Lehr et al., 2003). These data
prompted us to investigate whether Skp2 could also
regulate E2F-1 transcriptional activity. First, we tested
the possibility that E2F-1 and Skp2 could physiologi-
cally interact in our cellular models. As illustrated, E2F-
1 was clearly recovered from Skp2 immunoprecipitates
obtained from H69 (Figure 4a) or H810 (data not

shown) NE lung carcinoma cell lines. More importantly,
an E2F-1/Skp2 complex was also detected in cellular
extracts obtained from three SCLCs with high levels of
both proteins (Figure 4b). Altogether, these data
demonstrate that Skp2 interacts with E2F-1 in HGNE
human lung cell lines as well as in primary tumors.

Table 3 Immunohistochemical analysis of E2F-1 expression in lung
cancer according to histological type

Histological type E2F-1 expression level

NB Class 0a Class 1b Pc

Adenocarcinoma 21 19 2
Squamous carcinoma 29 26 3
Total NSCLC 50 45 (90%) 5 (10%)

Atypical carcinoid 10 8 2
Typical carcinoid 14 12 2
Total carcinoids 24 20 (83%) 4 (17%)

LCNEC 19 6 13 Po0.0001d

Small cell carcinoma 35 2 33
Total HGNE carcinoma 54 8 (14%) 46 (86%)

Total tumors 128 73 (57%) 55 (43%)

Abbreviations: HGNE, high-grade neuroendocrine; LCNEC, large cell
neuroendocrine carcinoma; NB, number of cases in each histological
type; NSCLC, non-small cell lung carcinoma. Tumors were grouped
into two classes according to their score of E2F-1 staining. aTumors
with undetectable or low level of E2F-1 staining. bTumors with high
level of E2F-1 staining, considered as overexpressing cases. c

w
2 test. dP

represents the comparison of E2F-1 expression level between total
carcinoids and total HGNE carcinoma.

Figure 2 (A) Immunostaining of normal lung parenchyma and
lung cancer tissue on paraffin-embedded sections using an anti-
E2F-1 monoclonal antibody (KH95, Pharmingen). (a) Absence of
immunostaining in hyperplastic bronchiolar cells. (b) Weak
positive immunostaining (class 1) in an atypical carcinoid consist-
ing in few scattered positive cells (arrow). (c) Strong positive
nuclear staining (class 2) detected on at least 50% of tumor cells in
an SCLC. (d) Negative immunostaining (class 0) in an adenocarci-
noma. (B) Mean scores7standard deviation of E2F-1 protein
expression according to the histological subtypes.

Table 4 Skp2 and E2F1 expression is directly correlated in NE lung carcinomas

Histological types NB Skp2 expression level Pc

Classes 0–1a Class 2b

E2F1+d E2F1�e E2F1+d E2F1�e

NSCLC 50 2 (4%) 32 (64%) 2 (4%) 14 (28%) NS
NE carcinoma 78 7 (9%) 25 (32%) 43 (55%) 3 (4%) o0.0001

Total tumors 128 9 (7%) 57 (45%) 45 (35%) 17 (13%) o0.0001

Abbreviations: NB, number of tumoral samples; NE, neuroendocrine; NS, nonsignificant; NSCLC, non-small cell lung carcinoma. aUndetectable
or low level of Skp2 staining. bHigh levels of Skp2 staining and considered as Skp2-overexpressing cases. c

w
2 test. dE2F1+, tumors overexpressing

E2F1. eE2F1�, cases without E2F1 overexpression.
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Then, we asked whether Skp2 could regulate E2F-1
transcriptional activity. To answer, A549 cells were
transfected with plasmids encoding the luciferase under
the control of cyclin E promoter, a well-known E2F-1
target gene (Soucek et al., 1997), E2F-1 and increasing
amounts of Skp2. As reflected by the increase in
luciferase levels, the cyclin E promoter was activated
upon E2F-1 expression (Figure 4c). Importantly, the
addition of Skp2 stimulated in a dose-dependent manner
the transcriptional activity of E2F-1 in this setting
(Figure 4c). In contrast, Skp2 alone was unable to
promote cyclin E activation, nor to stimulate the activity
of a control pGLuc vector (Figure 4c). Taken together,
these results indicate that Skp2 stimulates the transcrip-
tional activity of E2F-1. Similar results were obtained in
H1299 cells as well as in another cellular model, the
human osteosarcoma cell line SAOS2 (Figure 3d).

Relationships between Skp2, E2F-1 and cyclin E status
in human lung tumors
The above results led us to examine whether Skp2, E2F-
1 and cyclin E expression was linked in human lung
tumors. First, we analysed the status of the cyclin E
protein in our series of lung tumors (Table 5 and
Figure 5). As compared to normal lung tissues in which
immunostaining was not detectable (Figure 5A,a), we
observed a heterogeneous pattern of cyclin E expression
with tumors exhibiting either undetectable (class 0),
moderate (class 1) or strong (class 2) immunostaining
(Table 5, Po0.0001). Interestingly, we noticed that
cyclin E was undetectable in 100% of carcinoids,
whereas high levels were observed in 21% (4/19) of
LCNEC and 71% of SCLC (25/35) (Table 5, P¼ 0.001).
In addition, a strong cyclin E immunostaining was
associated with advanced stages III–IV (Po0.0001) and

Figure 3 Skp2 is a transcriptional target of E2F-1. (a) The SCLC cell line H69 was transfected with either mismatch or E2F-1 siRNA
as indicated. Skp2 protein and mRNA levels were detected by immunoblotting (left panel) or RT–PCR (right panel), respectively.
(b) H358 stable E2 F1-inducible clones were incubated in the presence (þ ) or absence (�) of 1mg/ml doxycyclin for 72 h as indicated.
E2F-1 and Skp2 protein expression were detected by immunoblotting (left panel). Skp2 mRNA level was analysed by RT–PCR (right
panel). (c) A549 lung adenocarcinoma and H1299 large cell lung carcinoma cell lines were cotransfected for 48 h with 1mg of a Skp2-luc
plasmid encoding the luciferase under the control of the Skp2 promoter and increasing amounts of a pCMV-E2F-1 vector. The
luciferase activity obtained in cells transfected with Skp2-luc alone was normalized to 1 and a relative luciferase activity was then
calculated for each condition.
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nodal metastasis (Po0.0001) in these tumors (data not
shown). Thus, as for Skp2 and E2F-1, accumulation of
cyclin E appears to be a hallmark of a high-grade
phenotype in NE lung tumors.

Then, we studied the relationships linking Skp2, E2F-1
and cyclin E proteins in our series of lung tumors. As
shown in Table 6, we found a direct correlation between
cyclin E and Skp2 (Po0.0001) or E2F-1 (P¼ 0.0001)
expression in NE lung tumors. In contrast, no significant
correlation was found in NSCLC. Furthermore, the
expression profile of the three proteins was associated
(either undetectable or overexpressed) in 56% (71/126)

of all tumors tested, more frequently in NE tumors
(66%) as compared to NSCLC (40%) (Supplementary
Table 1, P¼ 0.006).

Discussion

The Skp2 protein, one of the F-box protein of the E3-
ubiquitin ligase SCF complexes, targets a variety of cell
cycle regulators for proteasomal degradation (Nakaya-
ma and Nakayama, 2006, for review). In this respect,
Skp2 acts as a growth promoter deregulation of which is
thought to exert oncogenic functions. The Skp2 gene is
located at 5p13, a region that is commonly amplified in
lung cancer. Consequently, Skp2 amplification and
overexpression have been reported in NSCLC cell lines
and primary tumors (Yokoi et al., 2004; Zhu et al., 2004;
Takanami, 2005). In contrast, Skp2 status has been
poorly investigated in NE lung tumors (Yokoi et al.,
2002). In agreement with previous studies, we report
that Skp2 is overexpressed in 32% of NSCLC, especially
in squamous carcinomas. More importantly, we demon-
strate for the first time that HGNE lung tumors display
a more frequent Skp2 upregulation (46/54; 86%) than
NSCLC (Po0.0001), and that Skp2 protein expression
is undetectable in low-grade NE typical and atypical
carcinoids. Elevated expression of Skp2 was previously
linked to positive lymph node metastasis, advanced
stages and poor or moderate differentiation in NSCLC
(Yokoi et al., 2004). In addition, a high level of Skp2
protein was also reported as an independent poor
prognostic marker (Osoegawa et al., 2004; Zhu et al.,
2004). In this study, we did not find any correlation
between Skp2 overexpression and either of these
clinicopathological parameters in NSCLC. In contrast,
we observe that high levels of Skp2 expression are
associated with advanced stages (III–IV) and nodal
metastasis in NE lung tumors. Overall, our data support
the notion that overexpressed Skp2 acts as an oncogenic
protein in HGNE lung tumors.

It is currently thought that the oncogenic properties
of Skp2 are related to its ability to induce the
ubiquitination and proteasomal degradation of its cell
cycle targets (Nakayama and Nakayama, 2006, for
review). Therefore, based on our previous demonstra-
tion of an altered pattern of E2F-1 expression in human
lung cancer (Eymin et al., 2001a), we had hypothesized
that the status of E2F-1 and Skp2 proteins could be
inversely related in these tumors. In this study, we did
not observe any significant correlation between both
proteins in NSCLC. In contrast and unexpectedly, Skp2
and E2F-1 status was directly correlated in NE lung
tumors, with a predominant upregulation of both
proteins in HGNE lung tumors (78% of the cases). In
addition, a direct correlation between Skp2 and cyclin E
(Po0.0001, this study) or p27Kip1 (P¼ 0.006; data not
shown), another target of Skp2-mediated proteolysis
(Carrano et al., 1999; Nakayama et al., 2004), was also
observed in these carcinomas. Taken together, these
results clearly demonstrate that overexpression of Skp2
does not always correlate with the downregulation of its

Figure 4 Skp2 interacts with E2F-1 and stimulates its transcrip-
tional function toward the cyclin E promoter. (a and b)
Endogenous Skp2 protein was immunoprecipitated from (a) H69
or (b) SCLC extracts (T1, T2 and T3) with an anti-Skp2 antibody.
Immunoblotting was carried out with an anti-E2F-1 antibody. An
irrelevant IgG was used as a negative control for immunoprecipita-
tion. (c and d) Luciferase experiments were performed in A549,
H1299 and SAOS2 cell lines cotransfected for 48 h with 1mg pGL2-
cyclin E encoding the luciferase under the control of the cyclin E
promoter or 1mg pGL2 as a control, in the presence or absence of
50 ng pCMV-E2F-1 and increasing amounts of pcDNA3-Myc-
p45Skp2 (100 and 250 ng), as indicated. The luciferase activity
obtained in cells transfected with pGL2-cyclin E or pGL2 was
normalized to 1 and a relative luciferase activity was then
calculated for each condition.
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main targets in tumors. What might be the potential
explanations for such observation? One plausible
hypothesis is that the activity of SCFSkp2 complexes is

altered in HGNE lung tumors, maybe due to mutations
or loss of expression of either SCF members. This could
explain the concomitant expression of Skp2, E2F-1 and
cyclin E proteins in these tumors. It remains to
determine whether alterations of other SCF components
exist in human lung tumors. In addition, our results
suggest that Skp2 overexpression might have proteaso-
mal-independent functions. Another but not exclusive
explanation is the existence of a positive loop linking
E2F-1 and Skp2 protein expression. In agreement with
such hypothesis, we provide evidence that Skp2 is a
transcriptional target of E2F-1. Interestingly, in a gene
expression profiling analysis, Vernell et al. (2003) had
observed that Skp2 expression is upregulated in
response to E2F-1. Furthermore, during the course of
our study, it was demonstrated that E2F-1 directly
interacts with the human Skp2 promoter and positively
regulates its activity in various cellular models (Zhang
and Wang, 2006). Therefore, our demonstration of a
direct correlation between E2F-1 and Skp2 in HGNE
lung tumors provides a physiological relevance to the
observations made in cell lines.

Finally, how could Skp2 and E2F-1 overexpression
contribute to the development of HGNE lung tumors?
We demonstrate that endogenous Skp2 and E2F-1
proteins interact in HGNE lung carcinoma cell lines
and identify for the first time an Skp2/E2F-1 complex in
SCLCs. Moreover, using various cellular models, we
show that Skp2 stimulates the transcriptional activity of
E2F-1 toward the cyclin E promoter and identify a
direct relationship linking cyclin E with Skp2
(Po0.0001) and E2F-1 (P¼ 0.0001) proteins in NE
lung tumors. Interestingly, 93% (27/29) of the tumors
overexpressing the three proteins were HGNE lung
tumors, indicating that their concomitant upregulation
is highly predictive of a high-grade NE phenotype.
Therefore, besides its ability to induce cyclin E
proteasomal degradation (Nakayama et al., 2000; Yeh
et al., 2001), Skp2 could also induce cyclin E expression,
notably through E2F-1 activation. Such differential

Table 5 Immunohistochemical analysis of cyclin E expression in lung cancer according to histological type

Histological type Cyclin E expression level

NB Class 0a Class 1a Class 2a Pb

Adenocarcinoma 21 9 4 8
Squamous carcinoma 28 4 6 18 0.07 (NS)
Total NSCLC 49 13 (27%) 10 (20%) 26 (53%)

Atypical carcinoid 10 10 0 0
Typical carcinoid 15 15 0 0
Total carcinoids 25 25 (100%) 0 0 NS

LCNEC 19 7 8 4
Small cell carcinoma 35 4 6 25 0.001
Total HGNE carcinoma 54 11 (20%) 14 (26%) 29 (54%)

Total tumors 128 49 (38%) 24 (19%) 55 (43%) o0.0001

Abbreviations: HGNE, high-grade neuroendocrine; LCNEC, large cell neuroendocrine carcinoma; NB, number of cases in each histological type;
NS, nonsignificant; NSCLC, non-small cell lung carcinoma. Tumors were grouped in three classes according to their score of cyclin E staining.
aClass 0 (undetectable staining), class 1 (moderate staining) and class 2 (high staining considered as overexpressing cases). b

w
2 test.

Figure 5 (A) Immunostaining of lung cancer tissues on paraffin-
embedded sections using a monoclonal anti-cyclin E antibody. (a)
Absence of staining in epithelial cells lining a bronchiolar structure
and in pneumonocytes. (b) Negative immunostaining (class 0) in a
typical carcinoid. (c) Strong positive nuclear staining (class 2) on a
majority of tumor cells in an SCLC. (d) Strong positive nuclear
staining (class 2) detected on most tumor cells in a squamous cell
carcinoma. (B) Mean scores7standard deviation of cyclin E
protein expression according to the histological subtypes.
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Skp2-mediated cyclin E control could depend on the
cellular context (normal versus tumoral tissues) and/or
on the coactivated signals (E2F-1 upregulation).

To conclude, our data provide the first evidence of a
direct correlation linking the E2F-1, Skp2 and cyclin E
oncoproteins in HGNE lung tumors and suggest that
their cooperation might contribute to the tumorigenesis
of these highly aggressive lung carcinomas.

Materials and methods

Tissue samples
One hundred and twenty-nine human lung tumors were
included in this study. Tissue samples were taken at surgical
resection of lung tumors in 103 cases or at mediastinoscopy of
node metastases in five cases of LCNECs and 21 cases of
SCLCs. Tumor tissues and normal lung parenchyma were
immediately frozen and stored at �801C until use. For
histological classification, tumor samples were fixed in
formalin and the diagnoses were made on paraffin-embedded
material using the current World Health Organization Inter-
national Histological Classification of Lung Tumors criteria
(Travis et al., 1999). They consisted of 29 squamous cell
carcinomas, 21 adenocarcinomas, 19 LCNECs and 35 SCLCs,
15 typical carcinoids and 10 atypical carcinoids. Sixty-three
patients were suffering from nodal metastasis at the time of
diagnosis.

Immunohistochemistry
Skp2 and cyclin E immunohistochemical analyses were carried
out on formalin-fixed and paraffin-embedded tissue sections.
Four-micrometer sections were dehydrated in xylene and
rehydrated in graded ethanol solutions. Endogenous perox-
ydase activity was blocked by immersion in H2O2 solution. For
Skp2, the antigen immunoreactivity was enhanced by micro-
waving the sections for 3� 5 min in ethylenediaminetetraacetic
acid buffer, pH 8. Then, a classical three-step immunohisto-
chemical method was applied. The primary antibody (clone
2C8D9) was used at a 1:100 dilution. Cyclin E immunodetec-
tion was performed using the Ventana Discovery Autostainer

(Ventana Medical International Inc., Illkirch, France). Cut
sections were boiled for 60 min in citrate buffer (pH 6) for
heat-induced epitope retrieval. The primary antibody (clone
13A3) was applied at a 1:10 dilution for 1 h. E2F-1 protein
expression was detected on frozen sections using the KH95
monoclonal antibody diluted at 1:100, as previously described
(Eymin et al., 2001a). Slides incubation with normal rabbit or
mouse IgG at the same concentration as the primary
antibodies served as negative controls.

Immunohistochemical staining evaluation
Skp2, E2F-1 and cyclin E immunostainings were evaluated by
two independent observers (CS and EB) in distinct areas of the
slide sections for correlation and confirmation of tissues
analysis and scored by taking into account the tumor
heterogeneity. A final score (0–300) was established by
multiplying the percentage of labeled cells (0–100%) with the
intensity of staining (1þ , 2þ , 3þ ). According to the final
scores, tumoral samples were divided in three classes as follow:
(1) class 0, no staining; (2) class 1, score o60 for Skp2 or o40
for cyclin E and E2F-1; (3) class 2, score X60 for Skp2 or X40
for cyclin E and E2F-1. Samples with a final score X60 were
considered as tumors overexpressing Skp2. Cyclin E and
E2F-1 overexpressing cases displayed a final score X40. Stro-
mal cells and background normal lung were negative for all the
three tested proteins. Correlations between the expression of
various factors and clinicopathological parameters were based
on the w

2 test, with a P-value p0.05 considered significative.

Cell lines, plasmids, siRNA and transfection
The A549 human lung adenocarcinoma, H1299 human large
cell lung carcinoma with NE features and SAOS2 human
osteosarcoma cell lines were cultured as previously described
(Eymin et al., 2001b). The H69 SCLC cell line was cultured in
5% CO2 at 371C in RPMI-1640 medium supplemented with
10% (v/v) heat-inactivated fetal calf serum, 2.5 mg/ml glucose,
10 mM HEPES and 1 mM sodium pyruvate. The H358/Tet-On/
E2F-1 inducible clones were obtained as previously described
(Salon et al., 2006). Plasmids used were pcDNA3.1, pCMV-
E2F-1, pGL2-cyclin E encoding the luciferase protein under
the control of the cyclin E promoter, pcDNA3-Myc-Skp2 and
Skp2-luc encoding the luciferase under the control of the

Table 6 Direct correlation between cyclin E and Skp2 or E2F1 immunostaining in NE lung carcinomas

Histological type NB Skp2 expression level Pc

Classes 0–1a Class 2b

Cyclin E+d Cyclin E�e Cyclin E+d Cyclin E�e

NSCLC 49 15 18 11 5 NS
NE carcinoma 79 1 32 28 18 o0.0001

Histological types NB E2F-1 expression level Pc

Tumors without E2F-1 overexpressionf Tumors with E2F-1 overexpressiong

Cyclin E+d Cyclin E�e Cyclin E+d Cyclin E�e

NSCLC 49 22 23 4 0 NS
NE carcinoma 78 2 26 27 23 0.0001

Abbreviations: NB, number of tumoral samples; NE, neuroendocrine; NS, nonsignificant; NSCLC, non-small cell lung carcinoma. aTumors with
an undetectable or moderate Skp2 immunostaining. bSkp2-overexpressing tumors. c

w
2 test. dCyclin E+, tumors overexpressing cyclin E using

immunohistochemistry. eCyclin E�, cases without cyclin E overexpression. fTumors with undetectable or low level of E2F-1 immunostaining.
gTumors overexpressing E2F-1.
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human Skp2 promoter region spanning from �272 to þ 244
residues. Luciferase assays were performed as previously
described (Eymin et al., 2001b). The sequences specifically
targeting human e2f-1 RNA were 50-GUCACGCUAUGAGA
CCUCATT-30 and 50-ACAAGGCCCGAUCGAUGUUT
T-30. The scrambled siRNA oligonucleotides were 50-AAAG
GUGACGCUGACGAAGTT-30 and 50-CAAGAAAGGCCA
GUCCAAGTT-30. Cells were transiently transfected either
with Fugene 6 (Roche Diagnostic, Meylan, France) or JetSI
(Polyplus transfection, Ozyme, Saint Quentin Yvelines,
France).

Immunoblotting and immunoprecipitation experiments
Immunoblotting and immunoprecipitation experiments were
performed as previously described (Eymin et al., 2001a). The
antibodies were anti-actin (Sigma, St Louis, MO, USA), anti-
E2F-1 (C-20, Santa Cruz, Tebu, Le Perray en Yvelines,
France; KH-95, Pharmingen, BD Biosciences, Erenbodegen,
Belgium), anti-cyclin E (13A3, Novocastra, Tebu, Le Perray en
Yvelines, France) and anti-Skp2 antibodies (Skp2-2B12 and
2C8D9, Zymed, Clinisciences, Montrouge, France; H-435,
Santa-Cruz).

RT–PCR analysis of Skp2 mRNA level
PCR was carried out for 30 cycles using the following
conditions: 941C for 30 s; 571C for 30 s and 721C for 30 s.
The primers used were: Skp2 forward (sense) 50-TCAACT
ACCTCCAACACCTATCAC-30; Skp2 reverse (antisense) 50-
GACAACTGGGCTTTTGCAGT-30. Amplification of a frag-
ment of the cDNA of G3PDH (Invitrogen, Cergy Pontoise,
France) was performed in the same PCR as an internal
control.
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