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Abreviations

ADC: adénocarcinome
AIF: Apoptosis Inducing Factor
APAF-1: Apoptotic Protease Activating Factor 1
ARF: Alternative Reading Frame
ARN: Acide Ribonucléique
ARNmM: ARN messager
ATM/ATR: Ataxia Telangiectasia Mutated/Ataxia Tetpectasia and Rad3 Related
BCL-2: B-Cell Lymphoma Protein 2
CAP: capping de 'ARNmM
CARD: Caspase Recruitement Domain
Caspases: Cystein Aspartic Acid-Protease
CAT: chloramphenicol acetyl trasferase
CBnPC: carcinomes broncho-pulmonaires non a peatéksies
CCK-B: Cholecystokinin —B/gastrin
c-FLIP: FADD-ICE like Inhibitory Proteins
ChIP: chromatin immunoprecipitation
CHK 1/2: Checkpoint Kinase 1/2
CPC: carcinomes a petites cellules
Crm A: Cytokine response modifier gene A
CTD: domaine carboxyterminal de I'ARN polymérase II
DBD: deuxieme domaine de liaison a 'ADN
DD: Death Domain
DED: Death Effector Domain
DHFR: DiHydroFolate Reductase
DISC: Death Inducing Signaling Complex
DR4/5: Death Receptor 4/5
E2F1: E2F Factor 1
ECM: matrice extracellulaire
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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Abreviations

FGF: Fibroblast Growth Factor
FLIPc: isoforme courte de FLIP; FLiPisoforme 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 |
IGF-1: Insulin-like Growth Factor-1
IGHD II: Isolated Growth Hormone Deficiency type Il
IHC: immunohistochimie
IL-1a: interleukin-Tn
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 mammifere
PDGF: Platelet-Derived Growth Factor
P13 Kinase: Phosphatidylinositol
PKCI-1: Protein Kinase C-Interacting protein
PLGF: Placental Growth Factor
pol II: Polymérase Il
PP1: Protein Phosphatase 1
prée-ARNm: ARN pré-messagers
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Abreviations

PSF: Polypyrimidine tract-binding protein-assodaigelicing factor
Py: enchainements de pyrimidine

RBD: RNA Binding Domain

RRM: RNA Recognition Motif

RT-PCR: Reverse Transcriptase Polymerase ChairntiBeac
RT-gPCR: Real Time Quantitative PCR

SELEX: Systematic Evolution of Ligands by Exponehé&nrichment
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: Transforming growth factgs-

TNF a: Tumor necrosis factar

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 agid
UsnRNP: Uridine-rich Small Nuclear Ribonucleopdetic
VEGF: Vascular Endothelial Growth Factor

VEGFR 1/2: Vascular Endothelial Growth Factor Recef/2
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Mon travail de these a porté sur le role du facteutranscription E2F1 dans les cancers du pournan e
permis notamment de mettre en évidence un lieredB®F1 et certaines des protéines contrélant le
processus de |'épissage alternatif des transcrits.
C'est pourquoi, j'ai choisi de scinder mon intrdguchbibliographique en trois parties:
» Une premiere partie présentant le modéle du cadaepoumon et les grandes lignes de la
carcinogénése bronchique.
» Une seconde partie axée sur les fonctions biolegigde E2F1 et sa contribution a la
pathogénese tumorale.
» Une troisieme partie décrivant brievement ce gligsissage alternatif des pré-ARNms et le réle

d'acteurs protéiques clés de ce processus, l&smestde la famille SR (Serine-Rich Arginine).
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INTRODUCTION : I. Carcinogénése Broncho-pulmonaire

| CARCINOGENESE BRONCHO-PULMONAIRE : RAPPELS
EPIDEMIOLOGIQUES, HISTO-PATHOLOGIQUES ET
PRINCIPALES CARACTERISTIQUES MOLECULAIRES

.1 Epidémiologie des cancers pulmonaires

[.1.1 Données chiffrées

Le cancer bronchopulmonaire constitue la premiatese de mortalité par cancer chez 'lhomme.
En Europe, les derniéres estimations de 2006 iediggue le cancer du poumon estieancer le plus
frequemment diagnostiqué (386000 cas, soit 12,1e%0ds les cas de cancer) apres le cancer du sein
(429900 cas, soit 13,5 %) et le cancer colo-rgdte2900, soit 12,9 %). Chez 'homme, si son inaiden
a légérement reculé depuis 2004, il reste la prentause de mortalité par cancer a I'origine deB834
déces en 2006 (soit 19,7 % de I'ensemble des diéseau cancer). Chez la femme, il est la troisieme
cause de mortalité par cancer (64 100 cas, sd®@d2le 'ensemble de déceés liés au cancer), avec un
pourcentage tres élevé, observé en Europe Cergtaigirope du Nord (Islande, Suéde, Danemark)
(Ferlay, et al., 2007 Figure 1).

Le taux de survie du cancer du poumon a 5 ans meét#ocre, inférieur a 15 % au niveau
mondial (Greenlee, et al., 2000), la moyenne ewopé n'excédant pas 10 % soit a peine mieux que
celle des pays en voie de développement [8, 9%arkii et al., 2005)]. Ce mauvais pronostic est
étroitement lié au fait que 70% des patients piéserun stade avancé et sont donc inopérables au
moment du diagnostic. La survie globale est ent eféss fortement corrélée au stade. Les patients au
stade IA présentent une survie & 5 ans de 70 %hgue a 40 % pour un stade Il et a 5 % lorsque le

diagnostique est posé a un stade métastatique (&tad
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INTRODUCTION : I. Carcinogénése Broncho-pulmonaire

A. Incidence des cancers par localisation en B. Mortalité des cancers par localisation en Europe
Europe en 2006, pour les deux sexes, (en milliers) en 2006, pour les deux sexes, (en milliers)
larynx 25

Esophage [EEJ40
larynx  [EEJ40
Leucémies [RENY05
Cavité bucale/ Pharynx | 100
Utérus | 150
Estomac [ 160

Esophage [EEJ40
Cavité bucale/ Pharynx  [[EJ45
Utérus (Y48
Leucémies [EEEY55
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Prosate Y 5 Esomac | 20
Poumon Y 25 sein |0
Colon/Rectum | 15 Colon/Rectum [ 10
Sein [ —— a0 Poumon T ——— 210
C. Cancers les plus fréquemment D. cancers les plus fréquemment
diagnostiqués chez la femme en diagnostiqués chez I'homme en
Europe en 2006 Europe en 2006
Cancer de
Autres Prostate
Cancer du ncer 20%
Autres sein 29% CZO(:; s
cancers °
42%
° Cancer
colo-rectal
13%
Cancer colo-
rectal 13%
Cancer du
Cancer du Cancer de poumon
poumon 6% l'utérus 10% 17%

Figure 1: Estimation de I'incidence et de la mortatié des cancers en Europe en 2006.

Incidence (A) et mortalité (B) pour les deux sesesfondus. Incidence des cancers les plus fréqebetsla femme (C)
et chez I'homme (D).

Adapté d'aprés Ferlay, et al., 2007.
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INTRODUCTION : I. Carcinogénése Broncho-pulmonaire

1.1.2 Les facteurs étiologiques

Entre 85 et 90 % des déces par cancer bronchiquelsectement attribués au tabagisme et les
tendances de l'incidence ou de la mortalité sontflet de I'évolution de sa consommation. Plugae
composants chimiques ont été détectés dans la fdenéigarette et 40 d'entre eux sont connus poeir ét
des carcinogenes. Selon Williams & Sandler, leuéseplatif dépend de la quantité consommée : Bgas
de 15 pour ¥ paquet par jour a 64 pour 2 paquetgopa (pour un risque a 1 chez un non-fumeur)
(Williams and Sandler, 2001). Ce risque décroitdiarét de la consommation pour stagner a 1,5 — 2
20 ans apres le sevrage tabagique. Cependant &n R@in et ses collaborateurs ont développé un
modele démontrant que ce risque n‘augmente pasateers linéaire avec le nombre de cigarettes
fumées par jour. Sur la base de ces résultatsnilsnéme proposeé l'idée que le potentiel carcinegkn
certaines substances du tabac est réduit chezdssfigneurs (Lubin, et al., 2007). Enfin, 50 % des
cancers bronchiques surviennent chez les non-flsraais un tiers de ces cas est directement lié au
tabagisme passif. Ainsi, il existe une associatiotne le développement d’un cancer bronchopulmenair
et une exposition de longue durée a un tabagism&fpavec un risque relatif évalué a 1,4 (Williams
and Sandler, 2001). De plus, il a été démontré menfant est plus susceptible au tabagisme passif
gu'un adulte. Le tabagisme passif de I'enfant piaiserait I'effet de I'exposition de longue durée
observé chez I'adulte en déterminant le développéhe cancer du poumon (Lee, et al., 2000).

D'autres facteurs comme l'exposition professioenall certains produits industriels ont été
associés au cancer bronchique. L'exposition a éeséd du chrome, du nickel, du bérylium et de
I'arsenic, et a des produits a base de pétrolegmeubitre le risque de cancer du poumon, surtoex c
les fumeurs (Alberg, et al., 2005). Il a été démbdue la fumée de cigarette exerce un effet symnezg
avec I'amiante en ralentissant les battementsresiat la phagocytose des macrophages alvéolages,
qui facilite la rétention pulmonaire des fibresndfante (Craighead, 1984). L'inhalation de produits
radioactifs comme le radon (un gaz radioactif adamille de l'uranium) est également un facteur
étiologique reconnu chez les mineurs. Enfin, ceesipneumopathies interstitielles fibrosantes comme

I'UIP (Usual Interstitial Pneumonia) sont associgese incidence plus élevée de cancer pulmonaire.
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INTRODUCTION : I. Carcinogénése Broncho-pulmonaire

.2 Classification histologique et pTNM des cancerpulmonaires

I.2.1 Classification histologique

L'intérét d’'une telle classification repose sumkacessité de délivrer un diagnostic qui permette
I'inclusion des patients dans des protocoles thetrtigues et serve de base aux études épidémioksgiqu
et biologiques. Il doit reposer sur des criteregdhdgiques simples, reproductibles et donc ubliss
par tous les pathologistes.

La récente classification de 'OMS de 1999 (Tra2@302) et sa mise a jour en 2006 (Travis, et
al., 2006) ont intégré de nouvelles entités depeiles de 1981 et ont redéfini les criteres diagguass
des lésions prénéoplasiques bronchiques. A ce pbeux catégories principales de tumeurs sont
reconnues, notamment en terme de prise en chaggeptutique: (a) les carcinomes broncho-
pulmonaires non a petites cellules (CBnPC) comprieaatre autre les carcinomes malpighiens et les
adénocarcinomes; (b) les tumeurs a différenciateuroendocrine comprenant les carcinoides (typiques
et atypiques), les carcinomes neuroendocrines @ddgsacellules et les carcinomes a petites cellules
(CPC). D’autre part, a la lumiere de cette clasaifon histologique, se dessine un spectre léslonne
d’agressivité croissante pour les tumeurs a difféegion neuroendocrine, qui comprend dans un ordre
croissant d'agressivité: le carcinoide typiquepiye, le carcinome neuroendocrine a grandes esllul
et le carcinome a petites cellules (CPC). Par ordee fréequence décroissante, les sous-types
histologiques les plus fréquemment rencontrée Esnadénocarcinomes, les carcinomes malpighiens,
les carcinomes a petites cellules, les carcinomgiiades cellules et les carcinoides. Les entités p

rares regroupent entre autres les carcinomes satoias et les carcinomes adénosquameux.
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INTRODUCTION : I. Carcinogénése Broncho-pulmonaire

1.2.2 Classification pathologique pTNM selon 'UICC(2002)

C’est la classification d’extension tumorale deéréhce pour les cliniciens et les pathologistes.
Elle permet de définir le stade histopathologiquextgénsion d’'une tumeur (pTNM) aprés examen
macroscopique et microscopique de la piéce detiésquar le pathologiste.

Le stade histopathologique reflete le degré diragumorale. La classification pTNM est
basée sur trois éléments : T= taille et/ou extend® la tumeur primitive, N= présence ou absence de

métastases ganglionnaires (ganglions locorégionatixl= présence ou absence de métastases a
distance Tableaul).

Le stade TNM peut étre regroupé en 5 grandes @adsg

0: Tis NOMO [IA: TIN2MO T2N2MO T3MNMO
IA: TINOMO T3N2MO

IB : T2NOMO [1IB: T4 ou N3MO

[IA : TINIMO V: M1

1B : T2N1MO T3NOMO
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Classification TNM

pT: tumeur primitive

pTO: pas de tumeur.

pTis: carcinome 4n situ».

pT1: tumeur de 3 cm maximum sans invasion bronchosaepitune bronche souche.

pT2: tumeur de plus 3 cm, ou envahissant une bronchehsoa plus de 2 cm de la caréne
envahissant la plevre viscérale ou associée atatextasie ou une pneumonie obstructive.

pT3: tumeur envahissant la parthioracique, le diaphragme, la plévre médiastinpgijétale, le¢
péricarde pariétal ou située a moins de 2 cm deatane ou associée a une atélectasie ot
pneumonie obstructive de tout un poumon.

pT4: tumeur envahissant le médiastin, le cceur, les gaisseaux, la trachée, I'cesophage, le
vertébral, la carene, associée a une pleurésigmealou avec des nodules satellites dans le r

lobe.

pN: ganglions régionaux

pNO: absence (aprés examen microscopigue).

pN1: métastase(s) ganglionnaire(s) péribronchique(péoihilaire(s) ipsilatérale(s) ou
intraparenchymateuse(s), incluant I'atteinte ganglaire par extension directe.

pT2: métastase(s) ganglionnaire(s) médiastinale(spos sarénaire(s) ipsilatérale(s).

pT3: métastase(s) ganglionnafs) médiastinale(s) ou hilaire(s) controlatésglefu susclaviculair

ipsi ou controlatérale.

pM: métastase a distance

pMO: absence de métastase a distance.

pM1: métastase(s) a distance incluant des noduleditsatele deux lobes différents.

Tableau 1 : Classification pTNM selon 'UICC 2002 ™ édition)
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|.3 Caractéristiques moléculaires de la carcinogénegpulmonaire

1.3.1 Carcinogénese bronchique — une carcinogénéseilti-étape

Les données épidémiologiques démontrent que refagwt peu de personnes développant un
cancer bronchique sont exposées a un carcinogémselalaadre de leur profession. Environ 10 — 15 %
des gros fumeurs développent un carcinome bronehidjuapparait donc que certains facteurs
génétiques conferent a certains fumeurs une plasdgr susceptibilité au développement d’'un cancer
pulmonaire.

Le cancer bronchique résulte de lI'accumulation esétipile, sur une période relativement longue,
d'anomalies génétiques et épigénétiques qui dénégplar étapes successives (carcinogénese multi-
étape) les mécanismes de contrdle de la croissherceellules épithéliales de I'arbre bronchique.l&u
plan morphologique, ces anomalies résultent d'ugs forte instabilité génétique induisant une
transformation progressive de I'épithélium nornranichique en épithélium hyperplasique, dysplasique
puis en carcinoman situ’ et carcinome invasif (Osada and Takahashi, 2(@gure 2).

D'une maniére générale, les altérations génétitpseplus précoces ne s'accompagnent pas de
modifications morphologiques (Shivapurkar, et 2000). C'est seulement a la suite d'une accumulation
d'un nombre critique d'anomalies génétiques questades morphologiques précoces peuvent étre
diagnostiqués (Thiberville, et al., 1995; Wistubaal., 2000). De plus, certains travaux suggegemet
ce n'est pas tant I'ordre des altérations quealecurmulation progressive qui détermine la transiviers
des lésions au potentiel évolutif plus importdsigre 2).

Ce modele de carcinogénése broncho-pulmonaireleavec le modéle proposé par Hanahan
et Weinberg selon lequel les anomalies génétiquas responsables de I'acquisition, par la cellule
epithéliale normale, de six propriétés essentigllésvont la transformer en cellule tumorale (Haarah
and Weinberg, 2000).

(1) l'auto-suffisance (indépendance) vis-a-vis fdeseurs de croissance qui permet aux cellules

de rester dans un état de prolifération activeetenue,

(2) linsensibilité vis-a-vis des signaux inhibitsude croissance,

(3) la capacité d’échapper a la mort cellulaireggpaonmée nommée apoptose,

(4) l'acquisition d'un potentiel réplicatif illimit@chappement a la sénescence réplicative),

(5) la capacité a induire un réseau de néovaissaanéoangiogénéese,

(6) la capacité de s'implanter a distance de sau tiorigine — pouvoir métastatique.
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LOH 3p(SEMA3F)
LOH 9p21 (p16, p14) ;

Télomérase
p53

mutations KRAS
VEGF

COX-2 .

Elongation Altration Signaux Angiogénése
télomérase Verrous cr0|ssance
cycle
Anomalie -
cycle cellulaire Instabilité .
génétique ReS|stance Invasion
apoptose métastases

Eplthellum normal —>Hyperpla5|es—>Dyspla5|es—>Carcmome — Carcinome invasif — M+
«in situ »

Figure 2: Accumulation des altérations génétiques agours de la carcinogénése broncho-pulmonaire multi
étape: exemple des carcinomes bronchiques non a ipes cellules (CBnPC).

Sous l'effet de I'exposition aux carcinogénes dbata de nombreuses anomalies génétiques et épméert
s’accumulent et transforment progressivement Fépiim bronchique normal en épithélium hyperplasiq
métaplasique, displasique puis en carcinemwsstu et en carcinome invasif. Les conséquences biolegigiune telle
accumulation d’'altérations génétiques et épigénétigont indiquées.

M+ : métastases

Adapté d'aprés Osada and Takahashi, 2002.

<
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1.3.2 Aspects moléculaires du cancer broncho-pulmotre

L’homéostasie tissulaire est un mécanisme intime rggule I'équilibre entre prolifération,
différenciation et mort cellulaires, assurant leintian de la structure et le fonctionnement d’ssti.
Au sein d’'une population cellulaire normale, cettaméostasie nécessite I'expression équilibrée de
génes prolifératifs, favorisant la division et lande cellulaire (proto-oncogenes) et de génes
antiprolifératifs (genes suppresseurs de tumeues)dnt le cycle cellulaire ou induisant I'apoptoka
rupture de cet équilibre au cours de la carcinoggrn@monchique est la conséquence d'une activité

anormale de certains proto-oncogenes corréléeagtivation de genes suppresseurs de tumeur.

[.3.2.1 Voies oncogéniques activées dans les canargpoumon

Les proto-oncogenes codent pour des genes esseatitd division cellulaire. lls ont été
identifiés pour la premiére fois chez les rétrogiat sont responsables de leurs propriétés capnésg
mais leurs versions modifiées sont présentes darest les cellules normales chez les mammiferes.
Dans les cellules tumorales, la modification deucttire (altérations qualitatives) ou d’expression
(altérations quantitatives) de ces génes en répansdes mutations, amplifications géniques,
translocations chromosomiques ou a des anomaligéréiiques conduit a leur activation constitutive
sous la forme d'oncogénes. Les protéines prodytasles proto-oncogénes ont des réles variés.
Certaines sont excrétées et sont des facteurosance agissant a distance comme des hormones pou
stimuler la prolifération de leurs cellules-cible’autres sont des récepteurs de ces facteurs de
croissance présents au niveau de la membrane agtojgue (par exemple c-erbB1 qui produit le
récepteur de 'EGF_(idermal_Gowth Factor)]. De nombreux proto-oncogenesrds), sont impliqués
dans les voies de signalisation et acheminengleasde la membrane jusqu'au noyau ou se preneent |
décisions de prolifération ou de différenciatiorul surexpression ainsi que celle de leurs récepteu
par les cellules tumorales sont a l'origine de lbesiade croissance autocrines ou paracrines qui
permettent d’acquérir une indépendance par rappartmilieu extracellulaire. Par exemple, la
surexpression de facteurs de croissance impligaés tangiogénese incluant les cytokines VEGFs
(Vascular Endothelial Growth Factor) (Brambilla,aét 2000; Merrick, et al., 2005) et leurs récepe
VEGFR1, VEGFR2, neuropilines 1 et 2 (Lantuejoulaket 2003) intervient de maniére non négligeable
dans le développement des cancers broncho-pulnesndlertains oncogenes sont capables d'induire
(seul ou en coopération) la transformation tumoredetains étant capable d'immortaliser les cedl(be
myc) ou d'induire l'acquisition du phénotype tunhofRas). Le tableau 2 présente certains des

oncogenes dont 'activation a été décrite dansdesnomes pulmonaires.
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Nom Fonction Mécanismes d'activation Fréquence de sure xpression
Oncogenes
C- Récepteur *Mutation somatique - 45 a 90% des CBnPC
erbB1 membranaire a 31 % des adénocarcinomes
tyrosine- kinase *Autre: dérégulation

transcriptionnelle et traductionnelle

C- Récepteur *Amplification génique 20 % des adénocarcinomes
erbB2/Neu 'membranaire a *Mutation 4% ADC
tyrosine- kinase

K-ras Protéine G *Mutation somatique des codons 14 % des adénocarcinomes
sous-membranaire 12,13 et 61
Transduction du
signal de croissance

c-Myc Facteur de *Amplification génique 5-15 % CPC |5 -10 % des CBnPC et
transcription *Dérégulation transcriptionnelle 15 - 30 % des CPC

PI3 Protéine kinase sous- *Amplification génique

kinase membranaire *Mutation somatique 4% des CBnPC

Transduction du
signal de croissance

Bcl-2 Protéine *Dérégulation transcriptionnelle et 10 - 35 % des CBnPC et
anti-apoptotique traductionnelle 75 - 95 % des CPC

Geénes suppresseurs de tumeur
RB Facteur *Inactivation par délétion ou mutation 15 -30 % des CBnPC et
antiprolifératif 13q14 90 % des CPC
*Inactivation par
hyperphosphorylation dans CBnPC

p53 Facteur de *Inactivation par mutation ou 50 % des CBnPC et
transcription délétion (perte d'hétérozygotie) 80 - 90 % des CPC

Tableau 2: Exemple d'oncogénes et de génes sup@ss de tumeur impliqués dans la carcinogénése hrcho-
pulmonaire.

CBnPC: carcinome bronchique non a petite cellule

CPC: carcinome a petites cellules

ADC: adénocarcinome
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[.3.2.2 Inactivation des voies de signalisation dggnes suppresseurs de
tumeur dans les cancers bronchiques

Les genes suppresseurs de tumeur exercent anbétaal une fonction régulatrice négative sur la
prolifération cellulaire (Weinberg and van Eyck,919. Les produits de ces génes sont capables de
contrecarrer |'effet des oncogenes et d'inhibphinotype tumoral d’ou leur nom de génes suppresseu
de tumeur. De fagon importante, l'inactivation geses suppresseurs de tumeur est I'une des étapes |
plus précoces de la carcinogénese bronchique.

Ainsi, des délétions des régions chromosomiques9pR1l, 13ql4 et 17pl3 sont souvent
observées dans les Iésions précédant la transformdés cellules épithéliales bronchiques en aslul
tumorales. Ces données suggerent I'importance desgéuppresseurs de tumeurs situés dans ces
régions génomiques pour la pathogénése pulmortair®p21, 13914 et 17p13 sont situés les genes de
p16N“A 1p14RF p18N*4B RB et p53. Leurs protéines sont fonctionnellemigats au sein des deux
grandes voies de signalisation PX8*/RB-E2F1 et p53/p?¥"-MDM2 (Osada and Takahashi, 2002;
Sekido, et al., 2003)F{gure 3). Ces voies contribuent au bon déroulement du cgelkilaire et au
maintien de l'intégrité du génome en raison de implication au niveau des points de controle &stiv
lors du passage entre les phases G1-S et G2-Mdliel ogllulaire. Ces points de contrble (checkpgints
sont des centres décisionnels dictant a la cedloitedevenir selon les signaux qu’elle recoit (attén
de 'ADN par exemple): progression dans le cycliutare, arrét du cycle pour réparation de 'ADN
endommagé ou mort par apoptose si la cellule eapable de réparer les Iésions génomiques. Les voie

de signalisation p53 et RB sont inactivées dasi¢esi-totalité des cancers bronchiquEsbleau 2).
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Dommages
de 'ADN
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oncogénique
CAKT ERK
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p14ARF/p53 / p16NKA/RB

CyclineE

CDKZ\

Arrét du cycle
Apoptose

Figure 3: Altérations des voies suppressives de tummeau cours de la carcinogénése

bronchique.

Deux grandes voies de signalisation (p53/f14et p18“**/RB), impliquées dans la
carcinogénése pulmonaire sont liées fonctionnelierpar 'intermédiaire de p14" et E2F1 et
jouent un r6le trés important dans les points deréte (checkpoints) du cycle et I'inhibition de la
croissance cellulaire. Des signaux de nombreux ggmes ou facteurs de croissance sont aussi
directement liés a ceux des deux voies. L'inactiratile ces voies permet a la cellule tumorale
d’échapper a l'inhibition de la croissance et/diapoptose.

Adapté d'aprés Osada and Takahashi, 2002.
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a) La voie de signalisation p53/p#

Le gene suppresseur de tumptBest considéré comme |'un des gardiens du génojoaestin
réle important au niveau des points de contrélee¢kpoints) du cycle cellulaire. En réponse aux
dommages de I'ADN induits par des carcinogeneshypdxie ou aux activations oncogéniques, p53
transactive l'expression de genes cibles comp2®WAF1, mdm2 (hdm2 humain), gadd45, leax
cycline G conduisant & un arrét en G1 du cycle cellulairy géparation de I'’ADN et/ou a la mort
cellulaire programmée par apoptose (Lavin and Gue2@06; Osada, et al., 2002; Sekido, et al., 1998)
Situé sur la région chromosomique 17pA33 est le géne le plus fréequemment muté ou délété ldans
cancers humains et de nombreux travaux ont démanedles altérations du gemd3 sont des
phénomenes précoces au cours de la carcinogénesehbspulmonaire. L'inactivation de p53 est
observée dans 75 — 100 % des CPC et dans 47 ¥Bid¥3dont 51% des carcinomes malpighiens, 54
% des carcinomes a grandes cellules et 39% desoealémomes (Tammemagi, et al., 1999;
Zochbauer-Muller, et al., 2002). Dans 60 a 80 % das, l'inactivation de p53 a lieu par perte
d’hétérozygotie et mutations ponctuelles de I'allidstant le plus souvent dans le domaine de tiaso
I’ADN (Greenblatt, et al., 1994; Osada, et al., 208ekido, et al., 2002).

La protéine p53 a une courte demi-vie et est iddedment exprimée dans les cellules normales,
mais elle est stabilisée et surexprimée dans I#glese subissant des dommages génotoxiques. Des
mutations "non sens" de p53 provoquent 'augmemate la demi-vie de sa protéine conduisant a un
niveau trés élevé de la protéine détecté par immsatarhimie (IHC) dans les cellules cancéreuses
pulmonaires. L'expression anormale de p53, détquaéd¢HC, est rapportée dans 40 — 70 % des CPC et
40 — 60 % de CBnPC (Geradsts, et al., 1999; Zochblsludler, et al., 2002)

Des altérations affectant les partenaires de pb®qme aussi conduire a une inactivation de la
voie p53 et sont observées dans les tumeurs bauehi Le géne suppresseur de tumeur P14
identifié comme ARF (fernative Reading Fame) est situé dans le méme locus que'S¥8 sur le
chromosome 9p21. Induit par des signaux oncogéribiye, RAS et E2F1), p12~F inhibe I'activité
ubiquitine E3 ligase de MDM2 (HDM2) en le séquestr@ans le noyau (Honda and Yasuda, 1999). La
perte de p14" a été décrite dans notre laboratoire par des igeds d'immunohistochimie, dans 25 %
des adénocarcinomes et dans 30 — 40 % des car@nmmeoendocrines de haut grade (Gazzeri, et al.,
1998). MDM2 (HDM2) est un proto-oncogéne, ampligé surexprimé trés frequemment dans les
cancers. En interagissant avec p53, MDM2 réduitrse@au d’expression et conduit p53 vers la voie de
dégradation par le protéasome. Nous avons décsitiraxpression de MDM2 dans 30 % des cancers

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

La voie de signalisation pT6** /cycline D1/CDK4/RB est considérée comme une voie
essentielle pour le contrdle de la transition elgsephases G1 et S du cycle cellulaire. Il a éréahtré
gu’au moins un de ces quatre génes est muté otidonellement altéré dans les tumeurs humaines.
Les deux protéines suppressives de tumeur affedtesles cancers pulmonaires sont Bi%' (dans
les CBnPC) et RB (dans les CPC).

Des altérations de RB sont détectées dans présasiees CPC (>90 %). L'absence d'expression
de RB attestée par son absence d'expression ennistochimie est majoritairement liée a la perte
d'un allele au niveau du locus 1314 et aux altdratstructurelles de l'autre alléle comprenant des
délétions, des mutations non-sens et/ou des aresa#i I'épissage (Gouyer, et al., 1998; Harbouw, et
1988; Hensel, et al., 1990). A l'inverse, la petfexpression de RB est beaucoup plus rare dans les
CBnPC (15 - 30 %) avec une fréquence plus condiiedans les stades avancés. Dans ces tumeurs, la
voie de signalisation de p16**—cycline D1-CDK4-RB est trés souvent inactivée partation de
p16NK*A (50 % des CBnPC) (Brambilla, et al., 1999; Sekital., 1998). Dans la majorité des CBnPC,
RB reste inactivée sous sa forme hyperphosphorsdéeltat de la perte de la protéine P16, Enfin,
des altérations oncogéniques et amplificationsqyés portant sur la cycline D1, la kinase CDK4au |
cycline E et conduisant a leur surexpression pduvaintenir RB dans un état hyperphosphorylé
inactif, favorisant la prolifération cellulaire (@mbilla, et al., 1999; Fukuse, et al., 2000; Sekatal.,
2002).

A c6té des anomalies touchant les voies RB/p58gkhaute fréquence de la perte allélique au
niveau du bras court du chromosome 3 (3p) (90 %GRS et 70 % des CBnPC) a permis d’identifier
plusieurs genes suppresseurs de tumeurs, candalagscette région du génome, parmi lesqbelsr
(Fragil Histidin Trial),RARS (Retinoid Acid Receptds), RASSFXRas Association domain Family 1A),
Robbol/DUTT(Roundabout 1/Deleted in U Twenty Twenty3EMA 3Fet SEMA 3B(Semaphorin).

L'importance des voies de signalisation p53/RBdet leur inactivation au cours de la
carcinogénese bronchigue nous a conduit depuisephgsannées a étudier au sein du laboratoire les
protéines situées a l'interface de ces voies etafyser leur réle potentiel au cours du développgme
tumoral. Dans ce contexte, je me suis intéress@eas de mon travail de thése a lI'une de cesipesté
d'interface - le facteur de transcription E2F1.sC'pourquoi dans une deuxiéme partie de mon
introduction je vous présenterai cette protéine,feactions biologiques, ainsi que la replaceraisde
contexte de la famille des facteurs de transcmipE@F.
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I LE FACTEUR DE TRANSCRIPTION E2F1 - UNE
PROTEINE AMBIVALENTE

1.1 La famille E2F

[1.1.1 La voie E2F/RB — une voie conservée au coudg I'évolution

Les facteurs de transcription E2F sont les effestdirects de la voie des protéines de la famille
RB. Depuis longtemps, ils sont connus pour étrerdgslateurs trés importants de la transition des
cellules en phase S du cycle cellulaire. De faggportante, des études plus récentes ont démorgré qu
leurs fonctions s’étendaient au dela du controldad&ansition G1/S. Actuellement, les facteurs de
transcription de la famille E2F sont impliqgués daes activités biologiques diverses, en fonction du
contexte cellulaire et tissulaire et apparaissenit tautant capable d'induire que de réprimer la
transcription, de stimuler ou d'inhiber I'apoptadanduire la différentiation ou la sénescence.

Des homologues des protéines E2Fs et RB ont étdtdd@bhez les insectedDfosophilgd
(Dynlacht, et al., 1994; Ohtani and Nevins, 199t%v8ux, et al., 2002), les vers (Ceol and Horvitz,
2001; Page, et al., 2001), les grenouilles (Suaumd Hemmati-Brivanlou, 2000) et chez différents
espéeces de plantes (Albani, et al., 2000; RamirezPet al., 1999; Rossignol, et al., 2002). Toues
études montrent que la voie E2F/RB reste trés coéseau cours de I'évolution biologique, prouvant
I'importance de cette voie dans la signalisationlilers processus cellulaires. L'organisation deola
de signalisation E2F/RB est plus simple chez lssdtes. Par exemple, la drosophile possede seulemen
deux genes pour E2F (dE2F1 et dE2F2), un géne DP)(dt deux genes homologues RB (RBF1 et
RBF2). La simplicité d'organisation et de fonctienrent génétiques chez les organismes eucaryotes a
permis de faciliter la compréhension des fonctioofogiques exercées par les facteurs E2F et dgamet
en évidence de nouveaux rbles pour ces protéinesrgquensuite été vérifiés dans les cellules de

mammiféres.

31



INTRODUCTION : Il. E2F1 - une protéine ambivalente

[1.1.2 Les membres de la famille E2F chez ’'Homme

Le premier membre de la famille des facteurs destiaption E2F est notre facteur d’intérét
E2F1. Il a été découvert en 1986 (Kovesdi, etl&i86; La Thangue and Rigby, 1987; Yee, et al., 1987
et a été isolé par trois groupes indépendantsasbase de sa capacité a se lier au promoteur du gén
adénoviral E2 et a l'activer. Le géer@fl est situé sur le bras long du chromosome 20 (2Q) ¥t
contient 7 exons. Il code pour une protéine numédé 437 acide aminés dont le poids moléculaire es
de 60kD (Neuman, et al., 1996). La protéine E2Rérayit directement avec RB (Helin, et al., 1992;
Kaelin, et al., 1992; Shan, et al., 1992; Weinb&a95).

Depuis la découverte de E2F1, la famille des fastdtPF s'est élargie et actuellement elle
comprend huit membres (E2F1 — E2F8) chez I'homirigufe 4). Les six premiers membres de la
famille sont les mieux décrits et étudiés aujound'Hs possédent des domaines communs et fortement
conservés au cours de I'évolution dont un domairteridinal de liaison a I'ADN, un domaine de
dimérisation avec les membres de la famille " Défdiation regulated transcription factors Protein”
(DP), suivis d'une région appelée "marked box" liguee dans la dimérisation et les interactionseent
les protéines E2F1-5 et leurs différents partesalans la partie C-terminale de ces protéinessed
le domaine de transactivation comprenant la régienliaison aux protéines de la famille RB. Les
domaines de liaison a I'ADN et de dimérisation doieh conservés dans la structure de la protéine
E2F6, mais elle ne possede pas de domaine de dfimasan et ne fait pas de complexe avec les
protéines RB. Cette protéine exerce son actividobigue en interagissant avec des membres du
complexe polycomb (PcG) (DeGregori and Johnson62d®imarchi, et al., 2001; Tsantoulis and
Gorgoulis, 2005). D'autres différences structuratassistent en la présence d'un domaine nécesslare
localisation nucléaire des protéines E2F1-3, norin® (Nuclear Localisation Signal) et d'un domaine
de liaison a la Cycline A, tous deux situés dansaldie N-terminale des protéines.

Le groupe de Leone a identifié deux protéines E2leBpmées E2F3a et E2F3b, résultat d'un
épissage alternatif (Leone, et al., 2000). La pmetécourte E2F3b ne posséde pas de domaine
interagissant avec la Cycline A et se distingue pae activité biologique différente de E2F3a.
Récemment, le réle redondant joué par ces deuxefans le contréle de la prolifération cellulare
eté démontré (Chong, et al., 2009). L'absence d& 8iins les protéines E2F4 et E2F5 est compensée
par l'existence d'un autre domaine nommé NES (Muckxport Signal). Ce domaine assure
I'nétérodimérisation des deux protéines avec legépres DP et leur translocation dans le noyau
(Tsantoulis and Gorgoulis, 2005; Verona, et al97)9La présence de tels signaux de localisatisaras
une translocation continue noyau-cytoplasme peanette moduler I'activité des protéines E2F4/E2F5

d'une maniere dépendante du cycle cellulaire.
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Figure 4: Caractéristiques structurales des protéinede la famille E2F et de leurs partenaires les prétnes DP.
Tous les E2Fs contiennent des domaines homologudiaisten & I'ADN (en rouge). Les « activateurs » E2F1-3
possedent un domaindLS (Nuclear Localization Signal) (en bleu), un domaine deansactivation (en gris)
comprenant des séquences nommédsirked Box »(MB), une région de liaison avec les protéines de lall@iRB
(en bleu foncé). Les « répresseurs » E2F4 et E2RBvarke présentent un domaihdES (Nuclear Export Signal)
(en bleu clair). Les protéines E2F6, 7 et 8 ne pasgquhs de domaine de transactivation, ni de rd@ohRB. C’est
pourquoi elles exercent leur activité répressiveind’ maniére indépendante de RB probablement comme
homodiméres.

Adapté d'aprés DeGregori and Johnson, 2006; Dimond Byson, 2005; laquinta and Lees, 2007; McClekeml
Slack, 2007; Tsantoulis and Gorgoulis, 2005.

Les protéines E2F1-6 créent des dimeres avec lasmmmdembres DP (DP1, DP2/3, DP4) en
formant des complexes transcriptionnels fonctiommgldi lient I'ADN et les protéines RB avec une trés
haute affinité. La fonction de chaque hétérodimepe--DP est déterminée par le membre E2F qui
participe & ce complexe. Les protéines DP possad®nthomologie structurale significative avec les
protéines E2F, en raison de leur domaine de ligdgsthRDN et de leur domaine de dimérisation. Leerol
des différentes protéines DP dans la modulatiofadévité des E2Fs n’est pas encore complétement
compris. Cependant, la présence d’un domaine NW@BI@dr localization nal) sur la protéine DP2 et
son absence sur DP1 pourrait contribuer a la leett@atin subcellulaire des E2Fs dans le noyau.

Les protéines E2F7 et E2F8 sont les derniers mend#erits de la famille E2F. Elles possedent
une structure particuliere avec un deuxieme domaekaison a I’ADN (DBD) a la place du domaine
de dimérisation. E2F7 et E2F8 sont capables deéesesur 'ADN en absence d’interaction avec les

protéines DP et leur deuxieme domaine DBD permetiaffinité des deux protéines sur ’ADN.
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11.1.3 Activités régulatrices de la transcription des membres de la famille

E2F

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

propriétés transcriptionnelles,

leur mode de distton au cours du cycle cellulaire,

leurs

caractéristiques structurales et leur affinitétdhiaction avec les membres de la famille des preteRB

(Figure 5).

Protéines a poche Membres E2F

omplexes de i -
remodelage
de I
la chromatine —_— @3
@ C@
—— @
=)
—

PcG: Protéines polycomb
Adapté d'apres Attwooll, et al.,

}

Figure 5: Les différents sous-groupes de la famillE2F.
La famille E2F peut étre divisée en quatre sous-ggeugn fonction de leur régulation par la famille deg
protéines RB et les complexes de remodelage dedamatine, ainsi que de leur activité biologique.

2004; Dimova and @y<2005; Stevaux and Dyson, 2002.

Fonctions biologiques

(_Apoptose ]
| E2F "activateurs " ——_"— (_Proliération ]

Réparation
de 'ADN

Groupes fonctionnels

Développement

En général,

les protéines EZ2F1,

E2F2 et E2F3a soomsidérées comme des

membres« activateurs » sur la base de leur cagzmigdtielle a activer la transcription de gendsesi

et a s'accumuler a la fin de la phase G1 et autdédla phase S d’'une maniere dépendante du cycle

cellulaire. Ces protéines interagissent exclusivenaec RB et sont périodiqguement exprimées au

cours du cycle. Le deuxiéme groupe, dénommé « nmesnbEpresseurs »,

comprend les protéines

E2F3b, E2F4, E2F5, E2F6, E2F7 et E2F8. En raisercdeactéristiques structurales de chague membre

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

interagissant avec les membres de la famille RB,dés complexes E2F/DP agissant d'une maniere

indépendante de la famille RB, (3) des complexes &2 répriment la transcription indépendamment

des protéines DP et/ou RB (Dimova and Dyson, 20D&hs les cellules quiescentes ou au début de la
phase G1, E2F3b, E2F4 et E2F5 se lient sur lesqiears de leurs genes cibles et recrutent difféeent
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protéines de la famille RB entrainant une répress@nscriptionnelle de ces génes. Les membreg de ¢
groupe sont exprimés de facon constante au coursyclae. L'inactivation de E2F4 et E2F5 chez la
souris montre un role important de ces facteursaus de la différenciation (Humbert, et al., 2000;
Lindeman, et al., 1998). Les protéines E2F6, E2FE2F8 agissent aussi comme des répresseurs
transcriptionnels mais elles répriment I'activité promoteur de leurs génes cibles par un mécanisme
indépendant de la famille RB. E2F6 participe adpression de génes dont le niveau d’expression
diminue a la fin de phase S du cycle. Son hautanivdéexpression, détecté dans les cellules quitess;en
peut empécher la réentrée des cellules en divisicson inactivation chez la souris montre son réle
potentiel dans certaines étapes du développemécvge (Storre, et al., 2002). Cette protéine exsace
fonction en association avec les répresseurs tigtisanels de la famille Polycomb suggérant que
E2F6 pourrait étre impliqué dans la régulation @megHox (Gould, 1997; Ogawa, et al., 2002;
Trimarchi, et al., 2001). De plus, plusieurs étudesgigerent un role de E2F6 dans le contrdle
d’expression de génes suppresseurs de tumeur médalastructure chromatinienne, parmi lesquels
BRCAL (Oberley, et al., 2003). Les protéines E2FZ2F8 sont encore mal connues mais elles exercent
probablement leur activité répressive d’'une marnggr@ogue a celle de E2F6 (DeGregori and Johnson,
2006; laquinta and Lees, 2007). De part leur efferesseur sur des genes cibles du cycle cellulaire
elles seraient impliqguées dans la régulation dedeéssance cellulaire (Christensen, et al., 20@®an,

et al., 2005).

Malgré ces deux sous-groupes, il semble aujourdijus la classification des membres de la
famille E2F en « activateurs » ou « répresseurs fadranscription soit beaucoup trop simplistaet
refléte pas les dynamiques du contréle transcripgb dépendant des E2Fs. Ainsi, des données issues
des analyses « microarray » démontrent que la preesion de membres activateurs comme E2F1
provoque la répression d’'un certain nombre de geidss (Muller, et al., 2001; Young, et al., 2003)
En outre, E2F1 s’associe avec la protéine RB au dein complexe répresseur de la transcription au
niveau des promoteurs de divers genes cibles edefiphase G1 et S (lwanaga, et al., 2006). Dans
certains cas, E2F1 agit aussi comme répresseuwsctiptionnel par un mécanisme direct et indépendant
de RB (Koziczak, et al., 2000; Koziczak, et al.02D D’autre part, la surexpression des protéirds4E
et E2F5 peut conduire a leur interaction avec certeo-activateurs transcriptionnels. Dans ce cadete
ces protéines connues comme répresseurs transernipts deviennent capables de stimuler I'activité
des promoteurs de genes cibles des E2Fs (Balaretital., 2005; Wells, et al., 2003). Enfin, des
modeéles d'études utilisant différents mutants steyge aujourd’hui que l'une des fonctions des
protéines « activatrices » E2F1-3a pourrait étoedupation de sites au niveau des promoteurs afin
d’empécher la fixation des E2Fs répresseurs (Ralhdaua Bernards, 200@frigure 6).
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Figure 6: Mécanismes d’activation versus répressiode la transcription dépendante des facteurs E2Fs
Il a été montré que la perte des protéines E2Fit@i@ait une diminution de I'expression de leuésas
cibles. Deux mécanismes peuvent étre envisagés @qliquer cet effet: (1) par perte directe d'un
activité transactivatrice ; (2) par occupation gesmoteurs ciblés par les membres répresseurs (E2F
E2F8) laissant suggérer que les membres activateurpour fonction d’empécher la répression de
transcription de leurs génes cibles par les conegle&presseurs contenant les membres E2F4, 5u83.7 o
Pc-G : protéines Polycomb

D’aprés Rowland and Bernards, 2006.

D &~ D

D’une maniére générale, il est donc probable gekel activateur ou répresseur des protéines
E2Fs dépend du type de promoteur ciblé et du ctmtellulaire et/ou tissulaire et qu'une telle
régulation n’est pas uniquement mise en jeu auscoera progression dans le cycle cellulaire. Ailasi
capacité transactivatrice des membres activateuggit étre nécessaire a la réentrée dans le dgsle
cellules quiescentes mais non essentielle pouydte suivant, ou impliquée dans d’autres processus

biologiques tels que I'induction de I'apoptose.
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II.2 Activités biologiques des E2Fs et régulation dkeur fonction

Les membres de la famille E2F ont d'abord été mesrpour leur réle important dans la
progression du cycle cellulaire. De tres nombreemeg potentiellement régulés par E2F ont été par la
suite découverts grace a l'utilisation de puce®al Alwanaga, et al., 2006; Muller, et al., 2001 nRet
al., 2002) et de la technique d'immunoprécipitatin la chromatine (Lavrrar and Farnham, 2004;
Takahashi, et al., 2000). Ainsi, la complexité ftesctions biologiques des facteurs E2F est attqsée
le nombre grandissant de genes cibles identiflebléau 3. De plus, s'il existe des redondances
fonctionnelles des activités E2F, des spécifiat@gonction ont été nettement mises en évidencéepar
phénotypes variés résultant de l'inactivation dlaegouris de chaque facteur ou d'un sous-groupe de
facteurs (DeGregori and Johnson, 2006). Dans lpitthasuivant, les données actuelles concernant les

fonctions biologiques de E2F1 seront plus partizelinent abordées.

Cycle cellulaire

Transition Synthése Réplication Transition
G1/S Nucléotidique de I'ADN G2/M
Cycline E Thymidine kinase DNA polymérase a Cdc 2
B-myb Thymidilate synthase Réplication protéine A1  Cycline A
E2F1, 2, 3a Dihydrofolate réductase  Cdc6, orc 1 Ran BP1
Cdc25a
Points de contrble Réparation de I'ADN
p53 BRCA1
ATM Rad 51
CHK1 Mad 2
Apoptose
p53, p73
Caspases5, 7,3 Induction de Met-1 a dansorpton
D14ARF I'expression TRAF
Noxa, PUMA

Tableau 3: Exemples de génes cibles de E2F1 l'implignt dans des processus cellulaires variés.
En circonstances normales, E2F1 régule I'expressgrgénes nécessaires a la progression du dycle
cellulaire dont les geneagcline E, thymidilate synthetase (T6$)Cdc6 En réponse aux dommages
de I'ADN, E2F1 est phosphorylé par les kinases AAWR et CHK2 et ainsi stabilisé. Les
modifications post-traductionnelles (phosphorylatiacétylation) de la protéine E2F1 en réporse
aux dommages de 'ADN permettent I'activation d&édents genes impliqgués dans l'induction de
I'apoptose (Apaf-1, p&"). La spécificité d'interaction de E2F1 avec sesédifits génes cibles
pourrait dépendre du type tissulaire et/ou du ¥pe/oie de signalisation engagés (Attwooll, et al.,
2004; Dimova and Dyson, 2005).

37



INTRODUCTION : Il. E2F1 - une protéine ambivalente

11.2.1 E2F1 et contrdle du cycle cellulaire

[1.2.1.1 E2F1 — une protéine clé du passage en pha&se

La capacité de E2F1 a réguler la transition G1/Beetrée en phase S du cycle cellulaire a été
démontrée par des études réaliséesiVad' et "in vitro" en condition de surexpression et/ou de perte de
fonction, grace aux modeéles animaux, et aussi'@aallyse aprés immunoprécipitation de la chromatine
des difféerents complexes E2Fs formés au niveau pemoteurs de ses genes cibles. Chez la
Drosophile, la surexpression de E2F1 induit uneéentctopique des cellules en phase S (Asano, et al
1996; Du, et al., 1996). Inversement, chez lesapiodes mutantes pow2fl,I'absence d’expression de
la protéine E2F1 endogene perturbe la transition cdlules en phase S et retarde la croissance
cellulaire (Brook, et al., 1996; Duronio, et al99b; Frolov, et al., 2001). De la méme fagon, la
neutralisation de dE2F1 par ARN interférence inHéoeéplication de I'ADN et provoque l'arrét des
cellules en phase G1 (Dimova, et al., 2003; Fro#al., 2003). Chez les mammiféres, il a été néontr
gue la surexpression de E2F1 dans des cellulesaguites conduit a I'entrée en phase S (Kong,,et al.
2007). De plus, la surexpression de E2F1 entrafreeamtrée prématurée en phase S de fibroblastes
murins immortalisés en l'absence de sérum (DeGire@006; Johnson, 1995; Lukas, et al., 1996).
Cependant, la surexpression de E2F1 ne conduitopgaurs a l'entrée des cellules en phase S. Dans
certains cas, E2F1 pourrait aussi inhiber la ré@pbo de 'ADN en réponse au traitement par lesigam
radiations (DeGregori, et al., 1995; He, et alQ®0 De plus, il a été démontré dans des fibrobtast
primaires humains que la surexpression de E2F1gibinduire la sénescence des cellules (Dimri).et a
2000) ou l'apoptose (DeGregori, 2002; Trimarchi dmes, 2002). Ces résultats suggérent que la
capacité de E2F1 a induire la transition des @dl@in phase S pourrait dépendre du contexte é¢edlula
(cellules normales versus immortalisées par exémple

A c6té de son role au cours du passage en phaB2F3, participe aussi au contrdle de la
transition G2/M via l'induction d'un certain nomlute génes impliqués dans le processus mitotique. De
facon intéressante, I'activité transcriptionnekeERF1 diminue au cours de la phase S et cetthoiiioini

permet le passage en phase G2 du cycle cellukiek (et al., 1995).
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[1.2.1.2 Mécanismes moléculaires de controle de I'ticité de E2Flau cours
du cycle cellulaire

Sur le plan moléculaire, l'activité de E2F1 aursadu cycle cellulaire notamment est finement
régulée par son interaction avec différents paitesgrotéiques, mais aussi par des modificatiass-p

traductionnellesKigure 7).

:ééj = @

Figure 7: Transition G1/S du cycle cellulaire.
La transition entre les phases G1 et S du cyclelagkt est contrblée par la voie RB/E2F1. En fin dd
phase G1, la phosphorylation séquentielle de RBIlggmrcomplexes cycline D/cdk4/6 et Cycline
E/cdk2 (cycline dépendantes kinases) conduit a $aodiation des complexes RB/E2F1. RB es
maintenu sous une forme hyperphosphorylée inagtisqu'en fin de phase S. Au moment de Ig
transition G1/S, E2F1 est phosphorylée par le comaptgxline D/cdk4/6 (Fagan, et al., 1994; Mann
and Jones, 1996), acétylée par CBP et p300 (MarBadbas, et al., 2000; Tsantoulis and Gorgoulis
2005), ce qui a pour effet d'accroitre sa stabditéd'empécher sa liaison a pRB permettant aing
laccumulation de formes libres de E2F1 au pointtdasition G1/S. Ces étapes sont réguléep
négativement par les inhibiteurs des complexesrsadk p18“** et p21'A .
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a) Répression de la transcription dépendante de EZfar la protéine RB

L'interaction de E2F1 avec la protéine RB contéieitement son activité au cours du cycle
cellulaire Figure 7). Durant les phases GO et G1, RB maintient E2k% sme forme transcriptionnelle
inactive par deux mécanismes différents: (i) un anémme dit de "répression passive" et (i) un
mécanisme dit de "répression activeiglre 8). A I'heure actuelle, il est impossible de précigeel
mécanisme est préférentiellement utilisé par ldkiles dans le contrble du cycle cellulaire normal.
Dans le premier cas, l'interaction de RB avec &sérodiméres E2F-DP masque les sites de recrutement
des complexes de pré-initiation de la transcript®tués dans le domaine C-terminal de E2F1, psr de
encombrements allostériques (Flemington, et al931%elin, et al., 1993; Ross, et al., 1999). Ce
processus prévient le recrutement par I'hétérodire@F-DP de facteurs de transcription comme TFIID,
aussi bien que des co-activateurs transcriptiongelmme p300/CBP, GCN5, TRAPP, Tip60 et
ACTR/AIB1 (Ross, et al., 1999; Taubert, et al., 200rouche, et al., 1996).

Répression
passive
Genes cibles |
Répression
N\ active
Genes cibles |

Figure 8: Mécanismes de répression de la transcrith dépendante de E2F1, médiée par RB.
RB régule la transcription dépendante de E2F1 pana@ins deux grands mécanismes :

a) RB lie le domaine de transactivation de E2F1llegue son activité transactivatrice. C'est le
mécanisme dénommeé « répression transcriptionnadisiye ».

b) Le recrutement de protéines de remodelage dertanatine (HDAC, SWI/SNF) par RB au sein
du complexe E2F-DP-RB favorise la condensation d&DN et permet une répression
transcriptionnelle dite active au niveau des praur des génes cibles de E2F1.

Adapté d'aprés Bell and Ryan, 2004.
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L'accessibilité des facteurs de transcription @DNAest régulée au moins en partie par des
modifications épigénétiques telles que l'acétyfatbni la méthylation des extrémités N-terminales des
histones. Ces protéines s'associent sous formeaniépe pour construire la charpente de l'unité
chromatinienne, le nucléosome, et leurs modificetigpost-traductionnelles régulent le degré de
compaction de la chromatine. Ainsi, d'une faconégéle, une chromatine hypoacétylée est inactive
transcriptionnellement alors qu'une chromatine ydéétest dite permissive a la transcription. Dans |
second cas, une modulation du niveau d'acétylatesnhistones médiée par RB au niveau des génes
cibles de E2F1 est impliquée dans la répressiamsdragtionnelle. Ainsi, RB convertit l'activité de
I'nétérodimére E2F-DP d'activateur en répressetif @& la transcription via le recrutement sur les
promoteurs des genes cibles de E2F1 d'un grand neotiebfacteurs de modification et de remodelage
de la chromatine (Frolov and Dyson, 2004; Zhu, 2008 spécificité du co-répresseur recruté par le
complexe E2F-RB dépend du géne cible et du contetlglaire (cellule quiescente ou différenciée, pa
exemple) (Balciunaite, et al., 2005; Chen, et241Q2; Dahiya, et al., 2001).

L'acétylation des histones H3 et H4 par les HATwstpthe Acetyl Transferase) est un processus
rendu rapidement réversible par les enzymes histéneétylases (HDAC). RB et ses homologues p107
et p130 interagissent avec les HDACs 1, 2 et 8®tdcrutent sur les promoteurs des genes cibles po
en induire leur répression (Brehm, et al., 1998rdve, et al., 1998; Luo, et al., 1998; Magnagh#ih,
et al., 1998; Zhang, et al., 2000). Les protéin®ABs s'associent soit directement & RB grace a leur
motif consensus de liaison LXCXE, soit indirectetngar I'intermédiaire de protéines adaptatricdegel
que RBP1 (Lai, et al., 1999).

Les modifications covalentes par méthylation desomes H3 et H4 coincident, en fonction du
résidu méthylé, soit a une activation de la trapson, soit au contraire a l'induction d'une
hétérochromatine inaccessible a la machinerie ¢rgai®nnelle. Des travaux récents suggerent aussi
réle de la méthylation des histones dans la réjpreste certains génes de E2F1 médiée par les pestéi
RB, impliquant des méthyltransférases de class&Esahtes telles que SUV39H 1 (Nielsen, et al.,1300
et PMRT 5 (Fabbrizio, et al., 2002).

La structure de la fibre chromatinienne peut égalégment modifiée par des complexes de
remodelage de la chromatine, qui utilise I'énemdge 'nydrolyse de I'ATP pour diminuer la force
d'interaction entre I'ADN et les histones (Narlikarr al., 2002). BRG1 et hBRGM, homologue humains
du complexe de remodelage SWI/SNF chez la levuteéténimpliqués dans l'arrét de la croissance
cellulaire (Dunaief, et al., 1994) et dans la répien de la transcription de genes cibles de E2F1
(Trouche, et al., 1997) médiée par RB. Ces donséaisnéanmoins remises en cause par des travaux de
Kang et son équipe (Kang, et al., 2004) montrartire interaction directe RB/BRG1 n'est pas

nécessaire a l'arrét de croissance et a la répredsila transcription de génes cibles de E2F.

41



INTRODUCTION : Il. E2F1 - une protéine ambivalente

De maniere intéressante, E2F1 peut aussi activer@primer la transcription de certains géenes
cibles de maniére indépendante de RB (Koziczakl.eR000; Koziczak, et al., 2001; Liu, et al., 200
Muller, et al., 2001). Cette répression transaoviptielle nécessite une synthése protéidaenove

plaidant en faveur de I'implication d'autres répeess transcriptionnels dans cette inhibition.

b) Activation de la transcription dépendante de E2F

Au moment de la transition G1/S du cycle cellulaine de la réentrée en cycle de cellules
quiescentes, le complexe E2F/RB est dissocié emsépa la phosphorylation séquentielle RB par les
complexes cycline D/CDK 4/6 et cycline E/CDK Bidure 7). Il existe alors une accumulation de
molécules E2Fs "libres" qui corréle avec une atitvade la transcription dépendante de E2F.

A ce stade, la protéine E2F1 est aussi phosphopdédée complexe cycline D/CDK 4/6 sur les
sérines en position 332 et 337 (Fagan, et al., ;188hn and Jones, 1996). Ces phosphorylations
augmentent sa stabilité et empéchent sa liaisoB.&RF1, par une boucle de rétrocontrdle posiegt,
alors capable d'induire sa propre expression, ceegquesente un niveau supplémentaire de réguldton
son activité au cours de la progression dans |k ogllulaire.

Afin de former des complexes activateurs de lasitaption, E2F1 recrute sous sa forme libre,
non complexée a RB, différentes protéines dotéewedictivité histone acétyl-transferase (HATs),tdon
les protéines CBP, p300 et P/CAF qui induisent lyyeracétylation des histones H3 et H4 au niveau
des promoteurs des genes cibles de E2F1 et cdriedlen l'activation de la transcription médiée par
E2F1 (Martinez-Balbas, et al., 2000; Trouche andémides, 1996). Plus récemment, une interaction
de E2F1 avec Tip 60, une HAT de la classe MYSTédkhte de CBP, a été décrite dans un modele de
surexpression. L'expression ectopique de E2F1 tindans ce systeme, le recrutement d'un complexe
comprenant Tip 60 et quatre autres partenaires AARR)400, Tip 48 et Tip 49) au niveau de
promoteurs régulés par E2F. De fagon intéressbatétylation de E2F1 par p300/CBP (Marzio, et al.,
2000; Morris, et al., 2000; Trouche and Kouzarid&$6) ou Tip60 (Taubert, et al., 2004) a été décri
comme stimulant son activité transactivatrice. bk rde cette acétylation dans le contexte du cycle
cellulaire reste a démontrer.

Enfin, d'autres types de protéines, telles que $ilfacteur de transcription induit par les
signaux mitogenes (Karlseder, et al., 1996; Lirgletl996), le facteur de transcription GABP ganima
(Hauck, et al., 2002) ou des facteurs de croiss@Blzek and Azizkhan-Clifford, 1999) interagissent
spécifiguement avec E2F1 et régulent la transonpdiu niveau de promoteurs qui ne comportent [gas le

élément consensus classiques de E2F.
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c) Inactivation de E2F1

En fin de phase S, le complexe cycline A/CDK 2riagit avec E2F1, via son domaine de liaison
a la cycline A (Adams, et al., 1996; Dynlacht, bt 8997; Peeper, et al., 1995; Xu, et al., 1994).
complexe cycline A/CDK2 induit parallelement la ghborylation du cofacteur DP, induisant la
dissociation de I'hétérodimére E2F1/DP et la phospation de E2F1 lui-méme sur un résidu serine en
position 375. Cette phosphorylation diminue aiascépacité de liaison de E2F1 a I'ADN (Mundle and
Saberwal, 2003). Des données expérimentales avenutisint de E2F1 incapable d'interagir avec le
complexe cycline A/CDK 2 suggeérent que l'inhibitide I'activité E2F1 est importante pour I'entrée en
phase G2/M (Krek, et al., 1995).

La voie de dégradation des protéines par le protdascontrole le turn-over de nombreuses
protéines du cycle cellulaire (Hershko and Ciechano1998). La protéolyse médiée par la voie du
protéasome implique deux étapes: une étape delpglyitination des substrats suivie par la dégradati
des protéines ubiquitinylées par le complexe duéasome 26S (Hochstrasser, 1996). Le niveau
d'expression de E2F1 est également contrélé emdecpartie de phase S et en phase G2 du cycle
cellulaire par sa dégradation par la voie du psmg®. Dans ce contexte, l'interaction directe de RB
dans la région C-terminale de E2F1 le protége afément de la dégradation (Campanero and
Flemington, 1997) et allonge de plus de deux faiddmi-vie du facteur. L'induction de I'expressiien
pl4*"F (ou de son homologue murin p£9 ou de MDM2 entraine en retour l'induction de la
dégradation de E2F1 par le protéasome (Lin, e2@01; Mundle and Saberwal, 2003). A l'inverse, des
modifications post-traductionnelles a type de phosyglation ou d'acétylation contribuent également a
induire la stabilité et/ou I'accumulation de E2Hbre" dans la cellule par diminution de sa dégtiata
(Loughran and La Thangue, 2000).
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11.2.2 E2F1 et réponse aux dommages de '’ADN

De nombreux travaux ont mis en évidence I'existedian lien étroit entre la voie E2F/RB et les
voies de signalisation engagées au cours de lasépeellulaire aux dommages de 'ADN (Berkovich
and Ginsberg, 2003; Muller, et al., 2001; Ren,let2902). Ainsi, une augmentation rapide du niveau
protéique de E2F1 est observée dans des ligndaetarek tumorales variées mais également dans des
systémes de cultures primaires (fibroblastes, tloytes murins) traités par divers agents créant un
stress génotoxique (Stevens and La Thangue, 20@&ceindépendamment du statut des protéines RB
et p53. De maniére analogue a p53, cette indudgoB2F1 est liée a une augmentation de la statdité
la protéine en réponse a diverses modifications-fpaductionnelles visant a limiter son turnoveans
la voie de signalisation de réponse aux dommaged’Al2N, les kinases ATM/ATR (Ataxia
Telangiectasia Mutated/Ataxia Telangiectasia and3RBelated) agissent tres en amont, comme des
détecteurs des lésions et initient une cascadénagpporylation sur les effecteurs incluant entrieeau
les kinases CHK1 et CHK2 (Checkpoint Kinase). Bta décrit une phosphorylation de E2F1 sur son
résidu sérine en position 31 par les protéinesskisa®TM/ATR (Lin, et al., 2001) et/ou en positiod43
par la kinase CHK2 (Stevens, et al., 2003). E2R1également la cible d’acétylation sur différents
résidus lysine par PCAF, dont l'activité HAT esimsilée en réponse aux dommages sur 'ADN. De
plus, le traitement des cellules par un inhibiteler la topoisomérase Il (étoposide), induit une
acétylation de E2F1 sur les résidus lysine 8738%s la région C-terminale incluant un site desdini
a RB. Ce domaine a été identifié dernierement comnagnouvelle région d’interaction et de contréle
de l'activité de E2F1 (Rubin, et al., 2005). Caltmuble acétylation a pour conséquence d’empécher
I'interaction RB/E2F1 et d’activer E2F1 (Markhant,a., 2006). L’'ensemble de ces données suggere
gue les processus d’acétylation de E2F1 et/ou depsetenaires directs pourraient jouer un role
important au cours de la réponse cellulaire auxrdages de I'’'ADN, en régulant a la fois la stabité
I'activité de E2F1. Dans ce contexte, E2F1 deviapable d'activer les points de contréle engageés da
la réponse aux dommages de 'ADN en transactivastggnes cibles tels que les kinases ATM, CHK2
(Powers, et al., 2004; Rogoff, et al., 2004) et QHKIrist, et al., 2004). De plus, un rdle directlde
protéine E2F1 dans les processus de recombinaépamation de 'ADN a été proposé (Liu, et al.,
2003). Depuis, d'autres résultats de la littérasost venus renforcer cette hypothése et montéelat,
fois dans un systeme de lignées cellulaires, massia<n vivo» dans un modéle murin nullizygote
qU'E2F1 est capable d'activer des points de cantifg stimuler le processus de réparation de 'ADN
tout en induisant une résistance cellulaire a papse (Berton, et al., 2005; Wikonkal, et al., 2003
(Figure 9).

Parallelement, de multiples données convergerd heffait que I'accumulation de la protéine
E2F1 en présence d'un stress génotoxique peut angager les cellules vers I'apoptose de maniére
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dépendante ou non de p53 (Hong, et al., 2006; Hsiehl., 2002; Stevens, et al., 2003). Ainsi, les
thymocytes E2F1 sont moins sensibles & I'étoposide (Lin, et 201 et la neutralisation de E2F1 par
ARN interférence dans ces cellules en culture diifeur sensibilité a I'apoptose en réponse a la
chimiothérapie (Urist, et al., 2004). De plus, Ridga coll. ont montré dans un modéle de fibroldast
humains non transformés que cette propriété sgpéitifigue a E2F1 parmi les membres de la famille
E2F (Rogoff, et al., 2004).

L’ensemble de ces constatations va donc dansikedan role possiblement important de E2F1
au cours de la réponse aux dommages de '’ADN etvahelnte en terme de réponse thérapeutique aux
drogues cytotoxiques. En effet, si E2F1 est capdlaetiver la réparation de 'ADN endommagé, il
pourrait étre un facteur contribuant a la chimimt@sce des cellules tumorales. A I'inverse, saaca@

a induire l'apoptose en réponse a des lésionsAdeN’ pourrait sensibiliser les cellules tumoralex au
chimiothérapies. Dans ce cas, des essais prédmignt montré la capacité de E2F1 a potentialeser |
effets anti-tumoraux de divers agents cytotoxig{idsng, et al., 2002; Gomez-Manzano, et al., 2001;
Ma, et al., 2003; Rodicker, et al., 2001). Cetteorése différente de E2F1 aux agents endommageant
'ADN pourrait dépendre de son niveau d’expresside, son état d’activation (phosphorylation,
acétylation), du niveau d’expression de ses preggpartenaires mais également du contexte cedlulair
et des caractéristiques génétiques de la cellule.

A Interaction protéine-protéine B Réponse transcriptionnelle

Stress genotoxique
Stress genotOX|que

ATM/ATR

| P
P/CAF
Chk2 ‘\
\ Chk2

\ NS Réparation

de I'ADN/
BRCA 1 . .
E2F1 Survie cellulaire E2F1

TopBP 1 |

i

> Apoptose

Figure 9: Rble de E2F1 dans la réponse aux dommages IGADN.

En réponse a un stress génotoxique, E2F1 peuttatspporylée par ATM et Chk2 ou acétylée par P/CAFoaction

du type de dommage subi par la cellule. Ces motiifica conduisent a sa stabilisation et a une autatien de son
activité: E2F1 pourrait alors (A) participer au premes de réparation de I'ADN, activité qui poureibir lieu

indépendamment de sa capacité a transactiver ses gihles mais nécessiterait des interaction®ipesprotéine;
(B) induire I'apoptose, si les Iésions de 'ADN tsoréparables, en induisant I'expression de fastptb-apoptotiques.
Adapté d'aprés Stevens and La Thangue, 2004.

45



INTRODUCTION : Il. E2F1 - une protéine ambivalente

11.2.3 Apoptose et E2F1

[1.2.3.1 Généralités sur I'apoptose

En 1972, Kerr et collaborateurs ont décrit une tnumllulaire dans divers tissus et types
cellulaires qu’ils ont appelé « apoptose » : cdlules présentaient des caractéristique morpholagsq
communes, mais cependant distinctes de celles \@zserdans les cellules en nécrose (Kerr, et al.,
1972). Ce terme vient du grec et fait allusion ahate des feuilles en automne. L’apoptose est un
phénomeéne conservé a travers les especes et regtvéet chez tous les organismes multicellulaires
(Cikala, et al., 1999; Steller, 1995). Elle perradtorganisme de contrdler le nombre de celluleket
taille des tissus et peut étre activée par desagigphysiologiques normaux, intra- ou extracelhels
mais aussi par des stimuli pathologiques (Henggrt@800). En effet, elle est responsable de
I'élimination des cellules endommagées par un stresydatif, oncogénique, par des altérations
génétiques, par un choc thermique ou par des ageBtapeutigues cytotoxiques tels que les
chimiothérapies conventionnelles, l'irradiation a@yonsy ou I'immunothérapie (Herr and Debatin,
2001; Johnstone, et al., 2002; Kaufmann and Eawsk@00). Elle permet également a I'organisme
d’éliminer les cellules tumorales (ou infectées gas virus) reconnues comme cellules du non soi, qu
sont détruites par un processus apoptotique déwemar les lymphocytes T cytotoxiques du
microenvironnement. Ce processus de défense estnéamponse immune anti-tumorale (Barry and
Bleackley, 2002; Catros-Quemener, et al., 2003kddki and Green, 2002). Ainsi, le moindre
déreglement de l'apoptose et/ou de son contréleutesant a une mort cellulaire excessive ou
insuffisante peut engendrer des anomalies du dépefoent et certaines pathologies. Par exemple, un
exces d’'apoptose dans le systeme nerveux centtiinpiiire des maladies neurodégénératives comme
la maladie d’Alzheimer (Mattson, 2004), la sclér¢esgrale amyotrophique (Sathasivam, et al., 2001)
ou la maladie de Parkinson (Tatton, et al., 2083ljinverse, un déficit apoptotique peut aussi @&us
diverses affections telles que les maladies autotines (la polyarthrite rhumatoide ou le lupus
érythémateux disséminé, par exemple) qui se tradujzar une apoptose insuffisante des cellules auto
immunes réactives. Un défaut d’apoptose favorissulxie et la croissance de cellules anormales, a
I'origine d’'un déséquilibre entre la croissancelatmort cellulaire qui conduit potentiellement au

développement ou a la progression des tumeurs (R666; Thompson, 1995igure 10).
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w—=>> Infections virales
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Figure 10: Conséquence pathologiques d'une déréguiamn de I'apoptose
L'apoptose joue un rdle essentiel dans le maintetildbméostasie cellulaire chez I'adulte, de facon
opposée a la mitose. Le moindre déreglement de l&ndm entre division et mort cellulaire peut
engendrer des anomalies du développement et @stpathologies. Ainsi, un défaut d'apoptose pey
conduire a diverses affections comme les maladigsiemmunes, les infections virales et surtout le|
développement des tumeurs. A linverse, un exceapaptose peut induire des maladies
neurodégénératives, ischémie et méme SIDA.

—

Sur le plan morphologique, une cellule en apopsesearactérise par des changements ultrastructuraux

caractéristiques qui la distinguent de la celluienécroseRigure 11).

Apoptose :

- condensation de la chromatine,
fragmentation du nhoyau

- condensation du cytoplasme

- bourgeonnement de la membrane plasmique
- formation de corps apoptotiques

- sans altération des organites

- sans rupture de la membrane plasmique
jusqu'a phagocytose

- processus actif

Nécrose :

- gonflement de la cellule

- lyse de la membrane plasmique, de la
membrane nucléaire et des organites

- noyau piknotique

- induction d'une réponse inflammatoire
- événement passif, accidentel

Figure 11: Modifications séquentielles ultrastructurles de I'apoptose et de la nécrose.

Au cours de 'apoptose, la cellule subit plusiemcdifications spécifiques consistant en une corat@rs
de la chromatine, suivie par des bourgeonnementka deembrane plasmique et formation des cofps
apoptotiques qui seront phagocytés. A linverse,clgiiles en nécrose subissent un tassement de la
chromatine, un gonflement des organites et unedgda membrane plasmique.
D'aprés Kerr, et al., 1972.

a7



INTRODUCTION : Il. E2F1 - une protéine ambivalente

Une des premiéres modifications morphologiquesl'ajgptose est la réduction du volume
cellulaire par condensation du cytoplasme. Ensoiteassiste a une condensation de la chromatine qui
débute a la périphérie de la membrane nucléaiiis, qaite derniére se désintégre et la chromatine se
fragmente en petits masses distinctes. Apres pbttse de condensation, la cellule présente a fceur
des vésicules renfermant des amas de chromatiohesdtagments cytoplasmiques cernés de membrane
plasmique. Ces vésicules vont se détacher de llalecglour former les corps apoptotiques, qui sont
libérés dans le milieu extra-cellulaire. Ces capsptotiques sont rapidement phagocytéswivo » par
les cellules voisines et les macrophages, san®guev de processus inflammatoire dans les tises. C
caractéristiques morphologiques permettent derdifiiéer 'apoptose de la nécrose, autre mode dé mor
cellulaire, qui aboutit-elle, a I'éclatement deckllule, a la libération des constituants intradalles
dans le milieu et a la genése d’'une réaction inflatoire. Les changements morphologiques survenant
au cours de l'apoptose sont accompagnés d'altématimiochimiques spécifiques telles que la
fragmentation internucléosomale de I'ADN, I'extdisation des phosphatidylsérines composant
normalement le feuillet interne de la membrane migse. Ce processus permet aux cellules d’étre

reconnues comme cibles par les macrophages ppbhatpocytose (Fadok, et al., 2000).

11.2.3.2 Les acteurs moléculaires de I'apoptose

La mort cellulaire par apoptose résulte de l'a¢iora de voies de signalisation moléculaires
complexes étroitement régulées. Les genes clésguds dans la régulation de I'apoptose, initialeimen
identifiés chez le nématode (C. elegans) et leoradiogues chez les mammiféres codent pour des

protéines pro-apoptotiques telles que les caspaskss facteurs anti-apoptotiques.

a) Facteurs pro-apoptotiques: Les caspases et l@ardacteurs

Les caspases (Cystein Aspartic Acid-Protease) rappaent a une famille de protéases a
cystéine qui sont des effecteurs moteurs du prasegsoptotique. De part leur activité protéasiglles
clivent des substrats spécifigues en une protéolsgisonnée conduisant aux modifications
morphologiques et biochimiques caractérisant Iélsles en apoptose. Par exemple, en clivant leurs
cibles, les caspases (i) inactivent des protéindsapoptotiques; (i) dégradent des protéines de
structure; (iii) dégradent des protéines de jomctavorisant I'isolement de la cellule. Sur la bdsdeur
structure et de leurs fonctions, les caspasesgonpées en deux classes principales: (i) les saspa
initiatrices (caspases-2, -8, -9 et -10) activésotigomérisation ; (ii) les caspases effectrigespases-

3, -6, et -7) dont l'activation nécessite leur alje par les caspases initiatricdsig(re 12).
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Physiologiquement, les caspases sont expriméedadusne de proenzymes contenant trois domaines:
un domaine aminoterminal ou prodomaine de tailleatde, une grande sous-unité et une petite sous-
unité. Selon la taille du prodomaine, on distinges caspases a long prodomaine (caspases -15,2, 4,
8, 9, et 10) qui correspondent aux caspases fgtatet des caspases a prodomaine court (casasges

et 7) qui correspondent aux caspases effectricesrfieke and Salvesen, 2000).

Classes fonctionnelles Caspases Pro-domaine_ Substrat préféré
(site de clivage)
%p20 #p10
I 11 1
| |
Casp-3 I | DEVD
| |
Caspases effectrices Casp-7 I | DEVD
| |
Casp-6 I | VEHD
| |
{Casp—B [(DED I DED | | LETD
| |
e Casp-10 [(DED [ DED | |
Caspases initiatrices P 1! LEND
Casp-9 [CARD] I | LEHD
l |
Casp-2 [[CARD | l | DEHD
|
Casp-4 [[CARD | | (W/L)EHD
Casp-13 (bovine) [CARD] - | WEHD
|
Casp-5 [cArD] | (W/L)EHD
Caspases « impliquées .
. ; - CARD
dans l'inflammation » Casp-11 (murine) [ | | (ILIVIP)EHD
Casp-12 (murine)  [[CARD] | WEHD
| 1l
Casp-1 [[CARD | | WEHD
Casp-14 I | WEHD
Figure 12: La famille des Caspases chez les mammiédst
Les caspases sont des zymogénes (enzymes précumsetifs qui subissent des changements biochimigoas
devenir des enzymes actifs) se caractérisant pgarasdomaine et deux sous-unités de 20kD et 10kD.14es
membres décrits dans cette famille sont divisé8 groupes fonctionnels sur la base de leurs fonstat de la
structure particuliere de leur pro-domaine : (15 Raspases effectrices (en rouge), (2) des caspésEsices (en
bleu) et (3) des caspases impliquées dans les precasflammatoires. Tous les membres de la faméle g
caractérisent par une structure similaire avecvamiation dans la longueur du pro-domaine qui @mitou non 1
ou 2 DED domaines (Death Effector Domain) et un dom&ARD (Caspase Recruitement Domain). Il y §
actuellement environ 280 substrats différents t&pour les caspases.
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L'activation des caspases nécessite leur clivaga@weau de résidus aspartates, la libération du
prodomaine et l'association de la petite et la dgasous-unité sous forme d'hétérodimere. L'enzyme
active est donc un tétramére constitué de deuxdwiBeres au sein desquels les petites et grandes
sous-unités sont intimement liéeSigure 13). L'activité enzymatique des caspases est étreitem
régulée, notamment par leur interaction avec ddactaurs. Ces interactions font intervenir leurs
prodomaines et notamment les séquences DED (Défittdf Domain) et CARD (Caspase Activation
Recruitment Domain). Parmi les activateurs des asesg) on trouve la protéine APAF-1 (Apoptotic
Protease Activating Factor 1) qui lie la caspaser®a protéine FADD (Fas Associated Death Domain)

qui lie les caspases -8 et -10.

QACXG

. Grande Petite
Pro-domaine sous-unité sous-unité Pro-caspase “inactive”
(forme zymogeéne)
N CaspO ©
A;p-X

1e" clivage
QACXG
Enzyme partiellement

clivée
* QACXG

%Clﬁ 1 2e clivage
CE + Homodimérisation

N S e

Caspase
mature et active

1 QACXG

Clivage de substrats spécifiques
(caspases, actine, kératine, PARP..)

|

Apoptose

Figure 13: Structure et mode d'activation des caspas.

Les pro-caspases sont constituées de trois pantiegro-domaine N-terminal suivi d'une grande sauitdu
p20 et d'une petite sous-unité p10. Le site actifadeyme contenant une cystéine, au sein d'unf més
conservé (QACXG), se situe au niveau de la grands-gnité. L'activation des caspases nécessitauayel
entre les deux sous-unités et I'élimination du gmworaine, suivi de l'assemblage des sous-unités €n
hétérodiméres qui vont former la caspase activechspases clivent leurs substrats aprés un résjdutate
(Asp) d'une maniere trés spécifique.
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b) Les facteurs anti-apoptotiques

D'autres protéines a linverse des caspases emmpélzhenort de la cellule par la voie de
I'apoptose. Parmi ces facteurs anti-apoptotiquedrauve certaines protéines virales qui permetgent
réplication du virus en inhibant I'apoptose de édlute infectée, dont la protéine Crm A (Cytokine
response modifier gene A) qui prévient le clivage daspases -1 et -8 , la protéine du baculovBgs p
(Zhou, et al., 1997) qui inhibe la caspase 3 aetigé les protéines de la famille IAP (Inhibitor of
Apoptosis) découvertes initialement chez le badulgvqui inhibent a la fois l'activité des caspases
initiatrices et celle des caspases effectricestghijset al., 2003). Une autre famille de protéinas-
apoptotiques contréle l'activation des caspases$-8,0. Il s'agit des protéines c-FLIP (FADD-ICEeli
Inhibitory Proteins), homologues chez les mamms#ede la protéine virale v-FLIP (Thome and
Tschopp, 2001).

Enfin, les acteurs anti-apoptotigues majeurs sgesentés par les membres de la famille BCL-
2. La protéine BCL-2 possede quatre domaines ceésetommeés BCL-2 homology (BH) domain.
Chez les mammiferes, la famille compte au moingn2dnbres comportant tous au moins un domaine
BH (Cory and Adams, 2002). BCL-2 et quatre autresmiores de la famille sont anti-apoptotiques
(BCL-xI, BCL-w, Al et MCL-1) et contiennent des régs BH1, 2 et 3Kigure 14). Les membres pro-
apoptotiques de la famille BCL-2 peuvent étre digien deux groupes. Le premier groupe dont le chef
de file est nommé BAX comporte uniquement trois roera (BAX, BAK et MTD/BOK) également
structurés par des régions BH1, 2 et 3. Le deuxigmepe comprend des protéines qui possedent
uniguement un court domaine BH3 et constituent dusdamille "BH3-only" qui dénombre
actuellement huit membres chez les mammiféres (BBD, BIM, BIK, BMF, NOXA, PUMA et
HRK). A I'état normal, ils sont séquestrés au nivda cytosquelette, mais en réponse a un signal pro
apoptotique, ils forment des hétérodiméres aveenembres anti-apoptotiques de la famille BCL-2 et

neutralisent ainsi leur fonction de survie.

(A) Protéines anti-apoptotiques de la famille Bcl-2 (B) Protéines pro-apoptotiques du groupe de Bax
ol 02 03 o4 o5 b of gl Bax (Dros.DEBCEL) [ | CEE I I 503 B |
Bel-2 W) | BH3 N BH1 | igH ] e
—_— W
— Bok/Mtd —_—
Bel-w B e e
BelX, -{BHT -
Mcl-d — e e e e
(C) Protéines pro-apoptotiques du groupe BH3-only

A1/Bfl-1 —_— Bik/Nbk [ Z

NR-13 — e Blk

BHRF1 —_— - Hrk/DPS — s

LMW35-HL —_— s BNIP3 = T —

ORF16 —_— - Bim/Bod —_— 7

v-Bcl-2 (KSHV) — s Bad =

E1B-19K | ki Bid g —

CED-9 — == - — EGLEY o

Boo/DIVABCI2L-10 —— o e e Noxa S

BCLB PUMA/BbC3 B

— == == = Bmf e = e

Figure 14: La famille Bcl-2.
Cette famille comprend environ 30 membres cherlearyotes supérieurs et est divisée en trois squs-
groupes fonctionnels.
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[1.2.3.3 Les voies de signalisation de I'apoptose

A ce jour, deux grandes voies a l'origine de Nedidbn des caspases et des membres de la famille
BCL-2 ont été décrites: la voie de la mitochondnievoie intrinseque et la voie des récepteurs de¢ mo

ou voie extrinsequd~{gure 15).

Extracellular ligands o.g.. THF-. Fasl

ALK Intracaliular stimuli
Amtis
c=lAP
. . RIF € = | teesi Bax/Bcl-X
At o/ | RI aspase -B. tl apop ; 13 » @2
aptosis/
» IKK ‘\xk - _.._PTFC il P 3
J complex W WY M L
JNK ‘\K Cytochrome C ™
activation ¥ Y L =
A o Apaf-1
MF-xB m
pctivation - Caspase 0 =
., » /! Caspuss -12 E
) . 5 / A
dimbalrpan, 4 K . R == =
w.g. proliferation gewnstream Caspase -3, -8, -7 i
effects L] et
a.g., survhval +_ -
EXTRINSIC APOPTOSIE INTRINSIC

Figure 15: Les deux grandes voies apoptotiques.
Deux voies alternatives conduisent a la mort cailalpar apoptose. La voie extrinséque passant|par
les récepteurs de mort, et la voie intrinséqueane&n jeu le relargage de facteurs pro-apoptotiques
par la mitochondrie. L'activation de I'une ou dedtre des voies conduit a I'activation d’'une vgie
effectrice commune. Les deux grandes voies sont emtées par l'intermédiaire d’'un membie
proapoptotique de la famille Bcl2 : BID.
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a) La voie mitochondriale intrinseque

Cette voie est activée en réponse a divers stimui- et extracellulaires comme la privation de
facteurs de croissance, un stress osmotique, hypexdu génotoxique (Hengartner, 2000; Kaufmann
and Vaux, 2003). Cette voie se caractérise paiblrdtion de facteurs apoptotiques a partir de la
mitochondrie. Elle est dépendante des protéinesadamille BCL-2 et implique la libération du
cytochrome c¢ de la mitochondrie dans le milieu plasmique. Le cytochrome c forme alors un
complexe multiprotéique avec la molécule adap&tAPAF-1 et la pro-caspase-9 en présence d'ATP.
Ce complexe est dénommé apoptosome (Adrain andrii@fQ01). La pro-caspase-9, activée lors de
son recrutement au niveau de l'apoptosome, actbam dour les caspases effectridegre 15). Deux
autres protéines pro-apoptotiques jouant un rélasde condensation de la chromatine et la
fragmentation de I'ADN, sont également libérées lpamitochondrie: le facteur AIF (Apoptosis
Inducing Factor) et lI'endonucléase G (Endo G) étial., 2001; Susin, et al., 1999). L'activité des
caspases effectrices activées en réponse a latlto@du cytochrome ¢ est modulée par la préseese d
protéines IAPs, SMAC/DIABLO et OMI/HTRA2.
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b) La voie des récepteurs de mort ou voie extringeq

L'autre voie majeure d’initiation de l'apoptosegd largement impliquée dans la réponse

cellulaire immune (Ashkenazi and

génotoxiques (Debatin and Krammer,

Dixit, 1998), maigalement activée en réponse aux stress
2004; Micheta].e1999a; Micheau, et al., 1999b) est celle des

récepteurs de mort ou voie extrinséque. Ces racepheembranaires appartiennent a la superfamitie de

récepteurs du TNF (Tumor Necrosis Factor) dontnhesnbres présentent un domaine extracellulaire

similaire, riche en cystéineBigure 16).

Les récepteurs de mort exprimés a la surfada dellule sous

forme d’homotrimére renferment également dans tégron cytoplasmique un domaine d’interaction

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

propagation du signal de mort induit

par la stitiatade ses récepteurs (Ashkenazi and Dixit, 1999;

Bodmer, et al., 2000; Peter and Krammer, 2003)d€rompte actuellement huit membres incluant FAS
(aussi déenommeé CD95, APO-1, DR2) activé par santig-ASL, le récepteur TNF-R1 qui lie le TNF
et la lymphotoxinen, et les récepteurs du ligand TRAIL (TNF-Relatedopimsis-Inducing Ligand),

TRAILR1 (aussi connu comme DR4)

et TRAILR2 (égalatmdEnommé DR5).

THFR1

J. E _.n# FADD
A ¥

g

=)

a4 i
\ Caspase-8 -ﬁ!’

quatre sous-domaines riches en

adaptatrices FADD ou TRADD.
TNF: Tumor Necrosis Factor
Fas L: Fas ligand

CD95
Fas

s

Caspase-8 5|

Figure 16: Récepteurs de mort et leurs ligands.
Ce sont des récepteurs membranaires qui contiemnetibmaine extracellulaire renfermant deux

cytoplasmique qui comporte un domaine de mort (P&)nettant leur interaction avec les protéin

TNFR 1: Tumor Necrosis Factor Receptor 1
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L’activation de ces récepteurs par leur ligangeesif conduit a l'induction de I'apoptose. La
fixation du ligand induit une oligomérisation désepteurs, un changement de leur conformation et le
recrutement par les domaines DD de la protéine tattajg FADD (Fas-Associated Death Domain
protein). Cette protéine possede en N-terminakutme domaine d’interaction protéine-protéine a@pel
domaine effecteur de mort (DED) qui stimule le véement des caspases initiatrices -8 ou -10. Ce
complexe, incluant le ligand, son récepteur, FARDaeaspase-8/10 correspond au complexe du DISC
(Death Inducing Signaling Complex). Le recrutemest la caspase 8 (ou caspase-10) et sa forte
concentration locale semble étre a I'origine de sotoclivage et de son activation. La caspase-8 (ou
caspase-10) ainsi activée initie alors la cascadecdspases effectrices en aval, soit directers@bpar
I'intermédiaire d’'une boucle d’amplification qui altit a la libération du cytochrome c de la
mitochondrie en réponse a I'activation de BID clpe# la caspase-8 (Li, et al., 1998; Luo, et &98t
Scaffidi, et al., 1998). Il existe donc un lienodtrentre la voie extrinseque et intrinséqé&egqre 15).

Plus tardivement, les récepteurs activés formeatadgégats multimériques au niveau de domaines
riches en lipides (« radeaux lipidiques ») qui seiternalisés (Algeciras-Schimnich and Peter 3200

Cette voie pro-apoptotigue des récepteurs de rastt modulée par les isoformes anti-
apoptotiques c-FLIRg et c-FLIR o, issues d'un épissage alternatif qui agissent\seanidu DISC en
empéchant le recrutement de la caspase-8. Il prépdsé, par homologie au mode d’action de v-FLIP,
que les deux isoformes agissent en tant qu’inhibtsteompétitifs et empéchent le recrutement de la
caspase-8 au niveau du DISC et par la méme soratoti (Rasper, et al., 1998jigure 16). Ainsi, un
rapport élevé c- FLIR./caspase-8 inhiberait I'activation de la caspast-Binitiation de la cascade
apoptotique (Krueger, et al., 2001; Schmitz, et20104). Concernant c- FLIR, le mécanisme semble
plus complexe. Un ratio élevé c- Fl.IPaspase-8 exerce aussi une activité anti-apop®i{iGhang, et
al., 2002). Cependant, il a été montré que c- Fieéeruté au niveau du DISC pouvait étre clivé ea un
sous-unité p43 restant complexée au DISC et ersans-unité dissociée. Il a ainsi été suggéré que le
complexe c- FLIP/caspase-8 pourrait induire un clivage partiel dechspase-8 et une activité
protéasique de I'hétérodimere affectant des substiués a proximité (Chang, et al., 2002; Micheau
al., 2002).

Le mécanisme de la modulation de la mort cellalgar c-FLIP n’est pas encore complétement
élucidé a ce jour, et les facteurs impliqués dansggulation de I'épissage alternatif des isoformmes

FLIP ne sont pas connus.
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11.2.3.4 EZ2FL1 : facteur pro-apoptotique et anti-apopotique

a) E2F1 : facteur pro-apoptotique

Parallélement a I'induction d’'une entrée en phaséa présence d’'un haut niveau d’expression
de E2F1 résulte en une mort cellulaire par apopdass diverses conditions expérimentales (Qinl..et a
1994; Shan and Lee, 1994; Wu and Levine, 1994)imdctivation de E2F1 s’accompagne d'une
résistance a la mort programmée dans certains tyglkdaires. Selon certains auteurs, cette fonctio
pro-apoptotique serait spécifigue a E2F1 (DeGregral., 1997; Kowalik, et al., 1998; Leone, et al
2001; Lissy, et al., 2000) tandis que pour d’'aytie®8F2 et E2F3 possederaient aussi cette capacité
(Dirks, et al., 1998; Vigo, et al., 1999; Ziebo#t,al., 2001). De facon intéressante, il a étémaoent
montré que l'activité apoptotique mediée par E2ERemdait de E2F1 (Lazzerini Denchi and Helin,
2005). De plus, une boucle de rétro-contrdle négagrcée par les protéines E2F7 et E2F8 pour énhib
I'apoptose induite par E2F1 (Li, et al., 2008; Maamd Dyson, 2008) a récemment été décrite. Ce sont
les phénotypes observés chez les sd2i81 7" qui apportent des arguments convaincants poudlen r
physiologique de E2F1 au cours du processus apgptotField, et al., 1996; Garcia, et al., 2000uZh
et al., 1999). Chez ces animaux, la perte de EBF&iee effectivement une résistance a I'apoptese d
thymocytes matures ayant pour effet 'accumuladinormale de lymphocytes T CD4+/CD8+ par défaut
de sélection négative. Le facteur E2F1 est augsiiqué dans I'apoptose résultant de la pertdRée
Ainsi, dans les embryorRb” (le phénotype Rb étant létal), I'inactivation de E2F1 résulte ereun
diminution nette de I'apoptose par rapport a laytajion témoin et augmente de maniere significative
la vie fcetale bien que ces derniers meurent era@®t la naissance (Saavedra, et al., 2002; Tisall,, e
1998).

Les voies de signalisation pro-apoptotiques médpze E2F1 potentiellement mises en jeu lors
de la mort cellulaire sont multiples, interconnestéet coopérent trés probablement pour induire
I'apoptose. Elles impliquent aussi bien la voie aoitondriale que la voie extrinseéqueigure 17).
Ainsi, parmi les nombreuses cibles transcriptiolasetle E2F1 on trouve des acteurs clés de la voie
intrinseque incluant les protéines pro-apoptoticueé®maine BH3 incluant PUMA, Noxa, Bim et HRK
(Hershko and Ginsberg, 2004). SIVA représente uneagffecteur recemment décrit de lI'apoptose
mediée par E2F1, dont I'expression est directersémiulée par la liaison de E2F1 sur un site consens
au niveau du promoteur du géne cible (Fortin, e28I04). La surexpression de E2F1 résulte égalemen
en une accumulation d’'un certain nombre de caspasiegrices dont les caspases-9 et -2 ou effeesri
telles que les caspases-7 et -3 par un mécanisacivation directe de la transcription de ces genes
(Afshar, et al., 2006; Cao, et al., 2004; Moromiale, 2001; Nahle, et al., 2002). La protéine APRAESst
un autre effecteur classiquement décrit au coeranort cellulaire dépendante de E2F1 qui comtrol
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directement son expression (Furukawa, et al., 20#pni, et al., 2001). La protéine Smac/DIABLO
qui neutralise I'action des facteurs anti-apoptodi) IAPs a aussi été récemment identifiée comme une

cible effectrice directe de la mort cellulaire melpar E2F1 (Xie, et al., 2006).
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Figure 17: Différentes voies pro-apoptotiques déperates de E2F1.
E2F1 peut induire I'apoptose par transactivationsele cibles de maniére dépendante |ou
indépendante de p53. E2F1 peut également indapeptose par répression de facteurs anti-
apoptotiques (Mcl-1) ou inhibition de voies de siligation anti-apoptotiques (IXB).
Adapté d'aprés Stanelle and Putzer, 2006.
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Concernant la voie extrinséque, plusieurs traviempliquent le facteur E2F1. L’expression de
E2F1 est en effet induite lors de I'activation dicapteur FAS par son ligand dans les lymphocytes
murins. En outre, les lymphocytesERF1 " sont nettement plus résistants & ce stimulus apqpée
gue la population contrdle (Bi, et al., 2001; Caial., 2004). Dans des cultures primaires de m&s;0
la neutralisation de E2F1 corréle également avecrasistance a I'apoptose mediée par FAS (Hou, et
al., 2002). De plus, E2F1 induit I'expression dedspase-8 et son activation en réponse a l'itiadia
d’astrocytes tumoraux humains (Afshar, et al., 200@s données suggerent qu’E2F1 participe a & voi
mediée par 'activation du récepteur de mort FABufNavons confirmé cette implication au laboratoire
dans des lignées cellulaires d’adénocarcinome pudim® (Salon, et al., 2006). Nos résultats démantre
un mécanisme par lequel E2F1 induit 'apoptose el’'mmaniere indépendante de p53 par activation de la
voie des récepteurs de mort. Ainsi, dans nos medeékdlulaires, E2F1 inhibe spécifiquement
I'expression de l'isoforme c-FLB,: conduisant ainsi au recrutement de la caspase-4@vaau du
DISC et a son activation (Salon, et al., 2006).

Dans les modeles animaux comme dans les systeenesliire cellulaire, E2F1 est capable
d’'induire l'apoptose de maniére dépendante ou nenlad protéine p53 ou de son domaine de
transactivation (Bell and Ryan, 2004; Trimarchi dreks, 2002). Cette activité p53-dépendante ou
indépendante pourrait dépendre du contexte ce#ylanais aussi du stimulus puisqu’il a été montré
chez la drosophile que I'apoptose médiée par EBRERonse aux Iésions sur ’ADN dépendait de p53,
alors que l'apoptose dépendante de E2F1 en répohisectivation de RB non (Moon, et al., 2008).
Différents mécanismes pour l'apoptose dépendantgiie ont été proposés. E2F1 peut induire
I'expression de p&", classiquement décrit comme I'un de ses géness;iLi a son tour, séquestre et
neutralise I'oncoprotéines hDM2, empéchant ainsidgradation de p53 (Aslanian, et al., 2004; Bates,
et al., 1998; de Stanchina, et al., 1998; DeGregoml., 1997; Parisi, et al., 2002; Robertson ks,
1998). Néanmoins, des études menées chez la smursur des fibroblastes en culture montrent
qu'E2F1 est également capable d’engager un prosesmsoptotique via p53 en I'absence de’pi4
suggérant I'existence de mécanismes alternatifs fiaduction de p53 (Lindstrom and Wiman, 2003;
Rogoff, et al., 2002; Russell, et al., 2002; Talpet al., 2002; Tsai, et al., 2002). La stabilmate p53
pourrait faire intervenir alternativement une iatdron directe avec E2F1 (Hsieh, et al., 2002) ou
I'induction de sa phosphorylation sur différentsidés serine en fonction du stress subi et/ou gda ty
cellulaire (Hershko, et al., 2005; Rogoff, et &Q02). De maniére intéressante, I'équipe de Nip et
collaborateurs décrit une stabilisation de p53 RaF1 ne faisant pas intervenir son domaine de
transactivation (Nip, et al., 2001).

Parallélement, en 'absence de p53, l'inductiotekgpression de son homologue, p73, reconnue
comme cible de E2F1 (Irwin, et al., 2000; Stiewd &utzer, 2000) a été rapportée dans divers types

cellulaires transformés ou non (Irwin, et al., 200&sy, et al., 2000)L’induction de p73 par E2F1
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pourrait intervenir entre autre, lors de I'apoptqgsésuit I'activation du récepteur TCR des lympjtes

T (Lissy, et al., 2000). Une autre étude suggérermuéponse a un dommage de 'ADN, E2F1 est
acétylé et spécifiguement dirigé sur le promotear p¥3 afin d’induire I'expression de ce gene
(Pediconi, et al., 2003).

Outre la stimulation directe de I'expression deéeteurs pro-apoptotiques, il existe un second
meécanisme utilisé par E2F1 pour induire la mortutale : il s’agit de I'inhibition de signaux anti
apoptotigues ou de survie. Ainsi, E2F1 sensibilisg cellules d’ostéosarcome humain SaoS2 a
I'apoptose par la voie de survie dépendante dwetmale transcription NkB (Phillips, et al., 1999).
Dans ce modéle, la liaison du TNHTumor necrosis factor) sur son récepteur TNFRugg la voie
NF-xB par l'intermédiaire d'un adaptateur, TRAF2 (TNEedeptor Associated Factor 2) (Chen and
Goeddel, 2002). C’est a ce niveau gu’intervient EBRlinduisant une diminution de I'expression de
TRAF2. Par son effet inhibiteur sur TRAF2, E2Flighrdonc les cellules vers un état de sensibitisati
au ligand de mort TNFe. Dans ce systeme, E2F1 inhibe aussi l'activité kieases IKKao et 8
conduisant a la rétention dans le cytoplasme dseolss-unité p65 de NKkB, alors incapable de
transactiver ses genes cibles nucléaires (Phikips)., 1999). De plus, un autre mode d’inhibitaban
NF-xB par E2F1 a été décrit, par interaction direct&8E1 avec les sous-unités Rel A/p65 de -
résultant en une diminution de I'affinité de liaiséd I'ADN du complexe (Tanaka, et al., 2002). Utrau
exemple d’inhibition de signaux anti-apoptotiquedi®e par E2F1 concerne la répression du promoteur
du géne codant pour MCL-1, un membre anti-apopietide la famille BCL2 (Croxton, et al., 2002;
Elliott, et al., 2001).

b) E2F1 : facteur anti-apoptotique

A linverse des études décrivant une fonction apiigue de E2F1, des données plus récentes,
assez inattendues, ont mis en évidence une actwitéapoptotique de cette protéine. Ainsi, la
surexpression de E2F1 peut induire I'expressiogétes de survie (Dimova and Dyson, 2005). De plus,
les résultats issus de I'inactivation ou de la goiression de E2F1 dans des modéles murins suggérent
gu’elle exerce une activité anti-apoptotique dassHeratinocytes ou I'on a induit une mort celkdai
par irradiation aux ultra-violets B (Berton, et, &005; Wikonkal, et al., 2003). Cette forme d’ajose
pourrait représenter un mécanisme important deegtion de I'épiderme contre les mutations induites
par I'exposition aux ultraviolets. De facon impante, d’autres expériences d’inactivation de E2F1 au
cours du développement chez la drosophile démdnégalement I'existence d’activités simultanées
anti-apoptotiques et/ou pro-apoptotiques du fackeuionction du type tissulaire envisagé (Dimovd an
Dyson, 2005; Moon, et al., 2005).
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Ces données, en apparence contradictoires, r&mudsnc le caractére ambivalent de la
protéine E2F1 qui ne peut étre simplement claseé@me pro- ou anti-apoptotique. Au contraire, les
fonctions exercées par E2F1 sont complexes et dépérien du contexte tissulaire, cellulaire et du
stimulus. Ainsi, dans un contexte de croissancenate ou en présence de facteurs de croissance,
I'activation de E2F1 pourrait contribuer a la preggion dans le cycle cellulaire plutdt qu’'a la sane
de I'apoptose, sa capacité a activer des signativapoptotiques de survie contribuant a cet effetns
ce contexte, il a été montré que I'activité profaiptigue de E2F1 était neutralisée par activatieriad
voie de survie cellulaire Ras-PI3 Kinase (Hallstratnal., 2008; Hallstrom and Nevins, 2003). Deofa¢
intéressante, il a aussi été montré qu'E2F1 adiiké& (Chaussepied and Ginsberg, 2004), suggérant
I'existence d’'une boucle de rétrocontréle anti-dptique initiée par E2F1. A l'inverse, l'activation
anormale ou inappropriée de E2F1 en I'absencegiesk de croissance pourrait conduire a I'apoptose.
L'importance de cette balance prolifération/apoptosontrélée par E2F1 dans le maintien de
I’'homéostasie tissulaire est attestée par des @snéEentes montrant gu’une altération de cetiboguil

coincide avec un mauvais pronostic dans les cadcessin et de I'ovaire (Hallstrom, et al., 2008).
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11.2.4 E2F1 et Angiogénese

La formation d’'un systéme vasculaire est indispelesau développement embryonnaire chez les
vertébrés et impligue deux processus fondamentailx la vasculogénése — définie comme la
différenciation des cellules endothéliales progés et leur assemblage dans des plexus cagsllaire
primaires et (ii) I'angiogénese — la formation dmumeaux capillaires issus des vaisseaux préexsstant
Chez les individus adultes, les processus d’angigg sont existants mais limités a certains tissus
processus physiologiques. Par exemple, 'angiogénrés nécessaire au développement du placenta au
cours de la grossesse, a la croissance et la tigpatiasulaires, a la croissance musculaire etcyales
menstruels chez la femme. Cependant, I'angiogéij@se aussi un rble important dans certains
processus pathologiques incluant les cancers.

Parmi les six propriétés essentielles qui vontsiamer une cellule épithéliale normale en
cellule tumorale selon le modele général de laicagénese proposé par Hanahan et Weinberg se
trouve la capacité de la cellule tumorale & induire réseau de néovaisseaux ou néoangiogénese
(Hanahan and Weinberg, 200@jnsi, la progression tumorale de quelques cedlai@ncéreuses vers la
formation d’une tumeur solide nécessite le dévetopgnt et la croissance de plusieurs centaines de
vaisseaux qui vont nourrit la tumeur.

La prédominance de l'angiogénése au cours de lgrgssion des cancers et son role
relativement limité dans les processus physiologggnormaux ont motivé ces derniéres années la
recherche de nouvelles thérapies ciblant le régaseculaire nourrissant les tumeurs. L'utilisatienags
facteurs anti-angiogéniques dans des modéles exgdtaux de tumeurs solides mais aussi dans le
cadre d’essais cliniques chez 'lhomme ont confitieiicacité de la thérapie anti-angiogénique sar |

croissance et la dissémination tumorales.
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11.2.4.1 La famille VEGF

La formation des nouveaux vaisseaux est un prosesgés complexe impliquant environ 50
facteurs de croissance différents, récepteurskinyge et enzymes. Parmi eux, se trouvent les membre
de la famille des protéines VEGF, angiopoietineéphrine. Ces facteurs agissent sur les cellules
endothéliales du systéeme sanguin et lymphatigferemant une microvascularisation fonctionnelle.

Depuis sa découverte (Senger, et al., 1983) dbimge de son géne en 1989 (Keck, et al., 1989;
Leung, et al., 1989), le VEGF-AVascular Endothelial Growth Factprconnu comme VEGF (ou
facteur de permeéabilité) a été décrit comme leladgur le plus important de la formation des vaisse
sanguins dans des conditions physiologiques nosmmalgathologiques. C’est un facteur essentiehde |
vasculogénése et de l'angiogénése embryonnairess awssi le médiateur principal de la néo-
vascularisation tumorale. Le role crucial du VEGEhsl les cancers a été illustré par 'emploi darss de
modeles tumoraux i vivo» d’anticorps le neutralisant, qui préviennentnkovascularisation et
inhibent la croissance tumorale et les métasta&as €t al., 1993). Le VEGF représente donc unéecib
de premiere importance pour le développement decam@énts contre le cancer, et un certain nombre
d’entre eux font I'objet d’essais cliniques (Giaticd®007).

VEGF-A et les autres membres VEGF-B, VEGF-C VEGEeBnnu aussi comme (c-Fos Inducer
Growth Factor) FIGF], PLGFPlacental Growth Factdret le VEGF-Fs viral appartiennent a la sous-
famille des « platelet-derived » facteurs de ceoise de la superfamille des facteurs a domaine
« cystine-knot ». Tous les membres de cette supélfase caractérisent par la présence de huiluési
cystéine conservés formant la structure typiqugs&imee- knot » (deux cystéines liées par liaisos)S~
Le groupe des VEGFs est lié dans I'évolution avewtdes groupes de facteurs de la superfamille a
domaine « cystine knot » dont les hormones glydépmjaes, la famille des « mucin-like » protéines et
la famille des protéines TGF- (Transforming growth factgs) (Holmes and Zachary, 2005)
(Figure 18).

Les protéines VEGFs sont retrouvées dans toutessf@sces de vertébrés et sont trés conservées
au cours de I'évolution. Le VEGF-A est décrit cHeg poissons (zebrafidbanio rerio et pufferfish
Fugu rubripe$, les grenouillesXenopus laev)sles oiseaux@allus gallug et les mammiferes. Chez la
souris, I'expression du VEGF-A est clairement di&ecu cours de I'embryogénése. Son expression
diminue quelgues semaines aprés la naissance aggplart des tissus et est faible dans les organes
adultes exceptés le plexus choroide cérébral)\éslas pulmonaires, les glomérules rénaux ou lercce
L'expression du VEGF-A est augmentée durant cest@irocessus physiologiques (cicatrisation) ou
pathologiques. Le VEGF-A est sécrété par divergsygellulaires, tels que les cellules vasculaites a
niveau de l'aorte, les kératinocytes, les macrophanu les cellules tumorales (Holmes and Zachary,

2005).
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Figure 18 : Organisation génétique des membres huna de la famille VEGF.
Les exons sont numérotés et représentés par détes boles codons START (ATG) et STOP (TAA, TAG,
TGA) sont aussi indiqués sur le schéma.
D'aprés Ladomery, et al., 2007.

11.2.4.2 Fonctions biologiques et régulation des VEEBs

Les fonctions biologiques des VEGFs sont médiéedgsarécepteurs tyrosine kinase VEGFRs
(Dumont, et al., 1998; Fong, et al., 1995; Shaladtyal., 1995). VEGF-A se lie sur les récepteurs
VEGFR-2 (nommé encore KDR/FIk-1) et VEGFR-1 (FIt-Y)EGF-C et VEGF-D se lient sur les
réecepteurs VEGFR-2 et VEGFR-3 (Flt4). PLGF et VEBFe lient uniguement sur le récepteur
VEGFR-1 et VEGF-E sur VEGFR-Figure 19, A). Dans certaines conditions, certaines isoferiohes
membres de la famille VEGF peuvent se lier sur rdegpteurs dépourvus d’activité tyrosine kinase
nommeés neuropilines (NRPs) (Gluzman-Poltorak, €t28l00; Soker, et al., 1998). En se liant a leurs
récepteurs, les facteurs VEGFs contrélent en ciomdit physiologiques divers processus tels que
migration, prolifération ou survie des cellules etindliales et sécrétion des protéasegure 19
(Ferrara, et al., 2003). Dans les cancers, lesileslitumorales en sécrétant le VEgMotamment
stimulent la prolifération des cellules endothégkt la néo-angiogénese tumorale. De plus, cegtain
cellules tumorales présentent & leur surface eeptéurs VEGFR-1 et VEGFR-2 et sécretent du VEGF.
Dans ce cas, une boucle autocrine est mise ert Jadigation du VEGF sur son récepteur engagesalor
une voie de migration et/ou de survie de la celiuieorale Figure, 19, A).
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Figure 19: Role des récepteurs tyrosine kinase VEGFER

A) VEGFRs dans différents types cellulairesVEGFR-1 (R1) et VEGFR-2 (R2) sont exprimés a la sarfdes
cellules endothéliales (CE) sanguines. VEGFR-3 (R8) spécifiquement exprimé a la surface des celljles
endothéliales lymphatiques. Le VEGFR-2 est connungeran médiateur majeur de la prolifération et dsulvie

des cellules endothéliales, ainsi que de I'angiégénet de la perméabilité microvasculaire. A Birse, le VEGFR-
1 joue le rdle d'inhibiteur au cours du développenmmbryonnaire en séquestrant le VEGF et en prévesmm
interaction avec VEGFR-2. Cet effet, hnommé « Decffgce» peut étre aussi effectué par la forme delwu

VEGFR-1.

B) Les isoformes du VEGF-A et leurs interactions aweles récepteurs VEGFEnN réponse a différents stimuli,
les isoformes VEGH; et VEGRgs sont sécrétées par les cellules tumorales eesedur les récepteurs VEGFR-1
(R1) et VEGFR-2 (R2), tandis que les isoformes VE&GEt VEGR restent presque tout le temps séquestrées au
niveau de la matrice extracellulaire (ECM). SeuVEGF45 peut interagir avec les co-récepteurs NRP1 et NRP2

résultant en I'activation des voies de signalisatiépendantes de VEGFR-2 dans les cellules encdés|
D’aprés Ferrara, 2004; Ferrara, et al., 2003.

Le niveau d’oxygene a un role clé dans le contdi@d’expression du VEGF (Shweiki, et al.,
1992). L'ARNmM du VEGF est induit en condition d’hype dans un grand nombre de situations
pathologiques. Dans ce contexte, HIF-1 (Hypoxiautible Factor 1) est un médiateur clé de la réponse
a I'nypoxie. Le géene du VEGF contient un domaineBH&e réponse a HIF-1 (Hypoxia Responsive
Enhancer Element) au niveau de ses régions 5 &TR (Minchenko, et al., 1994). HIF-1 est un
hétérodimere composé des sous-unités HifetlIHIF-18, toutes les deux membres de la famille "basic
helix-loop-helix-PAS" (Huang and Bunn, 2003). HIEk-Est normalement trés instable, mais en
conditions hypoxiques cette protéine s'accumulergabition de sa dégradation par le protéasome. De
plus, TARNm du VEGF-A est stabilisé dans des ctinds pauvres en oxygene suite a la liaison sur son
extrémité 3'UTR de facteurs encore non identifidsl{nes and Zachary, 2005).

L'expression de 'ARNm du VEGF-A peut étre aussiganentée par certains facteurs de

croissance dont les protéines TGFTGF$, keratinocyte growth factor, IGF-1 (Insulin-liker@vth
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Factor-1), FGF (Fibroblast Growth Factor) et PD@GFRtelet-Derived Growth Factor), et il a été suggeéer
gue la sécrétion paracrine ou autocrine de cesudeipourrait coopérer avec un état d’hypoxie mcal
pour réguler I'expression du VEGF (Ferrara and B&myth, 1997; Neufeld, et al., 1999). Dans
certaines conditions d’inflammation, certaines kites comme IL-& (interleukin-In) et IL-6 induisent
I'expression du VEGF dans différents types celhalai (Neufeld, et al., 1999). Des événements
spécifiques de la transformation cellulaire peuvamsi induire I'expression du gene du VEGF. Des
mutations oncogéniques ou I'amplification de Ras Myc peuvent conduire a lI'augmentation de
I'expression du VEGF. Ainsi, des données existencernant une expression du VEGF dépendante des
mutations de Ras qui contribuerait a la progresstanla croissance tumoralénivo» (Grugel, et al.,
1995; Okada, et al., 1998).

[1.2.4.3 Les isoformes VEGky et VEGF,,,b

La structure génique des VEGFs humains se caisetgar sept exons fortement conservés, sauf
le VEGF-A qui posséde huit exorfsigure 20,A). VEGF-A existe sous la forme de multiples isofes
protéigues résultat de I'épissage alternatif de ABRINmM pré-messager (Ladomery, et al., 2007). Ces
isoformes sont dénommées de fagon générique Vk®fFchaque transcrit est nommeé en accord avec le
nombre d’acides aminés inclus dans le monomére. id@®rmes VEGky incluent les VEGE,;,
VEGFu45 VEGF65 VEGRgs VEGF g et VEGFRgs (Figure 20, A). Bien que le role spécifique de ces
différentes isoformes n’ait pas été élucidé, ceesiétudes ont suggéré des rbles distincts mais
coordonnés de chacune d’entre elles en fonctidisdu envisagé (Grunstein, et al., 2000). Par el@mp
une surexpression préférentielle de I'isoforme VE{R été rapportée dans les tumeurs pulmonaires
(Nishi, et al., 2005; Oshika, et al., 1998).

Récemment, une nouvelle famille d’isoformes du VE& été identifiee (Bates, et al., 2002)
(Figure 20, A). Ces isoformes dénommées VE&GB possédent 94-98% d’homologie avec les
isoformes VEGEx« et découlent de I'utilisation d’un site d’épissadernatif en 3’au niveau du dernier
exon Figure 20,B). Ainsi, les isoformes VEGkx et VEGF«xb ont la méme longueur mais possédent 6
acides aminés différents au niveau de leur extérit terminale, impliquant possiblement une
modification de la structure tertiaire puisque npdisulfure final est perdu. La queue C-terminale

basique comprenant deux arginine est aussi rengfzaédes résidus acides.
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Figure 20: Structure C-terminale du géne du VEGF.

(A) Structure exonique du géne VEGFLe géne du VEGF comprend 8 exons. Toutes les isoformes
actuellement décrites contiennent les exons 1-8. éte choix d'un site d'épissage alternatif en 3'au
niveau de I'exon 8 terminal soit proximal (PSS)distal (DSS) conduit a la synthése de 2 familles de
variants du VEGF a activité angiogénique opposée.

(B) Conséquence de I'épissage alternatif du VEGF-Ausla structure de I'ARNm. La sélection d’'un
site accepteur 3’ alternatif situé 66 paires deeb@n aval du début de I'exon 8 (distal splice) sitduit

la synthése d'un transcrit codant pour les isoforMESF,b dont les 6 acides aminés C-terminaux
different d’avec les isoformes VEGE Cette différence ne modifie ni la capacité déstin aux
récepteurs, ni la dimérisation mais modifie la c#gad’activation du récepteur.

D'aprées Ladomery, et al., 2007.
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Il a été montré que les isoformes VE&B forment environ 50% du "pool” des protéines VEGF
dans les tissus normaux et non angiogéniques colameumon, le colon ou la peau et l'isoforme
VEGF6d semble étre l'isoforme la plus exprimée. SurlEngonctionnel, les formes VEGKb sont
anti-angiogéniques. Ainsi, VEG§D se lie au récepteur VEGFR2 avec la méme affquile VEGhgs
mais ne stimule pas la phosphorylation du résidwdigie-1052 du VEGFR2, ne lie pas le co-récepteur
NRP1, et inhibe donc fortement la signalisation ViBEGFR2 (Kawamura, et al., 2008; Woolard, et al.,
2004). De plus, des essaisn«itro » de prolifération et de migration des cellulesi@héliales, des
études «ex vivo» sur vaisseaux isolés, et des modéliesvvo » de croissance tumorale ont montré que
le VEGRsb inhibe activement toutes les réponses angiogésiqmediées par le VEGs (Harper and
Bates, 2008). De facon importante, et en accord awe role potentiel de cette balance VEéF
VEGFed au cours du développement tumoral, il a été rmaogtra I'inverse des isoformes VEGE
surexprimées dans les tumeurs, I'expression du EBFest diminuée dans les carcinomes rénaux
(Bates, et al., 2002), colorectaux ou prostatiquadomery, et al., 2007). De plus, la perte du VEGF
est associée au potentiel métastatique des mélan@nichard-Jones, et al., 2007). Enfin, il a été
récemment montré que la surexpression spécifiquéistdorme VEGRed inhibe la croissance de
carcinomes prostatiques ou rénaux implantés en @ttasé chez la souris nude (Rennel, et al., 2008;
Woolard, et al., 2004), ainsi que prévient la ré&gode tumeurs colorectales implantées en sousécutan
chez la souris au bevacizumab (Avastin®) (Vareyalgt2008). Ainsi, une rupture de I'équilibre entr
les formes angiogéniques et anti-angiogéniquesrafigassiblement impliquée dans le développement
des cancers, mais aussi la réponse des cellulesdlen aux thérapies anti-angiogéniques.

De facon surprenante, et malgré le r6le que pmuntrgouer les facteurs protéiques contrélant ce
"switch" d'épissage du VEGF pro-angiogénique veesusangiogénique au cours de la carcinogénese,
tres peu de données existent concernant les pestéirsceptibles de contréler ce processus,ni méme s
le statut de ces différentes isoformes dans lestusrhumaines. Seulement trois études ont étégasbli
sur des molécules impliquées dans le contréleégesBage alternatif des transcrits VE&GECohen, et
al., 2005; Dowhan, et al., 2005; Li, et al., 2004insi, dans les podocytes, Cohen et collaboratents
identifié la protéine SLM-2 (&n68-lke mammalian_potein-2) comme un régulateur potentiel de
I'épissage alternatif des transcrits du VEGF. Le@sultats démontrent que la neutralisation de la
protéine SLM-2 diminue I'expression de la forme \Hzég et que In viva' I'expression de SLM-2 dans
les glomérules rénaux corréle avec le niveau desgion du VEGHEs (Cohen, et al., 2005). Deux
membres de la famille des protéines USAECAPER: et CAPER, ont été aussi proposés comme co-
régulateurs de I'épissage du VEGF. Dans des ligoéladaires T47D, la neutralisation de la protéine
CAPERx change d'une maniére significative le ratio deNAR de VEGH,/VEGF3 (Dowhan, et al.,
2005). Une autre étude propose le canal chlori@énptomme un facteur capable d'altérer I'épissage d

gene du VEGF (Li, et al., 2004). Cependant, auctnde n'a encore identifié des facteurs protéiques
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controlant I'expression des isoformes VE&l versus VEGky dans les cellules tumorales. De fagon
importante, une étude récente réalisée dans ladeseprimaires épithéliales a identifié les facteu
d'épissage de la famille SR comme des régulatatentiels du switch VEGk/VEGFx«b (Nowak, et
al., 2008).

11.2.4.4 E2FL1 et angiogénese

En 2006, les travaux de deux équipes ont impliquéorbtéine E2F1 dans le contrble des
processus angiogéniques. Qin et collaborateursnunitré dans des souris knock-out pour E2F1
I'existence d’'une angiogénese accrue en conditioypdxie, corrélée a une augmentation significative
de I'expression de 'ARNmM du VEGF-A comparativemank souris sauvages. Dans des conditions
d'hypoxie, E2F1 réprime l'activité du promoteuntiGF, par un mécanisme dépendant de p53 (Qin, et
al., 2006). Cette méme équipe a caractérisé dessiecifiques de liaison a E2F1 situés a proxidate
sites Sp-1 sur le promoteur du VEGF. Dans une aitrde, le récepteur NRP1 (neuropiline 1) a été
identifie comme une cible transcriptionnelle dieeale E2F1 (Jiang, et al., 200 es données

connectent E2F1 et le contrble du processus angiqge, via une régulation du VEGF notamment.
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[I.3 ROle ambigl de E2F1 au cours de la tumorigénése

Le rbéle de certains membres E2Fs, dont E2F1, dengrocessus de tumorigénése a été
initialement suggéré par les données issues de lewdi@d vitro" montrant dans des tests de
transformation de cellules en culture son pouvogogénique (Johnson, et al., 1994; Singh, et 2941
Xu, et al.,, 1995). Au cours de cette derniére déeenle développement de modéles de souris
transgéniques a permis de confirmer la place imptetde E2F1 dans ce processus, mettant en évidence
des activités opposées de E2F1, oncogénique ouesgiye de tumeur.

11.3.1 Propriétés oncogéniques de E2F1

Le modéle murin de tumorigénese cutanée a été sbuniisé pour I'étude des fonctions de
E2F1 'In vivd'. Il consiste en la surexpression spécifique dEIE@ans les cellules des couches basales
de I'épiderme et autres muqueuses malpighiennes Isonontréle d'un promoteur spécifique de la
Keratine 5 (K5-E2F1). De facon importante, l'exgies du transgene K5-E2F1 résulte en une
hyperplasie épidermique, une prolifération et upeptose accrues des cellules basales de I'épiderme
(Pierce, et al., 1998a). Ces souris développedivinent mais spontanément des tumeurs cutanées
(Pierce, et al., 1999b). Dans ce méme modéle, ERFAIne, en coopération avec I'oncogéene v-Ha-ras,
I'apparition de tumeurs plus précoces mais nonsimea (Pierce, et al., 1998a). Chez ces souris
transgéniques K5 E2F1, le développement tumorgllastrapide et les tumeurs plus agressives lorsque
p53 est inactivée, méme partiellement (Pierce, let 1®98b). Un autre modele de la capacité
oncogénique de E2F1 a été établi au cours de larigémése hépatique. L'expression d'un haut niveau
de E2F1 sous le contrdle d'un promoteur de l'albandians les hépatocytes conduit a la formation de
tumeurs hépatiques, possiblement en coopération laveroto-oncogéne c-Myc (Conner, et al., 2000).
En outre, linactivation de E2F1 chez les sourietozygotes pour Rb (Rb+/-) diminue nettement la
fréequence des tumeurs thyroidiennes et hypophgsdi¥amasaki, et al., 1998). Ces constatations
plaident en faveur d'un réle oncogénique de E2Fdluet effet protecteur de l'interaction E2F1/RBslan
le contréle préventif de I'activité oncogéniqueE®#1. Par quels mécanismes?

Un des premiers mécanismes est sans doute la gampgciE2F1 a stimuler la prolifération
cellulaire en induisant I'expression de genes edgula progression dans le cycle cellulaire et la
réplication de I'ADN. Cependant, bien que I'expresstransgénique de E2F1 et E2F4 entraine des
niveaux similaires de prolifération cellulaire éhyperplasie tissulaire, seules les souris transgés
E2F1 développent des tumeurs spontanées (Wand,, €080). Il est donc probable que d’autres

fonctions plus spécifiques a E2F1 contribuent aaivité oncogénique. Dans ce contexte, la capacit
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de E2F1 a inhiber la différenciation cellulaire ¢ker, et al., 2000; Scheijen, et al., 2003), akahi
I'apoptose (Berton, et al., 2005; Wikonkal, et @D03) ou a créer une instabilité génétique (Pinker
and Kowalik, 2006) pourrait contribuer a ses fomusi oncogéniques. De facon intéressante, une
dérégulation de E2F1 pourrait aussi contribueraaduploidie caractéristique des cellules tumorales
puisque la surexpression chez la souris de Madng, cible de E2F1 régulant le processus de
ségrégation des chromosomes, génere une instatbitiiénosomique et I'apparition de tumeurs variées,
parmi lesquelles des tumeurs pulmonaires (PickemmgKowalik, 2006; Sotillo, et al., 2007).

11.3.2 Propriétés suppressives de tumeur de E2F1

De facon concordante avec ses activités ambivaetite vitro », E2F1 a également démontré
des propriétés suppressives de tumeur dans dedewadarins. L’inactivation de E2F1 chez la souris
(Field, et al., 1996; Yamasaki, et al., 1996) candudes phénotypes variés en fonction du type de
souches de souris utilisées. Field et coll. ragmbrtine résistance a I'apoptose des thymocyteseet u
croissance thymique nettement majorée chez lesaamirjeunes, allant de pair avec I'apparition des
thymomes et des lymphomes chez les souris plusggésd, et al., 1996). L’équipe de Yamasaki et
coll. décrit la formation de tumeurs variées diisfplus fréquentes chez les solE&F1" que chez les
souris sauvages incluant des sarcomes de lI'appgsital pour 33% des cas, des adénocarcinomes
pulmonaires pour 20% des cas, des syndromes lymglifépatifs pour 16% des cas et des lymphomes
pour 8% des cas (Yamasaki, et al., 1996). Les anir2F1*" développent aussi des tumeurs plus
fréquentes que la population contrble. Ces donappsertent donc de solides arguments en faveur d’'un
réle suppresseur de tumeur exercé par E2F1, awespétificité tissulaire. Les mécanismes par ldsque
E2F1 exercerait ses fonctions suppressives de tupoeuraient inclure sa capacité a induire I'apsgto
a stimuler I'entrée des cellules en sénescenceapuéde (Russell, et al., 2006), a jouer un réle@us
des processus de réparation de I'ADN ou a inhilaigiogénese. L'importance de I'équilibre de la
balance prolifération/apoptose controlée par E2kXaurs du processus tumoral est attestée par des
données récentes démontrant une corrélation emfpeesence d'un programme apoptotique medié par

E2F1 et un bon pronostic dans les cancers du sdm l®vaire (Hallstrom, et al., 2008)

70



INTRODUCTION : Il. E2F1 - une protéine ambivalente

11.3.3 L’expression de E2F1 est altérée dans les tweurs humaines

Malgré un nombre croissant d’études suggérant otidté suppressive de tumeur de la protéine
E2F1, des mutations inactivatrices du géne n’ompta’s pas été rapportées dans les tumeurs humaines
a ce jour. Par contre, une amplification du nomdeopies du géne a été rapportée dans les métwastas
ganglionnaires de mélanomes (Nelson, et al., 2608ans de rares cas de carcinomes pulmonaires non
a petites cellules (Gorgoulis, et al., 2002) asstciactivité anormale de E2F1 au développement de
tumeur hautement malignes. Un grand nombre d’étadésélé une altération de I'expression protéique
de E2F1 dans différents types de tumeurs maligreds de maniere intéressante et en accord avec ses
propriétés ambivalentes, l'expression protéiqQueERE1 peut soit étre augmentée, soit diminuée en
fonction du type tumoral considéré (Zacharatosalet2004). Ainsi, la protéine E2F1 est indétectabl
dans les cellules carcinomateuses prostatiquesgpgrort aux cellules du parenchyme prostatique
normal. Au contraire, des hauts niveaux d’expressie E2F1 sont observés dans les carcinomes
mammaires, coliques (Bramis, et al., 2004; Zacbarat al., 2004), cesophagiens (Ebihara, et @4)20
ou dans les glioblastomes (Alonso, et al., 200&)marativement au tissu normal.

Sur le plan pronostique, une association entresurexpression de E2F1 et un mauvais pronostic
a été décrite dans les carcinomes malpighiens agigpis (Ebihara, et al., 2004) et les tumeurs
stromales gastro-pancréatiques (Yamazaki, et @32 A I'inverse, un niveau faible de E2F1 correle
avec la progression tumorale et un mauvais prandstis les adénocarcinomes coliques (Bramis,,et al.
2004), les carcinomes de la langue (Kwong, ekab3), de la vessie (Rabbani, et al., 1999), massia
dans les lymphomes B diffus a grandes cellules Igviat al., 2000).

Dans les cancers bronchiques, nous avons décritenpeession différentielle de E2F1 en
fonction du type histologique considéré (Eymin,aét 2001). Ainsi, une forte surexpression de la
protéine E2F1 a été décrite dans 90% des CPCstgudila protéine reste faiblement exprimée ouiquas
indétectable dans 90% des adénocarcinomes pulmesngiirdans 82% des carcinomes malpighiens en
comparaison avec le tissu pulmonaire normal. Dasmg&rcinomes pulmonaires non a petites celludes, |
surexpression de E2F1 apparait tantét comme uauiade mauvais pronostic (Gorgoulis, et al., 2002),

tantbt sans signification (Volm, et al., 1998).
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I EPISSAGE DES PRE- ARNm CHEZ LES
EUCARYOTES

l1l.1 Généralités sur I'épissage

[11.1.1 Définition de I'épissage

Chez les eucaryotes, les genes nucléaires codaptdééines comportent pour la plupart
des séquences codantes appelées exons, interropauees séquences non codantes et non
traduites (car elles contiennent entre autre dgsestes répétées ou des codons d'arrét de la
traduction) appelées introns qui doivent étre dléges. Des séquences introniques sont également
présentes dans des génes codant des ARN stablés daRransfert, ARN ribosomiques), dans
des geénes d'organites cellulaires (chloroplastegchondrie), ainsi que dans certains genes
bactériens, mais le mécanisme d'élimination deirttegns est différent de celui utilisé pour les
genes nucléaires codant des protéines.

Le processus d'élimination des séquences introsigue sein des transcrits de genes
nucléaires de protéines a lieu dans le noyau. G@eepsus post-transcriptionnel est appelé épissage
constitutif. Au cours de cette réaction d'épissadgs, sequences introniques des ARN pré-
messagers (pré-ARNm) sont éliminées et les séqaen@miques sont jointes les unes aux autres
pour former 'ARN messager (ARNm) mature. Ces ARNaomt ensuite transportés dans le
cytoplasme ou ils sont traduits en protéines aaanivdes ribosomes.

Chez les eucaryotes supérieurs, I'épissage estémomene majeur. La plupart des génes
contiennent un intron. De plus, les introns deagmnismes sont en général de grande taille par
rapport a ceux d'organismes tels que les levuresi,Ahez I'homme, la taille moyenne d'un exon
est de 75 a 150 nucléotides tandis que les infarsen moyenne 3500 nucléotides (Deutsch and
Long, 1999) et cette taille peut aller jusqu'a nucléotides (Rowen, et al., 2002). On peut
donc imaginer le défi relevé par la machinerie idggme pour identifier les exons au sein du
génome.

A cOté de l'épissage constitutif éliminant lesons, il existe un second mode d'épissage
dénommé alternatif. En effet, chez les vertébgsssites d’épissage sont généralement dégénéreés
par rapport aux séquences consensus. De ce féitredites séquences alternatives peuvent étre
utilisées en tant que sites d’épissage et plusi@Rdm peuvent étre produits a partir d’'un seul
géene. Ce processus est semblable a I'épissageitatiingt met en jeu les mémes acteurs
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moléculaires, mais dans ce cas des séquences e@snfipuvent aussi étre excisées. Les
eucaryotes supérieurs et les virus utilisent I'egoge alternatif pour accroitre la capacité codante
de leur génome. Chez 'lhomme, I'épissage alterrwatifcerne plus de 60 % des 30 000 génes
(Modrek and Lee, 2002) et sous-tend la diversitdégique. En effet, environ 80% des événements
d'épissage alternatif ont pour conséquence de mpdd séquence codante conduisant a la
production des protéines distinctes. L'épissagerrddtif représente donc un moyen unique
d'augmenter la diversité du protéome codé par umbn® limité de genes. Au niveau
physiologique, il participe au déroulement de paongmes cellulaires multiples. En contrepartie,
comme nous le verrons par la suite, il est ausstdision de produire des transcrits aberrants aux

conséquences pathologiques tres diverses.

[11.1.2 Mécanismes moléculaires de I'épissage

[11.1.2.1 Séguences nécessaires a l'identificatiort Bélimination
d’introns

Les introns renferment un ensemble de séquencesem@es permettant leur
reconnaissance par la machinerie d’épissage. @Qegsées conservées correspondent aux sites 5'
donneur et 3' accepteur. A l'extrémité 5' de chagten se trouve une séquence consensus
AG/GURAGU (R=purine et /= jonction intron/exon) aghge site 5' donneur d'épissage dans
laquelle le dinucléotide GU en 5' de l'intron estriotif le plus conservé. La définition des sites 3
accepteurs d’épissage (situées a I'extrémité 3irdeon) est plus complexe. En effet, chez les
vertébrés, ils renferment la boite de branchemeng séquence polypyrimidine et le site
3’'proprement dit. La boite de branchement est sitl& a 400 nucléotides en amont des sites 3’
d’épissage. La séquence consensus établie powitla de branchement des introns de vertébrés
est tres degénérée : YNYURAC (Y= pyrimidine) avecrasidu adénosine conservé et important
pour la réaction d'épissage. La séquence polypgiimicorrespond a un enchainement de 10 a 20
résidus pyrimidines, les résidus U étant plus fablar a sa fonction. Enfin, le site 3’ d’épissage
proprement dit se situe a la bordure intron/exoret3est caractérisé par une courte séquence
conservée YAG/G (Y = U ou C) (Patel and Steitz,30@Bigure 21).
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Site 3’ accepteur d'épissage

Site 5’ / /\ \
donneur Enchainement Site 3’
d'épissage de proprement dit
Boite de branchement pyrimidines
[ e,

Figure 21 : Séquences essentielles a la réactionpl&sage (Patel and Steitz, 2003)
Dans les introns des pré-ARNm de vertébrés lesesegs consensus des sites 5’ donneur d’épissage
et 3’ accepteur d'épissage sont indiquées respeutnt en vert et en bleu. La taille des nucléotides
chaque position représente la fréquence de la quésde ce nucléotide a cette position. Leg
nucléotides impliqués pour la reconnaissance d&din sont en noir, les autres en gris. Le nucléotid
de branchement est en rouge.

[11.1.2.2 Assemblage des complexes splicéosomauxXastteurs
protéiques participant a cet assemblage

Au cours de I'épissage, I'élimination des introsisoatalysée et régulée par un complexe
macromoléculaire appelé splicéosome. Ce complergand 5 particules ribonucléoprotéiques
appelés UsnRNP_(iigline-rich Snall Nuclear_Rbonucleojarticle) et de nombreuses protéines
non-snRNP. Les particules snRNP U1, U2, U4/U6, tit 4 éléments majeurs pour la formation
des complexes splicéosomaux. Chaque particule UBnRRBL constituée d'un ou plusieurs
UsnRNA (Uridine-rich small nuclear ribonucleic agjdd'un ensemble de 7 protéines communes,
les protéines Sm, et de plusieurs protéines spéesi a chaque UsnRNP. Les UsnRNA sont des
petits ARN (de 100 a 300 nucléotides) riches emuésuridine dont la séquence et la structure 2D
sont trés conservées chez les eucaryotes (Braelaait, 1980; Branlant, et al., 1982; Branlant, et
al., 1983; Krol, et al., 1981; Mougin, et al., 208%ill and Luhrmann, 1997).

Ces dernieres années, de nombreux progrés ontaé® dans [lidentification des
composants des complexes splicéosomaux. Récemuesrapproches de protéomique ont permis
de purifier certains de ces complexes et d'analigear contenu en protéines, y compris celles
associées de maniere transitoire (Hartmuth, e2@02; Jurica and Moore, 2003). Les complexes
splicéosomaux s'assemblent autour de lintron @iddr de maniére séquentielle. Chez les
vertébrés, les premiers facteurs d'épissage slass@u pré-ARNm ont pour réle de reconnaitre
les sites donneurs et accepteurs d'épissage. nect sites définis, les autres facteurs d'épissag

s'‘assemblent a leur tour sur le pré-ARNm.
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Les études de I'assemblage des complexes splicéososur le pré-ARNm réaliséem”
vitro" ont permis de mettre en évidence la formation dmfplexes possédant une mobilité
électrophorétique différente lorsqu’ils sont fraatés par électrophorése sur gel non dénaturant
(Jurica and Moore, 2002) : les complexes H, E, A&t Figure 22). Chacun de ces complexes
correspond a l'assemblage ordonné de particulesNBnRet de protéines non-snRNP. De
nombreuses protéines splicéosomales n’appartenasit aux particules UsnRNP participent
également a I'assemblage des UsnRNP sur le pré-ARD&R protéines sont soit associées de
maniére stable aux complexes splicéosomaux, sdégba transitoire.

Pré-ARNm

(BT ]eu—""~— —A_—vvvvyyyyvvac Exenz]

Complexe H/E

U1 snRNFP ¢

SF1h  U2A

—uzAF?S
e 2 “ha[_Exon 2]
uz snRNP
P L2AFSS o apas
Complexe B U4/UB-US tri-snANP
U2 snRMNP
LA U2AFRSY UzAF3S
S GG Exon 2]

Complexe C
e snRNA
C{QL
—/—/_

U2 snRNA
A—
asatd Yy

‘-?G.

Figure 22 : Assemblage du splicéosome et interactiorséquentielles des protéines SR
sur le pré-ARNm.

L’élimination des introns est un processus catalyaele splicéosome, assemblage de 5
particules UsnRNP associées a un grand nombreatieufa protéiques. L'assemblage du
splicéosome sur le pré-ARNm passe par la formadame série de complexes (les
complexes H, E, A, B et C.

D’apres Hertel and Graveley, 2005.
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De facon tres intéressante, I'assemblage se faiétppes Figure 22) et est initié par la
fixation de la snRNP Ul en 5' (Michaud and Ree®l)%®ermettant la formation d'un complexe
précoce (complexe E) qui renferme les facteurs géméd’épissage U2AF, mBBP/SF1 et des
protéines SR. A cette étape, il y a un rapprochémspatial des sites accepteurs et donneurs
d’épissage au niveau de lintron a éliminer. Desndes montrent que le réseau d’interactions
ARN-ARN, ARN-protéines et protéine-protéine au sdin complexe E place les sites 5’ et 3’
d’épissage a une distance d’environ 10 éKZ(Kent and MacMillan, 2002). En présence d'ATP,
le complexe E est converti en complexe A ou pré&épsome. Ce complexe est caractérisé par
l'association stable de la particule snRNP U2 areau de la boite de branchement. Enfin,
I'incorporation de la tri-snRNP (U4/U6.U5) au seéies complexes pré-splicéosomaux suivis des
changements conformationnels conduit a la formaties complexes catalytiques actifs B et C.
Au cours de la formation de ces deux derniers cergd splicéosomaux, I'excision des sites
terminaux de l'intron a lieu par deux réactionsti@msestérification ou des liaisons ester sont
rompues, puis reconstituées differemment, l'intétant éliminé sous la forme d'un lasso tandis

gue les deux exons sont réunis puis libéréguie 23).

RMA transcript (pre-mRNA)

Exon 1 Intron Exon 2

Protein —¢ il -__'"-.._ f . % =
L snBMA JI | Other proteins
'\'_:_r: P = - - =
snANPs /
[ U1, U2, U4, U5, UG ]
v

Spliceocsome

Spliceosome __//

components

v

mANA
[3] 51

Excon 1 Exon 2

Figure 23: Formation du splicéosome aprés assemblades snRNP et
d'autres protéines au niveau des sites d'épissage.

Le spliceosome permet le repliement local de I'mtigon excision sous
la forme de lasso et la religature des exons adjsicen
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[11.1.2.3 Les différentes modes d'épissage alterndti

Parallelement a I'épissage constitutif, des ARNBtirtits peuvent étre produits a partir

d’'un méme gene par différents modes d’épissagexifite 5 types d’épissage alternatif décrits

dans la littératureHigure 24).

1. Exons dits « cassette »

——

ol

2. Exons mutuellement exclusifs

5. Rétention d’intron

o—

6. Promoteurs alternatifs

e

— —

T

3. Site d’épissage 5’ en compétition 7. Sites de polyadénilation alternatifs

— —
_1 —

P—
—
4. Site d'épissage 3’ en compétition

:

Figure 24 : Les différents modes d’épissage alterniit

Les portions alternatives sont représentées en lijeexon cassette ; 2) exons mutuellement
exclusifs ; 3) sites d'épissage 5'en compétitiof); sites d’'épissage 3' en compétition; 5)
rétention d’intron ; 6) promoteurs alternatifs ;sites de polyadénilation alternatifs.

D’aprés Blencowe, 2006.

Les exons dit « cassettesont soit inclus, soit exclus de 'ARNmM maéature. $ont en

général de petite taille et exprimés de maniersutspécifique (Brown and Cooper, 1996;
Grabowski and Black, 2001). Dans ce cas, l'utiisaties sites 5' et 3' d'épissage correspondants
est tissu-spécifique. Par exemple, le proto-oncegeBRC codant une tyrosine kinase subit un
épissage tissu-spécifique. L'inclusion de I'exon dp&cifiguement dans les neurones conduit a
I'insertion de 6 acides aminés dans le domaine &% protéine kinase altérant sa capacité
d'interaction avec les autres protéines (Brown@oaper, 1996).

Les exons dits mutuellement exclugifdiki, et al., 1992; Smith and Nadal-Ginard, 1989)

ne sont jamais présents ensemble dans les ARNmresahien qu'ils aient des sites 5' et 3'
fonctionnels. Par exemple, le pré-ARNm FGFR2 caontiieux exons mutuellement exclusifs, qui
sont appelés lllib et llic chez la souris. La foriile est capable de fixer les facteurs de croissanc
FGF7 et 10, ce que ne peut pas faire la forme FGRKREMIki, et al., 1992).
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Sites d’'épissage 5’ et 3'alternatifs

Plusieurs sites d'épissage 5' et 3' alternatifsoempétition les uns avec les autres peuvent
étre présents dans une méme séquence exoniquejdAkuend Stevenin, 2003; Purcell and
Martin, 1993). La sélection d'un de ces sites carides ARNm distincts codant des isoformes
protéiques différentes.

La rétention d’intron

Un intron peut étre inclus dans I'ARNm. Dans ce eagarle de rétention d'intron. Cette
rétention peut étre tissu-spécifique. Par exengiiez la drosophile, I'épissage dil'&intron de
I'élément P produit une transposase dans leslezifjerminales, alors que sa rétention dans les
cellules somatiques conduit a la production d'un@éme qui réprime la transposition (Rio,
1988).

Promoteurs ou sites de polyadénylation alternatifs

Le choix des promoteurs transcriptionnels et désssde polyadénylation influence
I'identité des exons terminaux d'un ARNm. C'estde du transcrit primaire CT/CGRP commun a
la calcitonine et au neuropeptide CGRP. Dans leottg, I'utilisation des sites de polyadénylation
de I'exon 4 conduit a la production de calcitonumee hormone impliquée dans I'hnoméostasie du
calcium, tandis que dans les neurones, le neuroleePGRP est produit par utilisation du site de
polyadénylation de I'exon 6 (Lou and Gagel, 1998).

Plusieurs mécanismes d’épissage alternatif peugtat combinés dans un méme pré-
ARNmM. La production des variants d'épissage esiléégselon la nature des sites d’épissage et
par la présence de séquences régulatrices. Le desisites d'épissage peut dépendre du type
cellulaire, de I'état de différenciation de la old| de l'activation des voies de signalisation ou
encore, du sexe de l'individu. Tous les pré-ARNmvamt étre épissés de maniéere alternative ont

la caractéristique d'avoir des sites d'épissatpetai
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[11.1.3 Régulation de I'épissage alternatif

L’épissage alternatif n’est pas le fait du has&reds études ont démontré que les patrons
d’épissage d’'un méme géne varient au cours du oigvement, selon le tissu ou l'activité
cellulaire. De plus, les données montrent que esgion des isoformes d'un méme gene peut
varier en réponse par exemple a une stimulationdear facteurs de croissance (cytokines,
hormones) ou la stimulation antigénique du TCR lgegphocytes T (Matter, et al., 2000; Weg-
Remers, et al., 2001). Ces données prouvent gpisdage alternatif est un mécanisme hautement
régulé et que les signaux extracellulaires infleemd’apparition de tel ou tel transcrit. Cette
régulation fait intervenir des séquences exonigaasntroniques régulatrices agissant eis"et

des facteurs protéiques liant ces séquences ag&sdrans'.

I11.1.3.1 Des sites d’épissage sous-optimaux et d&lgments de
séquences régulatrices agissant ewmis"

Alors que les sites d'épissage forts utilisés dmiseement possedent des séquences
fortement similaires aux séquences consensus édabtiur les sites 5' et 3' d'épissage, les sites
d'épissage alternatifs ont souvent des séquengésnéi€es par rapport aux séguences consensus.
La force des sites 3' d'épissage dépend, en plis siequence du site 3' proprement dite, de la
séquence polypyrimidine et de la séquence de beameht. Les sites 3' faibles ont souvent un
enchainement de pyrimidine entrecoupé de purinksl eine séquence de branchement non
canonique, parfois le nucléotide utilisé pour lartmhement n'est méme pas une adénosine. Ces
caractéristiqgues rendent moins efficaces lint@actles composants splicéosomaux avec les
séquences aux jonctions exon-intron et intron-eX2ems ce cas, l'assemblage des complexes
splicéosomaux est guidé et facilité¢ par des fastguptéiques qui se fixent a des éléments
régulateurs présents au niveau des exons et/ounttess. Il existe deux types de séquences
régulatrices: des séquences activatrices et imickit Les séquences exoniques ESE (Exonic
Splicing Enhancer) sont les sites de liaison desépres SR. Une fois fixées, celles-ci peuvent
promouvoir la phase de définition de I'exon enutznt la machinerie d'épissage par leur domaine
RS. Les séquences introniques ISE (Intronic Smgidinhancer) peuvent stimuler 'étape de
définition de I'exon et activer des exons "faibles! cryptiques. A l'inverse, les séquences
inhibitrices ESS (Exonic Splicing Silencer) et I@&ronic Splicing Silencer) inhibent la phase de
définition de I'exon en recrutant des répressearladamille des hnRNP aux sites d'épissage ou
aux sites proximaux Ffgure 25). D'une maniere générale, la distribution des spges
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activatrices et inhibitrices varie en fonction desns constitutifs, des exons alternatifs et des
introns. En effet, dans les introns, on trouve faone proportion de séquences inhibitrices tandis
gue dans les exons constitutifs on trouve une foitie proportion de séquences activatrices. Par
contre, dans les exons alternatifs, on trouve envawutant de séquences activatrices que de

séquences inhibitrices (Blencowe, 2006).

Figure 25 : Régulation de I'épissage alternatif pades éléments de séquences régulatrices.
L'épissage alternatif est régulé par I'existencaiagau du pré-ARNm de séquences régulatrices
qui fixent des constituants du splicéosome. Cesiatgps sont définies sur la base de leur
localisation et leur activité comme ESEs et ESSs (Ex8plicing Enhancer ou Silencer), et ISEs
et ISSs (Intronic Splicing Enhancer ou Silencer). EE& ou ISE fixent des protéines de la famille
SR qui vont activer les sites d'épissage les ploshes ou inhiber les ESS ou ISS, tandis que le
ESS ou ISS répriment les sites d’'épissage ou laggégs activatrices en fixant les protéines de
la famille hnRNP. Le choix des exons alternatifs esép de la balance entre ces éléments
régulateurs sur le pré-ARNm et du ratio des pretmggulatrices interagissant avec eux.
D’apres Blencowe, 2006.

o

111.1.3.2 Facteurs protéiques impliqués dans I'épissge et agissant en
"trans'

Deux grandes familles protéiques jouent un roleiafudans la régulation de I'épissage et
le choix des exons a épisser. Ce sont les protéi@da famille SR (Serine-Rich Arginine) et les
protéines de la famille hnRNP (Heterogeneous NuclR#oonucleoprotein). Ces protéines
influencent toutes de facon dépendante de leurertration et/ou de leur activation, I'assemblage
du splicéosome aux sites d'épissage, en interagissec d'autres facteurs d'épissage et/ou les
séquences régulatrices présentes au niveau duRIxErA

La famille des protéines hnRNP comprend plus derd&ines, découvertes d’abord dans
des cellules HelLa, et nommées hnRNP A-U (Beyesl.etl977; Dreyfuss, et al., 1993). Dans
cette famille, les protéines les plus représergéashnRNP Al, A2, B1, B2, C1 et C2. Elles sont
tres abondantes dans la cellule, jusqu’a 100 malide copies par cellule (Dreyfuss, et al., 2002).
Ces protéines contiennent un ou plusieurs domaladiation a '’ARN appelés domaines RRM
(RNA Recognition Motif) ainsi que des domaines ditsiliaires. Elles se lient a I'ARN, soit de

maniere peu spécifique, soit de maniere séquenegfisple. Au sein du noyau, les protéines
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hnRNP sont majoritairement localisées dans le optdme. Certaines sont capables de faire la
navette entre le noyau et le cytoplasme, comme IEess de la protéine hnRNP Al (Pinol-Roma
and Dreyfuss, 1992). Dés leur transcription, lesNARroduits par I'ARN polymérase |l sont
associés avec un grand nombre de protéines hnRdgHrbtéines hnRNP sont donc présentes sur
chaque transcrit de géne codant une protéine &epeintervenir indirectement sur la maturation
des transcrits. Elles peuvent aussi agir de marspéeifique sur la régulation de I'épissage
alternatif d’'un pré-ARNm en se fixant avec une gusnde affinité sur les séquences régulatrices
ESS et en réprimant I'épissage. La protéine hnRNIRRgt un régulateur négatif de I'utilisation des
sites d'épissage, aussi bien 5' que 3' (PozzolBamadi, 2005). Au niveau du site 5' d'épissage, de
nombreuses recherches ont montré que la prot@RalR Al est un antagoniste des activités des
protéines SR (Caceres, et al., 1994; Mayeda, ,e1393; Mayeda and Krainer, 1992; Yang, et al.,
1994). La protéine hnRNP Al est aussi capable déixee sur des séquences inhibitrices
exoniques (ESS) et de réprimer l'utilisation de §t en amont, en empéchant I'assemblage des
complexes splicéosomaux autour de ce site d'émq€2aputi, et al., 1999; Del Gatto-Konczak, et
al., 1999; Marchand, et al., 2002).

A c6té de la famille des protéines hnRNP, la faamiles protéines SR joue un rdle crucial
dés les étapes précoces de l'assemblage des cempdplicéosomaux. Ces proéines se
caractérisent par un ou deux domaines de fixatibhRIN, de type RRM, et un domaine RS riche
en résidus sérine et arginine. Les protéines SResm@ntielles a la définition des exons chez les
eucaryotes supérieurs (Graveley, 2000). Elles @asgi bien impliquées dans I'épissage constitutif
gue dans les régulations de I'épissage altermdaifis reviendrons dans un prochain chapitre sur
cette famille de régulateurs cruciaux de l|'épissddautres protéines que les protéines SR
présentent des domaines RS avec parfois des dasmRR&. Elles ont été classées dans la
famille SRrp (SR related protein) également nommpexéines SR-like (Graveley, 2000).
Certaines de ces protéines sont des facteurs saggiscomme U2AF et U2AF®, d’autres sont
des protéines de particules UsnRNP (U1-70K, U5-180KU4/U6.U5]-27K), d’autres enfin sont
des protéines régulatrices de I'épissage (hdraR hTra) ou des protéines co-activatrices
(SRm160 et SRm300). On trouve également dans &Gattdle des ARN hélicases (HPrpl6,
HRH1) et de maniére intéressante, une famille detépres kinases responsables de la

phosphorylation du domaine RS des protéines SRSGIK, 2, 3)
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[11.1.4 Couplage entre transcription et épissage

Il est établi depuis quelques années que la trgmiser et I'épissage des ARN pré-
messagers sont des événements cellulaires couphéslel temps et dans l'espace (Bauren and
Wieslander, 1994; Beyer and Osheim, 1988). De masyme nous le verrons dans le chapitre
suivant, des inter-relations ont aussi lieu aves émpes ultérieures a I'épissage, comme le
transport des ARN et la traduction. L'ARNmM produwitsl de la transcription est immédiatement
pris en charge pour sa maturation; mise en plack deiffe, épissage et polyadénylation, sont
ainsi concomitants de la transcription. Le couplagmscription/épissage repose sur diverses
observations. La premiéere est que les acteursaegla transcription et I'épissage co-localisent a
I'intérieur de la cellule. Ainsi, les facteurs d&§age s'accumulent au sein de structures nudéaire
appelées speckles (20 a 40 par noyau) (Huang aedtd@p 1991; Zhang, et al., 1994) et les
marquages des transcrits poly (A) avec un oligg (d&rqué ou le marquage d'une sous-unité de
I'ARN polymérase Il ont montré leur localisatiomddes speckles (Carter, et al., 1993; Carter, et
al., 1991; Mortillaro, et al., 1996). De plus, pkigs genes se localisent a la périphérie ou a
l'intérieur des speckles (Brown, et al., 2008; Huand Spector, 1991; Jolly, et al., 1999;
Lawrence, et al., 1993; Lawrence and Clemson, 20D8)facon intéressante, il a été récemment
montré que cette localisation de genes activenmansdrits au sein des speckles dépendait aussi
de I'environnement chromatinien suggérant un réke fdcteurs de remodelage de la chromatine
dans les processus d'épissage (Brown, et al., 2808xaccord avec ces données, il a été montré
gue la trichostatine A (un inhibiteur de HDAC) atftie I'épissage (Nogues, et al., 2002), et que le
complexe de remodelage SWI/SNF régule I'épissagdivdes genes, incluant la E-cadhérine,
BIM, la cycline D1 ou CD44 (Batsche, et al., 2006%t effet met en jeu 'ARN polymérase Il et
son domaine C-terminal (CTD) qui agit comme undgbtame de recrutement de nombreux
facteur d'épissage et joue un role crucial darotadination de la transcription, I'épissage et la
polyadénylation (Bentley, 2005; Che, et al., 198itpse and Manley, 1998; Listerman, et al.,
2006; Misteli and Spector, 1999). Le domaine CTDI'A&N polymérase Il est constitué chez
I'nomme de 52 répétitions de 7 acides aminés canteh résidus sérine SPTSPS). Un jeu de
phosphorylation /déphosphorylation des résidumegérides éléments des séquences répétées du
domaine CTD ponctue les phases successives dectuitéa(Orphanides and Reinberg, 2002)
(Figure 26).
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Figure 26: Modéle du couplage transcription/épissage
Le domaine C-terminal de I'ARN polymérase Il coufaetranscription et I'épissage des ARNs pré
messagers. Le CTD sert de plateforme a I'assembé&gtadteurs responsables de la transcription, defla
mise en place de la coiffe, de I'épissage et dedtration de I'extrémité 3' a différentes étapedad
synthése du transcrit naissant.

Adapté d'aprés Orphanides and Reinberg, 2002.

A la fin de l'initiation de la transcription, leérines en position 5 de chaque répétition sont

progressivement phosphorylées, ce qui conduit didsociation des facteurs d'initiation de la

transcription et a I'association des enzymes stigtré la coiffe. L'ARN en cours de synthese a

alors une longueur de 20 a 40 nucléotides. Desriexmes d'épissagén’vitro” ont montré qu'en

plus d'avoir une action protectrice de I'ARN,

d'épissage (Proudfoot, et al.,

l2égence de la coiffe augmente l'efficacité

2002). Les protéfaes sur la coiffe interagiraient avec des

facteurs d'épissage afin de faciliter la reconaaice du premier exon (Lewis and lzaurralde,
1997; Maniatis and Reed, 2002; Proudfoot, et &8l022. Pendant I'étape d'élongation, les sérines
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en seconde position des répétitions sont a leurptioosphorylées, ce qui provoque la dissociation
des protéines de la coiffe et I'association detetas d'épissage. Par exemple, les protéines de la
famille SR interagissent avec I'ARN polymérase Dag, et al.,, 2007), de méme que d'autres
composants du splicéosome incluant PSF/p54nrb, U2AEne ou plus des 5 protéines snRNPs
(U1, U2, U4, U5 et U6) (Corden and Patturajan, 1¥iili, et al., 2002; Kameoka, et al., 2004;
Mortillaro, et al., 1996). Ces interactions permaént le positionnement des facteurs d'épissage
en proximité étroite avec I'ARN naissant, et faserait un épissage co-transcriptionnel plus
efficace. A coté de son rble en tant que platefodmerecrutement, la vitesse d'élongation de
I'ARN polymérase Il joue également un rbéle danggulation de I'épissage alternatif (de la Mata,
et al.,, 2003; Kadener, et al., 2002; Kornblihtt,020 Kornblihtt, 2006). Ainsi, une ARN
polymérase Il peu processive ou faisant des pansases au cours de I'élongation favoriserait
l'inclusion d'exons alternatifs possédant des sitgsissage sous-optimaux. Il a été montré que les
changements dans la vitesse d'élongation de I'ABtN@Erase Il mettent en jeu des modifications
de la phosphorylation de son domaine CTD (Batsehal., 2006; Kornblihtt, 2006). Ainsi, une
étude récente a montré que le facteur d'épissade fdmille des protéines SR, SC35, régulait
positivement I'étape d'élongation de la transaiptau niveau de genes spécifigues via une
augmentation de la phosphorylation du CTD de I'ABiW¥/mérase Il au niveau du second résidu
sérine (Lin, et al., 2008). A linverse, il a étéservé que le ralentissement de la vitesse
d'élongation de I'ARN polymérase Il au niveau dueg€id44 en réponse a I'expression de Brm, la
sous-unité catalytique du complexe de remodelagd S\W¥, s'accompagnait d'une accumulation
de sa forme phosphorylée sur la sérine en poditioiln CTD (Batsche, et al., 2006). Finalement,
une derniére observation en faveur du couplagee @ndinscription et épissage repose sur les
résultats démontrant que I'épissage alternatif pessi étre modifié par des variations dans la
région du promoteur (Auboeuf, et al., 2002; Cranstral., 1999; Cramer, et al.,, 1990es
résultats indiquent que des facteurs de transonippourraient aussi réguler I'épissage des
transcrits. En accord avec cette hypothése, i€ar@mntré que les co-régulateurs transcriptionnels
de certains facteurs de transcription recrutésiigeau des promoteurs de leurs génes cibles
étaient non seulement capables d'augmenter la igualet transcrit, mais aussi de modifier la
nature des variants d'épissage synthétisés pageress (Auboeuf, et al., 2005; Auboeuf, et al.,
2004a; Auboeuf, et al., 2004b; Auboeuf, et al.,20Dans certains cas, les effets sur I'épissage de
ces co-régulateurs transcriptionnels sont dépeadfnfpromoteur. De plus, certains facteurs de
transcription interagissent directement avec detefas d'épissage (Davis, et al., 1998; Ge, et al.,
1998; Hallier, et al., 1998) et modifient I'épissaigls que le facteur de transcription SP1/PU
(Hallier, et al., 1998; Hallier, et al., 1996) quntréle I'épissage de facon dépendante de sarliais
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au promoteur de ses genes cibles (Guillouf, eR@DB). Enfin, il a été recemment montré que le
facteur de transcription oncogénique EWS-FLil1 affitde ratio des variants d'épissage de la
cycline D1 en diminuant la vitesse d'élongatiod’BN pol Il au niveau de ce géne (Sanchez, et
al., 2008).

L'ensemble de ces données confirme donc l'existdicecouplage entre transcription et
épissage et indique une inter-connexion étroitéoettionnelle entre les protéines régulant la

transcription, les facteurs de la transcriptionanahent, et celles contrdlant I'épissageg(re

27).

Fl:ll:buur:
Factewrs d: epl:mg!

transcriphion h“nﬂp

\R ; 'mr

ULsnRNP pad

Protdina 7 Spi-1/0U.1 ’_”_/“'

Factears impligués dans la
trenscription et I"épissage

Figure 27: Transcription et épissage, deux événementcouplés pour un meilleur contrble de
I'expression des génes.

Outre la protéine oncogénique Spi-1/PU.1, plusiexsmples de protéines impliquées dans les deux
processus, transcription et épissage, sont déjauesn: P52, un activateur transcriptionnel, esalp
d’interagir avec le facteur d’épissage ASF/SF2 (&eal., 1998). U1 snRNP, facteur d'épissage esdent
du splicéosome, peut se lier a plusieurs protémpiquées dans la transcription : le facteur d¥gation
TAT-SF1 (Fong and Zhou, 2001; Tian, 2001), le factder transcription TFIIH, et méme I'ARN
polymérase Il (ARNpol 1) (Kwek, et al., 2002). Laogtéine E2, activateur transcriptionnel des géneg
viraux, peut elle aussi interagir avec des factelgpissage de la famille des protéines SR ou aesc
protéines associées aux snRNP (Lai, et al., 1999).

CAP: capping de TARNm

CTD: domaine carboxyterminal de 'ARN polymérase II.

D'apres Theoleyre, et al., 2004.
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lll.2 Les protéines SR

Parmi toutes les protéines nécessaires a I'épistademille des protéines SR joue un rble
crucial dés les étapes précoces d’assemblage dgdec@s splicéosomaux. La dénomination de
ces protéines est liee a la présence a leur ex&@nterminale, d’'un domaine riche en résidus
Sérine (S) et Arginine (R): le domaine RS. Cettenille de facteurs d’épissage est
particulierement conservée chez les métazoairégaement chez les plantes (Graveley, 2000).
Néanmoins, certains eucaryotes n’expriment pagatéipes SR, comm8. cerevisia¢Graveley,
2000). Elles sont essentielles a la définition ebesns chez les eucaryotes supérieurs (Graveley,
2000). Ces protéines sont aussi bien impliquées Bgpissage constitutif que dans les régulations
de I'épissage alternatif, mais elles jouent aussidle au cours des processus post-épissage.

Malgré leur expression ubiquitaire, des variatiakes I'expression des protéines SR sont
observées selon les tissus considérés suggérante qagio entre les différentes protéines SR
pourrait affecter I'épissage alternatif de fac@sui dépendante. Les protéines SR ont un rble a
jouer au cours du développement. Chez la drosqpdb#eprotéines SF2/ASF et SC35 participent
au développement du systéme oculaire (Gabut, ,e2@07). De plus, l'inactivation de SF2/ASF
chez C.Elegansconduit a la mort embryonnaire (Longman, et aDPD®. Chez la souris,
I'inactivation du géne SRp20 bloque le développéndenn stade trés précoce (Jumaa, et al.,
1999) et l'inactivation de SC35 dans le thymus odra un défaut de maturation des cellules T,
via la modification de I'épissage du récepteur CpA&ang, et al., 2001). De méme, l'ablation
tissu-spécifique de SC35 dans le coeur de sounssgémiques conduit a des hypertrophies
cardiaques via la diminution de I'expression degpteurs a canaux calciques cardiaques RyR2
(Ding, et al., 2004). Ces données corréelent avex rdsultats liant expression de SC35 et

disfonctionnement cardiaque chez I'homme (Hein&ctumitt, 2003).

I11.2.1 Présentation de la famille et caractéristigies structurales

A I'heure actuelle, dix protéines SR de poids moléce variant de 20 a 75kDa ont été
identifiées. Ce sont ASF/SF2 (Ge, et al., 1991;ing et al., 1991), SC35 ou SRp30b (Fu and
Maniatis, 1992a; Fu and Maniatis, 1992b), SRp20affey et al., 1991; Zahler, et al., 1993),
SRp30c, SRp40, SRp55 (Screaton, et al., 1995),(@a@&aloc, et al., 1994), SRp75 (Zahler, et al.,
1993), SRp54 (Chaudhary, et al.,, 1991; Zhang and Y996) et SRp46 (Soret, et al.,, 1998)
(Figure 28).
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Certaines protéines SR sont codées par des gesestielss. Chez la drosophile, la délétion du
géne correspondant a la protéine humaine SRp5%3ieatune |étalité dans la premiére ou
deuxiéme étape de la vie larvaire (Ring and Lis94)9 SC35 est également une protéine
essentielle au développement. Clezlegansl’invalidation des autres membres de la familke n
donne aucun phénotype. Ces résultats suggerenmedonadance fonctionnelle des protéines SR,
mais elles pourraient aussi agir en alternancéérelnts stades de la vie cellulaire.

Sur le plan structural, les protéines SR ont urgamisation modulaire caractéristique
(Figure 28). Elles contiennent un ou deux motifs de recorsaaise et de fixation a I'ARN
dénommés RRM_(RA Recognition_Mtif) en N-terminal, et un domaine riche en sérete
arginine (RS) en C-terminal. Le domaine RRM détaeena spécificité de liaison a '’ARN, tandis
que le domaine RS fonctionne comme un module dacten protéine-protéine, mais est aussi
capable d'interagir avec I'’ARN (Hertel and Gravel€3005; Shen, et al., 2004). De fagon
intéressante, le domaine RRM est interchangealite g@motéines SR (Chandler, et al., 1997;
Mayeda, et al., 1999) et peut lier TARN en absedeedomaine RS (Caceres and Krainer, 1993;
Tacke and Manley, 1995). De méme, le domaine RBiesthangeable (Chandler, et al., 1997).

Selon que leur domaine de fixation & 'ARN renferraspectivement un ou deux motifs
RRM, les protéines SR sont sub-divisées en 2 samdls: (i) de type SC35 ou (ii) de type
ASF/SF2 Figure 28).

Protéines SR humaines

SRp20 [ RrM RS |

SC35 [RRM T RS 7]

SRp46 R ES,

SRp54 [ RRM ] RS 1

SRp30c [RRM 1| RRM 2 [RS|

ASF2/ASF [ RRM 1] RRM 2 [RS |

SRp40 [(ReMi[RRM 2 [ RS ]

SRp55 [(RreMa[mrrM2 [T ®s

SRp75 [RRM 1 RRM 2 [ RS T |
oG8 [(RrM1[zall ®s T

Figure 28: Organisation structurale des protéines SR
Les différents domaines composant la structure oegipes 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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[11.2.1.1 Le domaine RRM de fixation a ’'ARN des praéines SR

Les domaines RRM (ou RBD, ou RNP) sont les motiiscsuraux de fixation a I'ARN les
plus frequemment retrouvés chez I'homme et ilsragtent la spécificité de liaison a I'ARN des
protéines qui les renferment. Ces domaines cordgignenviron 90 acides aminés et sont
caractérisés par 2 séquences signature, l'uneitcéesde 8 résidus, RNP-1 (RGFGFVxF) et
l'autre constituée de 6 résidus, RNP-2 (LFVGNLunigue domaine RRM de SC35 ainsi que le
domaine RRM1 d'ASF/SF2 portent chacun les deux ségsesignatureF{gure 28) et seraient
capables de conférer une spécificité de sélectiorsitt d’épissage (Dauksaite and Akusjarvi,
2004).

Les protéines SR reconnaissent un large éventaiédgiences ARN mais toutes les
protéines SR n'ont pas la méme spécificité de ifixatr 'ARN. Cela conduit a une activité
différentielle de ces protéines dans la réguladieiépissage alternatif (Tacke and Manley, 1999).
Les premiéres données démontrant une spécificéépdseines SR viennent des études sur les
protéines SC35 et ASF/SF2 mettant en évidence iifégethce significative des deux protéines
dans leur capacité a se fixer sur le pré-ARNm (©95). Des expériences de SELEX{&matic
Evolution of Ligands by EXonential enrichment) ont permis ensuite d'étaleds séquences ARN
de haute affinité ou des ESEs-spécifiques pourdmaude protéines SR (Cavaloc, et al., 1999;
Tacke, et al., 1997; Tacke and Manley, 1995; Taukd Manley, 1999; Tuerk and Gold, 1990).
Cependant, ces études ont aussi montré que cesdpBEifiques pour les protéines SR peuvent
contenir des séquences dégénérées de faible éffinit, et al., 1998). Parallelement a leur
capacité a lier 'ARN, des études structurales tiimaques récentes ont aussi montré que certains
domaines RRM sont utilisés pour établir des intitwas protéine-protéine (Maris, et al., 2005).

[11.2.1.2 Le domaine RS des protéines SR

Le domaine C-terminal des protéines SR contiengand nombre d'enchainement de
dipeptide RS (jusqu'a 80% dans le domaine de S@36jongueur du domaine RS varie de 24
(SRp30c) a 316 résidus (SRp75). Il a été démontede@domaine RS agit comme une plateforme
d'interaction protéine-protéine. Ainsi, les pro&s&rSR interagissent via leur domaine RS avec les
domaines RS d'autres protéines SR, mais aussrelaiaicteurs de régulation d'épissage, tels que
les protéines Tra et Tra 2 ou les composants dedehinerie d'épissage, comme U1-70K et
U2AF® (Amrein, et al., 1994; Graveley, 2000; Kohtz, ket #994; Wu and Maniatis, 1993). Ces

interactions via le domaine RS impliquent des angi® chargées positivement et des sérines
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phosphorylées, indiquant clairement que la phogpdioon du domaine RS conditionne fortement
les interactions des protéines SR avec leurs gaEréen(voir aussi 84 de ce chapitre) et donc leur
activité (Graveley, et al., 1998). Parallelemeset,degré de phosphorylation du domaine RS
conditionne aussi la localisation sub-cellulaire geotéines SR, et notamment leur recrutement au
niveau des sites actifs de transcription (Misteti,al., 1998; Misteli and Spector, 1998). Le
domaine RS est aussi impliqué dans le transporauwgytoplasme de certaines protéines SR
(Caceres, et al., 1998), mais aussi dans la rétenticléaire de la protéine SC35 (Cazalla, et al.,
2002). Enfin, des données récentes ont montréegderhaine RS pouvait aussi interagir avec le
pré-ARNm au niveau de la boite de branchement éHartd Graveley, 2005; Shen, et al., 2004).
Ce domaine RS est donc essentiel a I'activatiorpdatgines SR tant par les interactions protéine-
protéine et protéine-ARN qu'’il engage, mais aussigon effet sur la localisation sub-cellulaire de
ces protéines.

[11.2.2 Mécanismes d’action des protéines SR

[11.2.2.1 Réle des protéines SR dans I'épissage caingtif et alternatif

Les protéines SR participent a de multiples étajzas I'assemblage du splicéosome ce
qui les rend indispensables, aussi bien au nivealépissage constitutif que de I'épissage
alternatif. Dans I'épissage constitutif, les prog& SR assurent un réle de «ciment» des les étapes
précoces de I'assemblage des complexes splicéogoaetazontribuent aussi a la définition des
exons et des introns (Sanford, et al., 2005). @etsenécessitent leur fixation via leur RRM a des
séquences exoniques spécifiques (role exon dépBndaais aussi leur interaction via leur

domaine RS avec des partenaires protéiques (réleiagépendant).

a) Role dans I'épissage constitutif

La sélection des sites d'épissage est médiée phxaldon des protéines SR via leur
domaine RRM sur les séquences exoniques (ESE)&ARNM. Ainsi, au cours de la formation
du complexe E, les protéines SR fixées sur leur B&Eagissent physiquement avec la protéine
U2AF*® via son domaine RS (Wu and Maniatis, 1993) cormghiiau recrutement de la sous-unité
U2AF® sur I'enchainement de pyrimidine située en amantsite 3' d'épissage de lintron
précédent (Tian and Maniatis, 1993; Wu and Manidt®93) Figure 29, A). Par la suite, ce
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complexe stimule le recrutement de la protéine hRNP sur le site d'épissage 5' situé en aval de
I'exon (Graveley, 2000)F{gure 29, A). Ce processus initié par les protéines SR pera
définition des exons (Boukis and Bruzik, 2001; ®atfand Caceres, 2004). L'activation de
I'épissage par les éléments ESE peut aussi mettceurre d'autres facteurs protéiques, en plus
des protéines SR, tels que les co-activateursssggpe SRmM160/300 ou la protéine Tra2 (Eldridge,
et al.,, 1999; Graveley, 2000Figure 29, B). Ces co-activateurs favorisent et stabiliseist le
interactions entre les particules U snRNP et letgpres SR initiées dans les premieres étapes des

processus d'épissage.

Figure 29: Activation d’épissage par les protéinesisd’une maniére exon-dépendant.

(A) Définition de I'exon: modeéle de recrutement deprlatéine U2AF (B) Modele de co-
activation. Dans ce modele, la séquence ESor(iE Slicing Enhancer) fonctionne en
interagissant avec les protéines SR et d'autresctivateurs d’'épissage comme SRm160/300
qui interagit aussi avec U1 snRNP et U2 snRNP.

Py: enchainements de pyrimidine.

Adapté d'aprés Graveley, 2000.

Les protéines SR régulent aussi I'épissage d'umeéneaexon indépendante, c'est-a-dire
par des mécanismes qui n'exigent pas leur fixatiordes séquences exoniques (ESE). Ainsi, il a
été proposé que les protéines SR servent de médigieur rapprocher les sites 3' et 5' d'épissage
par un mécanisme nommeé "cross-intron interactiandeemettre I'excision d'introns de longue
taille (Graveley, 2000)Rigure 30). Dans ce modéle (premierement décrit pour lagmetSC35),
les protéines SR forment des "ponts " au traverirdeon en interagissant via leur domaine RS
simultanément avec d'autres protéines SR et ldéipes U1-70K (fixée sur le site 5' d'épissage)
et U2AP® (fixée sur le site 3' d'épissag€jdure 30, A).

De plus, parallélement a leur role dans la fornmatio complexe E, les protéines SR jouent
aussi un rble important dans le recrutement du ¢exepprotéiqgue U4/U6-U5 tri-snRNP
(Roscigno and Garcia-Blanco, 1995; Tarn and Stel@95). Le mécanisme exact de ce

recrutement n'est pas encore connu, mais il aréfglopé un modele selon lequel les protéines SR
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interagissent avec deux protéines spécifiques det @30 kDa (Graveley, 2000 2005; Roscigno
and Garcia-Blanco, 1995; Sanford, et al., 20%yure 30, B qui possedent des domaines RS
(Fetzer, et al., 1997; Teigelkamp, et al., 1997).

U4/U6 — U5 tri-snRNP

Figure 30: Modéles de mécanismes d'action des pratés 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
I'ESE) et SC35 (créant un pont au travers de l'intrianses interactions protéine-protéine au
niveau de la boite de branchement avec les autrapasants du splicéosome) juxtaposent les
sites 3' et 5' d'épissage.

D'apres Manley and Tacke, 1996

B: Recrutement du complexe tri-snRNP médié par les rptéines SR. Les protéines SR
peuvent médier le recrutement du complexe U4/UBHISNRNP au niveau du pré-ARNm au
cours de I'assemblage du splicéosome

Adapté d'apres Graveley, 2004

b) Réle des protéines SR dans I'épissage alternatif

Certains exons alternatifs se caractérisent paséggences d'épissage non optimales. Par
exemple, plusieurs sites  d'épissage alternatif 32ncontiennent un enchainement de
polypyrimidine insuffisant pour étre reconnu parpletéine U2AF résultant en I'exclusion de
I'exon situé en aval. La fixation des protéines iR les séquences ESE peut compenser cette
faiblesse des séquences polypyrimidine en recrutanprotéine U2AF et en initialisant le
processus de définition de I'exon (Blencowe, et2000; Sanford and Caceres, 2004). D'autre
part, les protéines SR fixées sur des séquencepESBEeNt réguler l'inclusion d'exons alternatifs
en supprimant l'effet négatif des protéines deuailfe hnRNP, dont la protéine hnRNP Al qui se
fixe sur des séquences exoniques ESS. Plusiewtesétnt permis de montrer que les protéines
SR et hnRNP A/B inhibitrices agissent de maniémagoniste par un mécanisme dépendant de
leur concentration (Smith and Valcarcel, 2000).rsesites de fixation sur 'ARN sont en général
juxtaposeés, ce qui empéche, par encombrement wérig fixation simultanée des 2 types de

protéines. Ainsi, en absence de protéines SR sisdguences ESE, la fixation de hnRNP Al sur
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des séquences ESS de l'exon bloque le recrutemdatpietéine U2AF au site 3' d'épissage et
prévient I'inclusion de I'exon alternatFigure 31). La balance d'expression entre les protéines SR
et hnRNP A/B et leur activité représentent donc fdeseurs importants dans la régulation de
I'épissage alternatif d'une maniere tissu-spéafigu au cours du développement. De plus,
comme nous l'avons déja dit, certaines des praésie pourraient agir en modifiant la vitesse
d'élongation de I'ARN polymérase Il via la modifica de la phosphorylation de son domaine
CTD résultant en l'inclusion ou I'exclusion d'exauwhtenant des sites d'épissage sous-optimaux
(Lin, et al., 2008).

m
- Y
U2AF°°

Figure 31 : Modele d’'inhibition d’épissage.

En absence des protéines SR fixées sur leur ESE;odeglexes inhibiteurs de
I'épissage (comme la protéine hnRNP Al) se fixemtdes séquences régulatrices
ESS (Exonic Splicing Silencer) situées en aval ddssES inhibent l'inclusion de
I'exon. De leur c6té, en se fixant sur leur ESE,pletéines SR empéchent la
fixation des complexes inhibiteurs sur les séquelssS.

Adapté d'apres Graveley, 2000.

Dans des conditions spécifiques, certaines praéiB® peuvent avoir un effet
complétement opposé sur la sélection des sitesssige alternatifs. Par exemple, les protéines
SF2/ASF et SC35 agissent de facon antagonisteldaggulation de I'épissage alternatif du preé-
ARNmM B-tropomyosin (Gallego, et al., 1997), ou SC35 smmarte comme un répresseur de
I'épissage d'une maniére tissu-spécifique. Une aitrde trés récente montre aussi la capacité de
SC35 et SF2/ASF a fonctionner comme antagonistes ldarégulation de I'épissage alternatif du
gene IGHD II (Isolated Growth Hormone Deficiencypayll). Dans ce cas encore, SC35 se
comporte comme répresseur pour la sélection denl'@x(Solis, et al., 2008). Dans la régulation
de I'épissage alternatif du pré-ARNm SRp20, SF2/ASE antagoniste de SRp20 (Jumaa and
Nielsen, 1997). Il existe une hypothése selon lbgwette capacité des protéines SR a réprimer la
sélection des sites d'épissage dépendrait de ddidation des séquences riches en purine sur le
pré-ARNm (Zuo and Manley, 1993). Ainsi, si ces sqes sont situées sur l'intron en amont du
site 3' d'épissage, les protéines SR qui s'y fieserceraient un effet répresseur. A linverse, le
déplacement de ces séquences sur l'exon en avafiaratl I'activité des protéines SR, les

transformant de répresseurs en activateurs dedape (Kanopka, et al., 1996). De méme, comme
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nous le verrons, la phosphorylation des protéinep@&R aussi conditionner leur effet répresseur

versus activateur (Feng, et al., 2008).

[11.2.2.2 Réle des protéines SR dans les mécanisnmad|ulaires post-
épissage

Les protéines SR qui font la navette entre le nogtale cytoplasme peuvent avoir des
fonctions supplémentaires dans le contréle desegsus post-épissag@&apleau 4. Il a été
démontré que les protéines SF2/ASF, SRp20 et 9iBRilent I'export des ARNms épissés en
recrutant sous leur forme hypophosphorylée le téceprincipal de I'export NXF1/TAP (Huang,
et al., 2003). De plus, les protéines SR ont étdlimées dans le contréle de la stabilité des
ARNmMm et aussi dans la surveillance et I'éliminati@s ARNm anormaux. Le NMD (Non Sense
Mediated mMRNA Decay) est un mécanisme post-trgotsmninel utilisé par les cellules eucaryotes
pour dégrader les ARNm anormaux présentant desnsastops prématures et éviter la production
de protéines tronquées pouvant avoir des effetsstesf dans les cellules. De facon intéressante, la
surexpression de certaines protéines SR induierdoeht le mécanisme de NMD et cette effet
nécessite la présence du domaine RS, mais neepaslavec la navette des protéines SR entre le
noyau et le cytoplasme (Zhang and Krainer, 2004%. u®téines SR peuvent aussi moduler la
stabilité de 'ARNm par un mécanisme différent dMN Lemaire et collaborateurs ont montré
gue la protéine SF2/ASF régule la stabilité cyteplmue de I'ARNmM de PKCI-1 (Protein Kinase
C-Interacting protein) dans des fibroblastes ddgian se liant a des séquences spécifiques sur le
site 3' UTR de PKCI-1 et déstabilisant ainsi sonN&R(Lemaire, et al., 2002). Une autre étude
montre que la protéine SC35 a concentration élguée aussi un rble dans la stabilisation et le
transport de ’TARNm de SV40 (Wang and Manley, 1995)

Enfin, les protéines SR sont impliquées dans lgrétnde la traduction des ARNms.
Ainsi, SF2/ASF s'associe aux polyribosomes et darfautraduction par un mécanisme mettant en
jeu la phosphorylation de 4E-BP1, un inhibiteurl'ddtiation de la traduction, via la voie de
signalisation mTORC1 (Karni, et al., 2008; Michléiyset al., 2008). De fagon intéressante, la
capacité de SF2/ASF a co-réguler I'épissage damsyieu et la traduction dans le cytoplasme d'un
méme ARN messager a été récemment mise en évi{laontord, et al., 2008), indiquant que les
protéines SR peuvent agir a différentes étapesedpréssion génique d'un méme gene. De la
méme facon, la phosphorylation de 9G8 ou SF2/ASHagaoie AKT modifie non seulement
I'épissage, mais aussi la traduction de 'ARNms&p(Blaustein, et al., 2005).
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Protéines Epissage Epissage Répression Navette Export Stabilité NMD Traduction
SR constitutif alternatif de entre le de de de
I'épissage noyau et la I'ARNM I'ARN I'ARNmM
cytoplasme
SF2/ASF + + + + - + + +
SC35 + + + - - ND + -
SRp20 + + - + + ND - -
9G8 + + - + + ND - +
SRp30c + + - ND ND ND ND ND
SR38 - - + ND ND ND ND ND
SRp40 + + - - ND ND + -
SRp46 + + - ND ND ND ND ND
SRp54 + + - ND ND ND ND ND
SRp55 + + - ND ND ND + ND
SRp75 + + - ND ND ND ND ND

Tableau 4: Roles des protéines SR dans I'expressipost-transcriptionnelle des génes.

Les divers rbles décrits pour les protéines SR dansmétabolisme de I'ARNm suggérent que les
membres de cette famille sont des acteurs multifmmeels qui régulent aussi bien I'épissage, I'expo
des ARNms et leur traduction.

NMD: Non Sense Mediated Decay

(+): effet démontré

(-): pas d'effet

ND: effet non déterminé

Adapté d'aprés Sanford, et al., 2005.
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[11.2.3 Fonctions biologiques des protéines SR

De part leurs fonctions essentielles dans le cntté I'expression des génes, les protéines
SR participent au niveau physiologique a la régutatle la croissance cellulaire. Cependant, a
I'heure actuelle, peu de travaux ont identifié $egnes cibles dans ce contexte. De plus, leur role
dans le contréle de processus cellulaires tels l@poptose ou la prolifération commence

seulement a émerger.

[11.2.3.1 Réle des protéines SR dans l'apoptose &t téponse aux
dommages sur 'ADN

Un grand nombre des génes impliqués dans le centléd voies de I'apoptose est régulé
par épissage alternatif. Dans la plupart des &@gissage alternatif du méme transcrit génére
différentes isoformes protéiques aux propriétésyeouantagonistes, pro- ou anti-apoptotiques
(Tableau 5).
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Conséquences
Protéines Fonctions cellulaires fonctionnelles de I'épissage
Ligands et récepteurs
. , s Altération de la solubililté et du
Activation de l'apoptose médiée - . .
. potentiel apoptotique, phénotype
par les récepteurs de mort . P
FasL dominant-négatif
Apoptose par la voie extrinséque Altération de la solubililté et du
LARD (dans les lymphocytes) potentiel apoptotique
Protéines Adaptatrices et Régulatrices
TRAF2 Voie de signalisation TNF Phénotype dominant-négatif
Fonctions distinctes dans la
TRAF3 Voie de signalisation TNF transduction du signal
Fonctions antagonistes au cours de
MADD Activation de la voie des MAPK l'apoptose
Fonctions antagonistes au cours de
Apaf-1 Composant de I'apoptosome I'apoptose
Changement de la localisation
Régulation de I'apoptose et du subcellulaire et de son potentiel
Survivine cycle cellulaire apoptotique
Protéine de liaison a la protéine  Modifications de son potentiel
SMAC/Diablo IAP apoptotique
Famille des protéines Bcl-2
Fonctions antagonistes au cours de
Bcl-x Protéine anti-apoptotique I'apoptose
Modifications de son potentiel
apoptotique (dépendant du type
Bak Protéine pro-apoptotique cellulaire)
Connection entre les voies Modifications de son potentiel
Bid intrinséque et extrinséque apoptotique
Changement de la localisation
Bim Protéine pro-apoptotique cellulaire (fixation sur les microtubules)
Caspases et Caspase-like protéines
Fonctions antagonistes au cours de
caspase-8 Caspase initiatrice I'apoptose
Fonctions antagonistes au cours de
caspase-2 Caspase initiatrice I'apoptose
caspase-9 Caspase initiatrice Phénotype dominant-négatif
caspase-10 Caspase initiatrice Changement de l'activité
caspase-3 Caspase effectrice Changement de l'activité
Régulation de I'apoptose médiée Fonctions potentiellement antagonistes
FLIP par les récepteurs de mort au cours de la réponse immunitaire
Famille des protéines p53
Reégulation de I'apoptose et du
p53, p63 et p73  cycle cellulaire Modifications du potentiel apoptotique

Tableau 5: Exemples de facteurs apoptotiques rég@éar épissage alternatif et conséquences foncticites.
L'expression d'un grand nombre des génes impliga#s tbs processus de l'apoptose est régulée pssagdpi
alternatif et les isoformes produites ont des fiomst distinctes et souvent complétement opposéesoars de
I'apoptose cellulaire.

D'apres Schwerk and Schulze-Osthoff, 2005.
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Ainsi, certaines caspases, telles que les caspase8 et -9 sont régulées par épissage
alternatif donnant lieu & des isoformes pro- et-apbptotiques (Himeji, et al., 2002; Horiuchi, et
al., 2000; Jiang, et al., 1998; Kisenge, et alQ2@®rinivasula, et al., 1999; Wang, et al., 1994).
De facon intéressante, un rble des protéines SR ldacontréle de I'épissage des caspases a été
rapporté. Par exemple, les protéines SC35 et SER2M&gulent I'épissage de la caspase-2 en
faveur de l'isoforme longue pro-apoptotique viadlasion d'un exon alternatif, alors que hnRNP
Al favorise I'expression de l'isoforme courte amoptotique (Jiang, et al., 1998). SF2/ASF est
aussi capable de réguler I'épissage de la caspase+@ponse aux céramides en faveur de
I'isoforme pro-apoptotique (Chalfant, et al., 200Bssiello and Chalfant, 2006). En accord avec
un réle des protéines SR au cours de l'apoptoseiréxpression de SC35 dans les cellules HelLa
induit leur apoptose (Jiang, et al., 1998) et latradisation de SF2/ASF dans les cellules de poulet
(DT40) provoque l'arrét du cycle cellulaire en GR l'apoptose (Li and Manley, 2005a).
L'inactivation de SF2/ASF dans ce contexte prévianfragmentation internucléosomale de
I'ADN via une modulation de I'épissage alternatf CAD (Inhibitor of Caspase-Activated
DNAse 1). De plus, le statut de phosphorylation gestéines SR pourrait jouer un réle au cours
du processus apoptotique. Par exemple, dans ldaleselJurkat, les protéines SR sont
déphosphorylées spécifiguement par la phosphase réponse a l'activation du récepteur Fas
ou au traitement par les céramides (Chalfant,. e2@01). De plus, l'activation des kinases SRPK1
et SRPK2 qui phosphorylent les protéines SR, alététe dans les étapes précoces de l'apoptose
suivie de leur inactivation dans les phases tasdjk@machi, et al., 2002).

De part leurs effets sur I'apoptose, les protéBRgpourraient aussi jouer un réle au cours
de la réponse aux stress génotoxique. Certainesédenvont dans ce sens. Ainsi, la protéine
SC35 s'accumule dans des fibroblastes BALB/3T3épornse aux gamma-radiation (Cardoso, et
al., 2002) et la mitomycine C, un agent anticancéraugmente l'activité de la topoisomérase |
conduisant a la phosphorylation de SF2/ASF et uwmndation de p53 (Gobert, et al., 1996). De
plus, en réponse a la mitomycine C, le niveau désgion de certaines protéines SR (SRp55,
SRp40, SRp30) augmente et est corrélé a des netibfis du profil d'expression de certains
variants d'épissage, tels que CD44 (Filippov, £t28107). Enfin, la neutralisation de SRp55 dans
les cellules traitées augmente leur viabilité suggeaussi un réle de SRp55 dans la réponse au

stress génotoxique (Filippov, et al., 2007).
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[11.2.3.2 ROéle des protéines SR au cours du cycleltdaire

Récemment, une nouvelle fonction des protéines &1 tk contrdle du cycle cellulaire a
été décrite. Chez la drosophile, Rasheva et colabors ont montré que la protéine SR, B52,
joue un réle dans le contrble de la transition GluUSycle cellulaire via la régulation de I'épissag
alternatif du géne H2F2 un répresseur transcriptionnel de la famille ERfeecontréle de son
expression (Rasheva, et al., 2006). De plus, leepBexpression de SC35 dans des fibroblastes
embryonnaires de souris MEFs (Mouse Embryonic Bilasis) induit I'arrét des cellules en G2/M
du cycle cellulaire et une instabilité génomiquésultant en partie de I'accumulation de p53 sous
une forme hyperphosphorylée et hyperacétylee (Xetoal.,, 2007). Ces résultats révelent
'implication de la protéine SC35 dans le contrdke voies spécifiques régulant la prolifération
cellulaire et la stabilité du génome (Xiao, et 2007). Dans une autre étude, Li et collaborateurs
ont montré que la réduction du niveau d'expresd®rtertaines protéines SR dans des cellules
MEF immortalisées par I'antigéne T de SV40 raldatit croissance cellulaire via une diminution
de l'entrée en phase S du cycle cellulaire (Lialet 2005). Ces résultats suggerent que les
protéines SR pourraient controler I'expressionataposants de la machinerie du cycle cellulaire.
En accord avec ces données, il a été montré unandgne différentielle d'expression et de
localisation subcellulaire de certaines protéin&s & cours des différentes phases du cycle.
(Tripathi and Parnaik, 2008). Par exemple, en pitase et au début de la mitose, la protéine
SC35 se localise sous sa forme phosphorylée adtias les "speckles” et SF2/ASF s'accumule
dans les cellules en interphase (Kruhlak, et 8002 Phair and Misteli, 2000). L'accumulation des
transcrits codant pour une autre protéine SR, SR@28 fin de la phase G1 et au début de la
phase S du cycle cellulaire a aussi été décritedayet al., 1997). De facon intéressante, des site
consensus de liaison pour les facteurs de tratsgrige la famille E2F ont été trouvés sur le
promoteur de SRp20, suggérant un role de cett€ippSR dans le contrdle du cycle cellulaire

par les facteurs de transcription E2Fs.

[11.2.3.3 ROle des protéines SR dans la stabilité gémique

Les protéines SR jouent aussi un role dans la evamice de la stabilité génomique. Ainsi,
Li et collaborateurs ont montré que l'absence d2/AFF dans les cellules DT40 conduit a la
formation de structures dites en "R-loops” conégtid'un hybride entre TARNmM nouvellement
transcrit et I'ADN, qui entrainent l'apparition dassures double brin sur 'ADN a l'origine

d'instabilité génétique (Li, et al., 2005). Le mégreupe a démontré que la neutralisation d'une
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autre protéine SR, SC35, dans des cellules HeLAldbraux mémes effets sur I'ADN et la
stabilité génomique (Li and Manley, 2005b). Cesultéss suggérent que les protéines SR
participent a la protection de lintégrité du géromn empéchant I'hybridation des ARNmM
naissants avec I'ADN source et donc la formatiostdectures mutagenes.

[11.2.4  Régulation de I'activité des protéines SR

De nombreuses études ont montré que les résiduse s#n sein du domaine RS des
protéines SR sont phosphorylés et déphosphorylése dnaniére dynamique dans différents
compartiments cellulaires. Ces cycles de phospatioyl/déphosphorylation des protéines SR
contrdlent leurs interactions protéine-protéingretéine-ARN au cours de la réaction d'épissage,
mais conditionnent aussi leur localisation subdaile, et leur capacité a faire la navette noyau-
cytoplasme (Bourgeois, et al., 2004; Hall, et 2006; Ma and He, 2003; Misteli, 1999; Stamm,

2008) figure 32). "In fin€' la balance phosphorylation/déphosphorylation @mmthe donc
l'activité globale des protéines SR.

Stimuli
externes

Voies de
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cellulaires Kinases Phosphatases

v
Transcription

\ //7maturation de L'ARN
& i . Polymérase I
QJL:? ;%?:éfgg @ RBD RS | Protéine SR Y )

Co-facteurs
transcriptionnels

v
44

Navette

noyau/cytoplasme Co-facteurs
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Figure 32: Role central des protéines SR dans le &8&u des voies de signalisation cellulaires impligaé
dans la régulation de I'épissage alternatif.

Les doubles fleches représentent les différenteéractions des protéines SR par leurs domaines |RS
(Sérine/Arginine Rich) ou RBD (RNA-Binding Domaiayec des séquences de I'ARN ou avec différents|co-
facteurs protéiques, conduisant a la régulationamoient de I'épissage alternatif des transcrits. |La

phosphorylation des protéines SR par des kinasésuouléphosphorylation par des phosphatases boaté leur
activité biologique globale.
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[11.2.4.1 Réle de la phosphorylation des protéinesiS dans la réaction
d'épissage

La phosphorylation des protéines SR est essendieeetapes précoces de lI'assemblage du
splicéosome via la stimulation de l'intéraction gestéines SR avec la protéine U170KDa par
exemple (Xiao and Manley, 1997; Xiao and Manley98)9 De plus, la phosphorylation des
protéines SR est nécessaire pour leur interactiec ke domaine CTD de I'ARN polymérase Il
(Hirose and Manley, 2000; Misteli and Spector, )99&diquant un rdle de cette phosphorylation
au cours du couplage transcription/épissage. Reise, la déphosphorylation est critique pour la
réaction d'épissage apres l'assemblage du splimé&oden accord avec ces données, le traitement
d'extraits nucléaires par des inhibiteurs de phaisses ne prévient pas l'assemblage du
splicéosome mais bloque I'épissage (Mermoud, etl@P4). Ces études indiquent qu'un cycle
dynamique de phosphorylation/déphosphorylation e&tessaire a la réaction d'épissage.
Dailleurs, le maintien des protéines SR sous on@é hyper- ou hypophosphorylée inhibe leur
activité biologique et la sélection d'exons altéfagKanopka, et al., 1998; Prasad, et al., 1999;
Sanford and Bruzik, 1999). La sélection du sit@idgage peut étre aussi modulée en fonction du
degré de phosphorylation des protéines SR. Chadw&ophile, la mutation d’une kinase affecte le
choix d’'un site 3’ d’épissage (Du, et al., 1998). to@dulation du niveau de phosphorylation
apparait donc comme un moyen de contrble de li&&timais aussi, de la spécificité des protéines
SR. Enfin, la phosphorylation semble capable delitimmner aussi le type d'activité des protéines
SR puisque la phosphorylation de la protéine SR3BRpui possede des fonctions de répresseur
distinctes des autres membres de la famille SRn(S#ial., 2005) la transforme en activateur
d'épissage via la stimulation du recrutement dedépres snRNP Ul et U2 sur I'ARN pre-

messager (Feng, et al., 2008).

[11.2.4.2 ROole de la phosphorylation dans la localigtion sub-nucléaire
des protéines SR

Dans le noyau, les protéines SR sont présentes ldanscléoplasme mais sont aussi
concentrées dans des foyers nucléaires nommésklageou encore " domaines SC35 " ou SFCs
(Splicing Factor_mpartments) (Fu and Maniatis, 1990; Hall, et 2006; Misteli, et al., 1997;
Misteli and Spector, 1997). La localisation subiadgke des protéines SR dans les speckles et leur
recrutement au niveau des sites actifs de trarignrjpest fortement dépendante de leur degré de
phosphorylation (Misteli, et al., 1998; Misteli aB@ector, 1998).
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Les speckles sont des structures nucléaires hétdesgentre 10-30 par cellule qui varient
par leur forme et taille (entre 0.5 -3 um) en farctdes caractéristiques métaboliques de la
cellule. Ainsi, il a été suggéré que les specklasiscriptionnellement actifs ont une forme
irréguliére, alors que les speckles ronds se formanabsence d’une activité transcriptionnelle
(Kavanagh, et al., 2005). Dans les speckles samtezdrées environ 100 protéines différentes
incluant des facteurs de transcription, d'épissagede transport de I'ARNm. Aprés leur
découverte, les speckles ont été longtemps codsidgamme de simples sites de stockage des
différents facteurs d'épissage (Lamond and Spe2@®3; Mattaj, 1994; Zhang, et al., 1994).
Ainsi, les premieres études montrent que le retgrgdes protéines SR des speckles dans le
nucléoplasme via la phosphorylation de leur dom&8eest nécessaire a leur fonction d'épissage
et a leur accumulation aux sites actifs de trapson (Caceres, et al., 1997; Duncan, et al., 1998;
Gui, et al., 1994; Misteli, et al., 1998). Si cedate est sans doute valable pour certains nombres
de genes, des études plus récentes suggerent aapemdrole beaucoup plus actif des speckles
dans le couplage transcription/épissage (Halll.e2806; Stamm, 2008). Ainsi I'expression de
plusieurs genes est directement associée avemasses nucléaires (Brown, et al., 2008; Wei,
et al., 1999) qui semblent capable de lier d'unaiéna spatiale les processus d'expression et de
maturation des pré-ARNms. Le couplage de ces psasedans un méme compartiment nucléaire
pourrait faciliter I'efficacité et l'intégration sledifférentes étapes, de la transcription du gene
jusqu'a I'export nucléaire de son ARNm.

Selon le modéle le plus récent de la structuresgeskles, les sites actifs de transcription
et d'épissage des pré-ARNms se localisent & lphgEie des speckles dans une région dénommée
"paraspecklesKigure 33). Cette région est enrichie significativement eRNA poly (A), est
associée avec plusieurs fibres péri-chromatinieebhesntient aussi différents facteurs d'épissage
dont les protéines SRFigure 33). Une fois épissé, 'ARN mature diffuse vers émetur des
speckles et s’associe avec des facteurs d'expocentrés a ce niveau, permettant le transport de
I'ARNmM vers le cytoplasme. Il a aussi été suggére lgs speckles peuvent fonctionner comme
des sites "contr6le qualité" de 'ARNm avant sopaek vers le cytoplasme (Molenaar, et al.,
2004). En accord avec cette idée, certains facteybqués dans les processus de NMD (dont
Y14 et RNPS-1) sont retrouvés dans les speckleta@Ka and Dreyfuss, 2004; Mayeda, et al.,
1999).
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Figure 33 : Modéle de la structure des speckles.

Ce modele suggere un couplage fonctionnel des gsasede transcription, de maturation du pré-
ARNmM et de I'export de 'TARNm dans un méme compmatit nucléaire, dans lequel sont concentrés
des facteurs de transcription, d'épissage et d'exgm 'ARN. La transcription et I'épissage sont

effectués a la périphérie de ces domaines appspéskles.

D'aprés Hall, et al., 2006.

[11.2.4.3 ROéle de la phosphorylation des protéines s dans la navette
noyau-cytoplasme

Certaines protéines SR, comme ASF/SF2, SRp20 et 868 capables de faire la navette
entre le noyau et le cytoplasme (Caceres, et al998)1 C'est leur
phosphorylation/déphosphorylation qui conditioneer linteraction avec les systémes d’export et
d’'import nucléaires. Au cours des processus dagessles protéines SR faisant la navette,
interagissent d'une part avec 'ARNmM épissé etréd'qart avec le facteur d'export nucléaire TAP.
Cette interaction avec TAP se fait via des séquenians leur domaine RRM et nécessite la
déphosphorylation de leur domaine RS (Huang, et2803; Huang and Steitz, 2001; Lai and
Tarn, 2004). Une fois dans le cytoplasme, les preg2SR sont réimportées dans le noyau via leur
interaction avec le récepteur d'import hMtrl0/Trorsne-SR de facon dépendante de leur
phosphorylation (Lai, et al., 2000; Lai, et al.,020 Yun and Fu, 2000; Yun, et al., 2003). La
phosphorylation des protéines SR dans le cytoplgsmeait donc agir comme un "switch" entre
le dépbt des ARNm et le réimport nucléaire deséimes SR (Gilbert and Guthrie, 200&)qure
34).
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Figure 34: Rb6le de la phosphorylation réversible decertaines protéines SR qui font la
navette entre le noyau et le cytoplasme pour leuotalisation subcellulaire et leur activité
biologique.

Selon ce modeéle les protéines SR hyperphosphorgtiagecrutées sur le pré-ARNm et se fixent
sur leurs ESEs. Au cours de I'épissage, les peréBR sont déphosphorylées mais certaines
d'entre elles restent associées avec 'ARNm eutestr avec le complexe EJC (Exon Junction
Complex) plusieurs copies de la protéine TAP audamrainsi I'efficacité d'export de 'ARNm
vers le cytoplasme. Une fois dans le cytoplasmepilegines SR se dissocient de I'ARNm afin
d'étre phosphorylées de nouveau et inportées eersyiau.

D'apres Huang, et al., 2004.

Les protéines qui ne font pas la navette, comm& ecas de la protéine SC35, présentent
un signal de rétention nucléaire NRS (Nuclear R&terSignal) au niveau de leur domaine RS
(Cazalla, et al., 2002). La phosphorylation de datggne SC35 induit sa localisation dans les
speckles, mais contrairement aux protéines SR ttelveui subissent une déphosphorylation a
lissue de I'épissage de 'ARNmM et sortent assaig@eec lui dans le cytoplasme ou elles sont
recyclées, la protéine SC35 reste séquestrée darmsyau. Des données récentes ont montré que
les voies de recyclage des protéines SR qui fomalzette et les protéines SR nucléaires sont
différentes (Lin, et al., 2005; Tenenbaum and Aguhiso, 2005)Kigure 35). Le groupe de Lin
a démontré que la protéine SC35 est fortementtadses & la déphosphorylation par les
phosphatases. Le domaine NRS de la protéine S@38gonsable de cette résistance mais les
mécanismes par lesquels SC35 et les autres pratBRaui restent dans le noyau sont recyclées
ne sont pas encore bien connus. L’accessibilitétdaimaine RS de la protéine SC35 pour la
phosphorylation par les kinases mais sa résista@etion des phosphatases suggerent que: (1)
soit ce domaine subit des changements conformatisrapécifiques aprés sa phosphorylation au
cours de I'épissage et 'assemblage du splicéos@®)esoit il recrute spécifiguement des co-
facteurs, qui masquent le domaine RS et bloquest Bacces des phosphatases (Tenenbaum and
Aguirre-Ghiso, 2005)Figure 35). En accord avec ce modele, le transfert du sijir® dans la

structure de la protéine SF2/ASF induit une réststade son domaine RS pour l'activité des
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phosphatases et sa rétention dans le noyau (Lial.,eR005). Les auteurs suggéerent aussi la
possibilité que la capacité du NRS a séquestrauregines SR dans le noyau peut étre liée a une
hyperphosphorylation de ces protéines a la finrdegssus de la maturation de I'ARNm par des
kinases nucléaires de la famille "cdc2-like" situéans les speckles, dont les membres Sty/Clk1l
et Clk2-4).
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Figure 35: Deux voies distinctes de recyclage desgpéines SR au cours de I'épissage
et la maturation de 'ARNm.

Les protéines SR sous forme phosphorylée se coectemtans les speckles nucléaires ou
ces protéines induisent les processus d'épissageedRNm. A la fin de la maturation de
I'ARN, les protéines SR qui font la navette (a dm)csont déphosphorylées par des
phosphatases et le complexe protéine SR-ARNm sox k& cytoplasme. Les protéines SR
sont ensuite recyclées par phosphorylation et réentdans le noyau. A linverse, les
protéines SR qui ne peuvent pas faire la navettedide) aprés leur phosphorylation par
les mémes ou d'autres kinases restent dans le .n@gsuprotéines sont résistantes a la
déphosphorylation, a la suite soit de changemeats d¢onformation du domaine RS ou
d'une autre partie de la protéine, soit du recratent'autres co-facteurs (en vert) qui
bloquent I'acces aux phosphatases.

D'aprés Tenenbaum and Aguirre-Ghiso, 2005.
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[11.2.4.4 Kinase et phosphatases impliquées dans ¢entrole de la
phosphorylation réversible des protéines SR

Différentes kinases phosphorylant les protéinesoBRété décrites. Elles sont localisées
dans des compartiments distincts de la cellulegetsant par des mécanismes spécifiques. La
recherche de protéines ayant un rble dans la dissoldes speckles au cours de la mitose
(Spector, et al.,, 1991) a conduit a l'identificatide SRPK1 (Gui, et al., 1994). SRPK2 a été
identifié sur la base de son homologie a SRPK1 (7@8Mang, et al., 1998). Ces kinases sont
majoritairement cytoplasmiques mais leur localatucléaire a été décrite (Wang, et al., 1998),
et notamment la relocalisation nucléaire de SRPKtaurs de la transition G2/M (Ding, et al.,
2006). La phosphorylation des protéines SR, etmotent SF2/ASF, par les SRPKs augmente
leur interaction avec d'autres protéines a domBiBgetelles que U170KDa, et la surexpression de
l'une ou l'autre des kinases SRPKs induit la redigion des protéines SR des speckles vers le
nucléoplasme (Wang, et al.,, 1998). De plus, un d#s kinases SRPK1 et SRPK2 dans
l'assemblage du complexe splicéosomal a été récemmaéerit, via leur interaction respective
avec la protéine snRNP Ul et le complexe tri-snROFUG-US (Mathew, et al., 2008).
Parallelement a leur rbéle au cours de la formatiorsplicéosome, les kinases SRPKs jouent un
réle essentiel dans I'import nucléaire des progBie faisant la navette noyau-cytoplasme. Ainsi,
la phosphorylation séquentielle et processive de//AFR2 par SRPK1 dans le cytoplasme est
nécessaire a son transport dans le noyau (Hagoptaal., 2008; Hamelberg, et al., 2007,
Koizumi, et al., 1999; Ngo, et al., 2008). Le mésare impliqué dans la phosphorylation de
SF2/ASF par SRPK1 a réecemment été décrit et néedasieconnaissance et la phosphorylation
préalable d'un résidu sérine a I'extrémité C-teatgipermettant la phosphorylation séquentielle et
directionnelle des autre résidus (Ngo, et al., 200&ns ce contexte, les domaines RRM1 et
RRM2 de SF2/ASF sont nécessaires.

La famille des kinases CK contient au moins 4 mewb6ty/Clk et Clk-2, -3, -4, qui
interagissent et phosphorylent les protéines SRpet impliqués dans le contréle de I'épissage
(Stamm, 2008). La phosphorylation des protéinep&Res Clk induit leur relocalisation dans le
nucléoplasme et un changement dans le choix du'sipgssage (Colwill, et al., 1996; Hartmann,
et al., 2001; Nayler, et al., 1998). A l'inverskyerphosphorylation des protéines SR par Clk/Sty
diminue leur activité dans la réaction d'épissad@edad, et al., 1999), suggérant qu'un niveau
optimal de phosphorylation est requis pour l'atdides protéines SR. Une hyperphosphorylation
de SF2/ASF par Clk/Sty affecte aussi sa localisagigbcellulaire en induisant sa rétention dans le
cytosol (Caceres, et al., 1998es données suggerent donc que le niveau d'activdgs kinases

CIk/Sty pourrait conditionner I'activité des protés SR et les profils d'épissage (Allemand, et al.,
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2007; Hartmann, et al.,, 2001). Des inhibiteurs pteologiques de CIlk/Sty sont d'ailleurs a
I'étude (Muraki, et al., 2004). Parmi les autresakes impliquées dans la phosphorylation des
protéines SR se trouvent la topoisomérase | (Labquet al., 1998; Soret, et al., 2003) la protéine
GSK3 (Hernandez, et al., 2004), ou la voie PI3KeAKT qui est activée en réponse a la
stimulation par les facteurs de croissance etpipaisphoryle SF2/ASF ou 9G8 en particulier
affectant ainsi I'épissage alternatif des pré-ARdenla protéine kinase C ou de la fibronectine
(Blaustein, et al., 2005).

Contrairement aux kinases, les données sur lespphtases qui déphosphorylent les
protéines SR sont rares. Les phosphatases PP1,m2@gaet PP2A sont capables de
déphosphoryler les protéines SR, et cette déphogplion est nécessaire pour la réaction de
trans-estérification (Cao, et al., 1997; Shi, et2006). Il a été montré que la phosphatase PP1 fa
la navette entre des compartiments cellulairegudiffts (Trinkle-Mulcahy, et al., 2003) et que les
protéines SF2/ASF et SRp30 possédent un motifcmaservé (RVXF) dans leur domaine RRM
pour la liaison avec la protéine PP1 (Misteli ana@pr, 1996; Novoyatleva, et al., 2008). La
diminution de l'activité de PP1 modifie les choisdsites d'épissage alternatif (Novoyatleva, et
al., 2008), impliquant l'activité des phosphatadass le contrdle des processus d'épissage. Au
cours du choc thermique, I'activation de PP1 pssatiiation avec son inhibiteur NIPP1 induit la
déphosphorylation spécifique de SRp38 (Shi and ®8ar®007). Enfin, une autre phosphatase
Glc7p a été recemment impliquée dans la déphosiattiory de certaines protéines "SR-like" et
pourrait affecter les protéines SR (Gilbert andh&at 2004).

S'il apparait donc que les cycles de phosphorylatéphosphorylation des protéines SR
conditionnent leur activité et leur localisationbsallulaire, trés peu de données existent
néanmoins concernant les signaux extra- ou intfalaiees activant ces kinases et/ou
phosphatases ou sur les génes dont I'épissageodsiéren réponse a l'activation de telles ou

telles kinases/phosphatases.
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[11.2.4.5 Régulation transcriptionnelle et post-transcriptionnelle des
protéines SR

A c6té des modifications post-traductionnelles, pleudonnées existent concernant les
facteurs controlant le niveau d'expression desépres SR. Pourtant, l'identification des
mécanismes contrblant leur expression apparait riaupe dans la mesure ou, comme discuté
précédemment, le ratio entre les différents fast&R agissant parfois de facon antagoniste va
conditionner en aval les profils d'épissage. ltéarécemment montré que la protéine E2 du virus
HPV16 transactive le promoteur du gene SF2/ASF ¢@\Viet al., 2009). De facon intéressante, les
genes codant pour les protéines SR sont aussiéggul niveau post-transcriptionnel. Les genes
codant pour SRp20, SF2/ASF, SC35, 9G8, SRp30c, BRp8Rp55 expriment différents variants
d'épissage, résultant d'un épissage alternatieaitds poly A distincts (Jumaa and Nielsen, 1997;
Sureau, et al., 2001). Dans ce contexte, SRp2C &5 &utocontrdlent leur propre expression afin
d'éviter leur accumulation trop importante. AirSRp20 se fixe sur son pré-ARNm, modifie son
épissage et conduit a la synthése d'une protéésiprée inactive, dépourvue de son domaine RS
(Jumaa and Nielsen, 1997). SC35 régule aussi négatnt son expression. Ainsi, un haut niveau
de SC35, et pas de SF2/ASF ou 9G8, active spéeifignt deux événements d'épissage alternatif
au niveau de la région 3' UTR du gene (Suread,,2Q01). Les variants résultant de cet épissage
sont dégradés par la machinerie du NMD résultantrendiminution globale du niveau d'ARN
codant pour SC35. De plus, une diminution de l'egpion des ARNms codant pour SF2/ASF ou
SRp30 a été observée en réponse a leur surexprésejmato, et al., 1999; Wang, et al., 1996).

Ainsi, la capacité des protéines SR a auto-contri@er niveau de transcrits apparait

comme un mécanisme commun susceptible d'affeatenieeau d'expression.
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I11.3 Epissage et cancer

Les altérations touchant les processus d'épissagsitutif ou alternatif du pré-ARNm
jouent un réle important dans le développement dadies variées. Ainsi, au moins 15 % des
mutations ponctuelles menant a des maladies gémesétigffectent I'épissage (Cartegni, et al.,
2003). Plusieurs études ont démontré l'existenceditférences dans les profils d'épissage
alternatif entre tissus normaux et cancéreux, et é@edes bioinformatiques ont documenté
I'expression de plusieurs centaines de variantpisd&ge spécifiquement dans les cellules
cancéreuses (Hu, et al., 2003; Hui, et al., 2004siM-Rafinia and Kerem, 2005; Philips and
Cooper, 2000; Wang, et al., 2005). Par exemple eXoollaborateurs ont identifié des variants
d'épissage associées spécifiguement au cancer déangéBes (Xu and Lee, 2003), et réecemment
une analyse génomique a grande échelle réalis&lemunancers du poumon a identifié 13 % des
17800 genes analysés comme possédant des trara@m@itsatifs differemment exprimés entre
adénocarcinome pulmonaires et tissus normaux (Xil.e 2008). Ces études montrent donc
I'existence d'une connexion étroite entre épissgtgeancer, mais il reste a déterminer si et
comment les anomalies affectant I'épissage pagtitiau processus de carcinogénése ou sont l'une
des conséquences de ce processus, de méme de'ibreentifier les mécanismes moléculaires
impliqués dans cette dérégulation de I'épissagen Rjue l'impact fonctionnel des variants
d'épissage est tres peu documenté, de facon comtsistvec la théorie de Weinberg, les anomalies
touchant I'épissage, décrites dans les cancerstaftel'expression de genes impliqués dans la
prolifération cellulaire (oncogénes), l'apoptoseen@s suppresseurs de tumeur), linvasion
cellulaire, I'angiogénése et/ou la différenciatfglenables, 2004; Venables, 2006).

Sur le plan mécanistique, deux grandes catégoaesmhalies affectant I'épissage des pré-
ARNmM, et a l'origine de pathologie diverses doatdancers ont été décritésgure 36) (Faustino
and Cooper, 2003). La premiere catégorie compresidnutations dites eri$' qui affectent les
sites d'épissage ou les éléments auxiliaires (E%B). seconde catégorie comprend les
modifications de l'activité des protéines agissant'trans’, c'est-a-dire les anomalies de la
machinerie d'épissage.
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A
wr |——}}—8 -~ Protéine normale

mutante |—}—k-}| 8 = Perte des fonctions normales
(NMD, protéines instables,
protéines tronquées)

B
wr |—}—}+—W8 - Deuxisoformes protéiques
mutante |—}— k| > Une seule isoforme protéique

Figure 36: Anomalies de I'épissage du pré-ARNm condgant a diverses pathologies.

(A) Mutations ponctuelles affectant des sites clagsiqilépissage au niveau des exons/introns coifstiéit
résultant en I'expression d'ARNm anormaux dégraaésNMD ou de protéines tronquées ou anormd®ps.
Mutations ponctuelles affectant les éléments réguta, par exemple une séquence ESE, et conduisam 3
modification des patrons d'épissa@¢€) Anomalies affectant la machinerie basale de I'égsgD) Anomalies
touchant les facteurs régulant I'épissage, dorgrig®ines SR.

D'apres Faustino and Cooper, 2003.

[11.3.1 Mutations « en cis»

Les mutations diteseh ci$ modifient l'utilisation des sites d'épissage dibatf ou
alternatif au sein du pré-ARNm. La majorité desatiohs modifiant I'épissage constitutif résulte
d'une substitution d'un seul nucléotide a l'intérides séquences canoniques d'épissage au niveau
des introns ou des exons. Ces mutations condussdm@imination d'exon, a l'utilisation de
pseudo-site d'épissage 5' ou 3, ou en la rétedlioinon. D'autres mutations introduisent des sites
d'épissage nouveaux dans des exons ou des inans.la majorité des cas, I'utilisation de sites
d'épissage inhabituels ou la rétention d'intromoohtit un codon stop prématuré sur 'ARNm,
résultant en sa dégradation par le complexe NM@ ¢ perte de fonction de l'allele muté
(Faustino and Cooper, 2003; Hentze and Kulozik9188aquat and Carmichael, 200Bidure
36, A). Des mutations qui affaiblissent des sites d&gge ou qui en créent de nouveaux ont été
identifiées dans différents genes associés au céhableau 6) (Srebrow and Kornblihtt, 2006).
Les mutationsén ci$ peuvent aussi toucher les éléments régulaterlssqtie les séquences ESE,
conduisant a une modification de l'abondance xeaties variants d'épissage, ou mener a
l'utilisation de nouveaux sites d'épissage. Pamgke, pour le genBRCA1 une mutation dans un
élément exonique empéche la protéine régulatri@¢AB+ de s'y lier, ce qui provoque l'exclusion
de l'exon 18 et la modification d'un domaine ppiéi Tableau 6. Pourtant, trés peu de

mutations affectant les sites d'épissage ont éétele parmi les génes dont les patrons d'épissage
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sont anormaux dans les cancers, suggérant que heggements pourraient étre liés a des

anomalies des facteurs protéiques agissamtrans$ (Brinkman, 2004; Kim, et al., 2008).

Géne (fonction) Pathologie Séquence mutée Conséquences moléculaires Réfférence

Destruction du splicéosome; le site

Syndrome de Peutz- IVS2+1A>G d'épissage 5' muté et le site d'épissage 3'
LKB1 Jeghers (mutation dans le site d'épissage |cryptique canonique sont encore Utilisés; Hasting et al.,
(suppresseur de tumeur) (haut risque de cancer) en5' de l'intron 2) niveau bas de la protéine 2005

Délétion de 30 ou 34

KIT Tumeur stromale nucléotides comprenant le site | Epissage abérrant, activation Chenet al.,
(oncogene) gastrointestinale d'épissage 1VS10 3 constitutive de la protéine 2005
CDH17 Carcinome Génération d'une séquence ISS (?), Wang et al.,
(LI-cadhérine) hepatocellulaire IVS6+35A>G Exclusion exon 7 2005
CDH17 Carcinome Mutation codon 651 Génération d'une séquence ESS (?), Wang et al.,
(LI-cadhérine) hepatocellulaire exon 6 Exclusion exon 7 2005

Génération d'un site de liaison
(ISE) pour SRp40; Apparition de nouveaux

KLF6 variants d'épissage agissant comme des Narla et al.,
(suppresseur de tumeur) Cancer de la prostate  1VS1-27G>A dominants négatifs 2005

HAS1 Adamia et al.,
(hyaluronan synthase) Mélanome multiple E3 C7760T Exclusion de I'exon 4 2005

E18 G5199T (E1694X)
BRCA1 Cancer du sein et de (mutation ponctuelle dans I'exon | Destruction d'une ESE, Mazoyer et al.,
(suppresseur de tumeur) l'ovaire 18) Exclusion exon 18 1998

Tableau 6: Exemple de mutations qui ont lieu danseab séquences agissant eni§' et qui sont associées
avec le développement de maladies malignes.

Plusieurs altérations de I'épissage créées pamdegions conduisant a la destruction ou la craad® sites
d'épissage, ainsi qu'a la modification de séquertgpdatrices de type "enhancers" (ESE, ISE) oerisirs"
(ESS, ISS) sont associées aujourd'hui avec le caDees ce tableau, quelques exemples de génesdedont
mutations affectent leur patron d'épissage.

D'apres Srebrow and Kornblihtt, 2006.
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[11.3.2 Anomalies affectant les protéines régulant'épissage

Ces anomalies vont soit affecter des constituaatiadnachinerie basale d'épissage, soit
des facteurs d'épissage ou des protéines inteaagiiagec eux (Figure 36, C et D). Bien que trés
peu documenté, des modifications post-traductidesetelles qu'une phosphorylation anormale
des protéines SR, ou des modifications de la leatidin subcellulaire de ces protéines pourrait
aussi contribuer au processus de carcinogénéskeld's la kinase SRPK1 est surexprimée dans
les cancers du sein, du colon, du pancréas etedtisules et est un facteur de résistance a
I'apoptose induit par la gemcitabine et le cispiiiHayes, et al., 2006; Hayes, et al., 2007; Sanz,
et al., 2002; Schenk, et al., 2004). De plus, urgreentation de I'expression des protéines SR de
faible poids moléculaire et de leurs formes hypesphorylées a été observée dans les cancers
ovariens (Fischer, et al.,, 2004). Lors de certaiancers comme les sarcomes d'Ewing, des
translocations chromosomiques affectent les gel¢S Et TLS qui produisent des protéines liant
I'ARN. Celles-ci sont impliqguées dans le controke l@pissage puisqu'elles interagissent avec
certaines protéines SR. Les translocations ensegeaes et des facteurs de transcription de la
famille ETS (comme FLI-1) produisent des protéir@smériques possédant des propriétés
oncogeéniques (Janknecht, 2005). De facon importdraecté montré que la protéine EWS-FLI-1
influence I'épissage alternatif de la cycline D1 fameur de son isoforme oncogénique en
modifiant la vitesse d'élongation de I'ARN polyméra$ (Sanchez, et al., 2008). Dans la
leucémie, la protéine BCR-ABL conduit & des défalépissage par un mécanisme qui pourrait
mettre en jeu sa capacité a induire la surexpreskda kinase SRPK1 (Salesse, et al., 2004). Les
anomalies détectées dans les cancers peuventtausser certains composants de la machinerie
basale d'épissage. Par exemple, la protéine EP24# reconnait le site d'épissage 3' est sous-
exprimée dans les cancers pancréatiques. Cetteegptesssion conditionne la synthese d'une
isoforme constitutivement active du récepteur CCKeBolecystokinin—B/gastrin) et stimule la
prolifération cellulaire (Ding, et al., 2002).

Enfin, des anomalies touchant les protéines SRetintlécrites, et certains de leurs genes
cibles identifiés dans les cancers. Ainsi, une gifiegion de I'expression des protéines hnRNP et
SR a été montrée pour la premiére fois dans lesecamu colon (Ghigna, et al., 1998). De plus,
une augmentation de I'expression de certainesipestéSR dont SR2/ASF a été associée a la
progression tumorale (Fischer, et al., 2004; Skakeet al., 1999; Zerbe, et al., 2004). Cette
observation correle avec des modifications de d&gge alternatif de CD44, une glycoprotéine
membranaire impliqguée dans les processus de nugratid'adhésion cellulaires, dans les cancers
du sein chez la femme (Ghigna, et al., 2008). Uadifcation de la balance hnRNP A1/SF2/ASF
dans les adénocarcinomes pulmonaires a aussi étdéed€erbe, et al., 2004). Ces données
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suggéerent que des altérations dans I'expressidéigue des protéines SR pourraient participer au
processus du tumorigénese. En accord avec cettethage, il a été récemment montré que
SF2/ASF est un proto-oncogéne dont I'expressioawgginentée dans les cancers du poumon, du
colon et du foie et est suffisante pour transfordes fibroblastes immortels murins via le contréle
de I'épissage du gene suppresseur de tumeur BliiHsaincogenes MNK2 et S6K1 (Karni, et al.,
2007). SF2/ASF est aussi capable de réguler l&gessalternatif du proto-oncogene Ron
conduisant a l'accumulation d'une isoforme corstgment activeARon, qui augmente la
mobilité cellulaire impliquée dans le processusnu&tastases (Ghigna, et al., 2005). De plus,
SC35 régule I'épissage du suppresseur de tumeur EhFéponse a la cafféine (Shi, et al., 2008).
En conclusion, des mutations affectant le choix diégss d'épissage, l'assemblage du
splicéosome ou les facteurs régulant I'épissageargient participer au développement des
cancers, via la modification de processus celletacruciaux comme la prolifération cellulaire,
I'apoptose ou linvasioririgure 37). Il reste maintenant a déterminer: (1) quelles &5 voies de
signalisation impliquées dans ces effets; (2) gtedteurs protéiques contrélent I'expression des
facteurs d'épissage dans les cancers; (3) quetsledriacteurs d'épissage dérégulés dans les

cancers et leurs géenes cibles dans ce contexte.

Voies de signalisation

WY ‘l/
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Figure 37: Causes et possibles conséquences fonatielies des anomalies affectant
I'épissage des pré-ARNm.

Des mutations touchant des séquences agissartis ou des modifications de I'expression
et/ou de l'activité des facteurs régulant I'épiesag bien de la balance entre ces facteurs,
modifient les patrons d'épissage de génes spéedigi conduisent a la dérégulation de
processus cellulaires cruciaux tels que la praifén cellulaire ou l'invasion cellulaire et au
cancer. Des exemples de genes dont I'épissageasial dans les tumeurs sont présentés
Adapté d'apres Srebrow and Kornblihtt, 2006.
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Le cancer du poumon résulte de I'accumulation séaplie d'anomalies génétiques et
épigénétiques au niveau de genes clés controladivision cellulaire, I'apoptose et/ou la
sénescence. L'identification des événements maligesl impliqués dans le développement
tumoral offre des perspectives pour mieux conndigik@lution de la maladie, pour identifier
d'éventuels facteurs pronostiques mais aussi pa@wvelopper de nouvelles approches
préventives et outils de détection précoce et flerique.

Depuis plusieurs années, I'équipe qui m'a accei@tincentre ses efforts sur les voies
de signalisation des deux genes suppresseurs deutupb3 et Rb, et travaille sur les
mécanismes moléculaires conduisant a linvalidataen ces voies dans les tumeurs
bronchiques, résultant en une perte du controleladgrolifération cellulaire et/ou de
l'apoptose. Comme je l'ai décrit dans l'introduct{®igure 3), les protéines p53 et RB se
trouvent au centre d'un réseau de signalisationagiti comme un "verrou moléculaire"
protégeant la cellule de I'ensemble des activatimt®géniques situées en amont et qui peut
inactiver ou déréguler ces voies. Le facteur dastaption E2F1, de part ses interactions
directes avec les protéines p53 et RB, est unuaditué a l'interface de ces deux voies et
apparait comme une protéine potentiellement impkguans la carcinogenese broncho-
pulmonaire. Des résultats préliminaires a mon ftalsenus au laboratoire avaient démontré
I'existence d'une expression différentielle de E@&fs les cancers pulmonaires de différents
types histologiques (Eymin, et al.,, 2001). AinsRFE est faiblement exprimé dans les
carcinomes pulmonaires non a petites cellules (€CBnBt notamment les adénocarcinomes.
A l'inverse, il est surexprimé dans les carcinomasroendocrines pulmonaires. Sur la base de
ces résultats, une hypothése avait été émise smimelle E2F1 posséderait des fonctions
ambivalentes au cours de la carcinogenése pulm@nainsi, dans les CBnPCs, la perte
d'expression de E2F1 pourrait contribuer au prasesie carcinogenese par perte d'une
activité bénéfique de la protéine. Inversementsdaa tumeurs neuroendocrines pulmonaires
de haut grade, la surexpression de E2F1 contribuemastatut hautement aggressif de ces
tumeurs. Dans ce contexte, un des objectifs de travail visait a identifier de nouvelles
cibles et voies de signalisation de la protéine IE2Hin de mieux comprendre les
conséquences biologiques pouvant découler de kgdétion de son expression dans les
cancers bronchiques.

En accord avec I'hypothese faite que la faible esgion de E2F1 détectée dans les
CBnPCs pourrait contribuer a leur développement gete d'une activité bénéfique, des
travaux préliminaires a ma these ont démontré guéihtroduction de E2F1 dans différentes

lignées cellulaires d'adénocarcinomes bronchignesiti leur apoptose (Salon, et al., 2006).
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Au niveau moléculaire, ces travaux ont montré gRElEpermet l'activation de la caspase-8 en
diminuant spécifiquement l'expression de l'isofompearte de la protéine anti-apoptotique c-
FLIP et restaure ainsi la sensibilité des celltlesorales a I'apoptose induite par les ligands
des récepteurs de mort Fas et TRAIL (Salon, et2806). L'observation quU'E2F1 régule
différemment I'expression des transcrits alteraatddant pour les isoformes longue et courte
de la protéine FLIP nous a conduit a recherchedliepotentiel de E2F1 dans le contrble des
processus d'épissage alternatif des ARN pré-messdges le contexte de I'apoptose. Nous
avons défini nos premiers objectifs qui étaientrdehercher si E2F-1 pourrait moduler
'expression de certains facteurs d'épissage. Naomis sommes concentrés plus
particulierement sur la famille des protéines SEritk® dans mon introduction. Pour mettre en
ceuvre cette étude, nous avons utilisé comme maddigaire d'étude un systeme Tet-On
d'expression stable et contr6lée de E2F1 dansignéel cellulaire issue d'adénocarcinome
pulmonaire humain, déja établie au laboratoire. k€sultats de cette étude ont permis
d'identifier la protéine SR, SC35, comme une ndawble transcriptionnelle de E2F1 et ont
fait I'objet d'une publication dans Cell Death ddifferentiation (Merdzhanova, et al., 2008
2008, Pages 1815-1823).

Dans un second temps, nous avons recherché si BE2Fdoopération avec SC35
pourrait moduler I'épissage alternatif d'autresegejouant un réle important au cours du
processus tumoral. Dans ce contexte, la seconde pEr mon travail de these a porté sur
l'analyse du réle potentiel des protéines E2F1ue8635 dans le contrdle de I'épissage du
VEGF, un facteur de croissance primordial au codus processus de néo-angiogénése
tumorale. Comme discuté dans l'introduction, detoupes de variants d’épissage du VEGF
possedant des fonctions opposées: pro-angiogéniUESF«x) et anti-angiogéniques
(VEGF«b) ont été découverts (Bates, et al., 2002). Neossaéemis I'hypothése que E2F1 en
coopération ou non avec SC35 pourrait jouer un dales le contréle de I'épissage alternatif
des isoformes pro- et anti-angiogéniques du VEG&uUsNavons montré qu'E2F1 et SC35
modulent la balance des variants VE&Et VEGRx«b dans différents modéles des lignées de
carcinomes pulmonaires, et étendu ces résultatslaheuris nude, en démontrant que E2F1
inhibe la croissance tumorale « in vivo » via unedification du ratio VEGIs/VEGFs.
Ces résultats font I'objet d'une seconde publinaiiuellement en préparatidigrdzhanova,
en préparatiol.

Finalement, sur la base de nos travaux démonasdopération entre E2F1 et SC35
au cours de l'apoptose, nous avons émis I'hypottiéserble de SC35 dans le contrdle des

fonctions prolifératives de E2F1. Nous discuterlengésultat de ces recherches, faisant I'objet
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d'un manuscript actuellement en préparati@njond, Merdzhanova et )alainsi que
présenterons certains des résultats préliminaiesngus avons obtenus, indiquant que E2F1
modifie le niveau de phosphorylation de SC35.
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| E2F1 CONTROLE L'EPISSAGE ALTERNATIF DE
GENES IMPLIQUES DANS LAPOPTOSE EN
STIMULANT LEXPRESSION DU FACTEUR
D’EPISSAGE SC35

.1 Présentation de I'étude

Des études antérieures menées au sein de I'équipeie en évidence l'existence
d’'une expression différentielle de la protéine E2lahs les cancers bronchiques de différents
types histologiques (Eymin, et al., 2001). Ainsand plus de 90 % des adénocarcinomes
pulmonaires, I'expression de E2F1 est tres faibleénnétectable. De plus, l'inactivation de
E2F1 chez la souris favorise, notamment, le déypaloent d’adénocarcinomes pulmonaires
(Yamasaki, et al., 1996). Sur la base de ces denu@e hypothése a été émise au laboratoire
selon laquelle le trés bas niveau d'expression 2f€l Epourrait contribuer au processus de
carcinogénese de ces tumeurs par perte d'unetéadbénéfique pro-apoptotique. De fagon
intéressante, des résultats préliminaires obteans dotre équipe ont démontré que E2F1 est
capable d'induire l'apoptose de cellules tumorale&lénocarcinome pulmonaire par un
mécanisme mettent en jeu l'activation de la casPasteson recrutement au niveau du DISC
(Death Inducing Signaling Complex) via la diminutispécifique de I'expression des ARNm
et du niveau protéique de l'isoforme courte detdédine anti-apoptotique c-FLIP (c-FLdRr)
(Salon, et al., 2006). L'observation qu'E2F1 régliféremment I'expression des transcrits
alternatifs codant pour les isoformes longue etteode la protéine FLIP nous a donc conduit
dans ce travail a rechercher un réle potentiel B1Edans le contrdle de l'expression de
certains facteurs régulant I'épissage alternasifttenscrits. Parmi les facteurs d'épissage, nous
nous sommes centrés sur les protéines SR.

Pour nos études, nous avons utilisé un modele r@sijon stable et inductible de E2F1
ou d'un mutant incapable de lier I'ADN, E2F1 (E132)ans une lignée cellulaire
d'adénocarcinome pulmonaire, H358, n'exprimant gz et comportant une protéine RB
inactive hyperphosphorylée. Dans ce systeme, bBsgion de E2F1 ou de E2F1 (E132) est
induite dans les cellules suite a l'introduction diexycycline dans le milieu de culture
(systeme Tet-On, Clontech). Nous avons aussi détitl&utres lignées cellulaires issues
d'adénocarcinomes pulmonaires humains (H1299 e©QAB&4primant un faible niveau de
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E2F1 et les lignées cellulaires de tumeurs neum®imks pulmonaires H69 et H810
surexprimant spontanément E2F1.

Dans notre modele cellulaire inductible pour I'egsion de E2F1, nous avons étudié
le niveau d'expression de certaines protéines SiisNwvons observé une augmentation
spécifiqgue de la protéine SC35 dans les cellulesxpuimant E2F1, comparativement aux
cellules non-induites et aux cellules exprimanpratéine mutante de E2F1 (E132). De fagon
intéressante, nous avons démontré que E2F1 augiiepesssion de la protéine SC35 par un
mécanisme transcriptionnel. Par des expériencggie rapporteur et immunoprécipitation de
la chromatine (ChlIP), nous avons montré que E2F&agmble d'activer le promoteur de SC35
et de se fixer sur ce promoteur identifiant SC3gme une cible directe de E2F1. Ensuite,
nous avons recherché la contribution de la prot8i@a5 a I'apoptose médiée par E2F1. Nous
avons démontré que la neutralisation de SC35 pax Aferférence prévient l'induction de
I'apoptose par E2F1 et la diminution de I'expressde c-FLIR. De plus, nous avons montré
gue SC35 contribue a la sensibilisation des callslg@exprimant E2F1 a la mort induite via
les récepteurs de mort comme Fas.

A la recherche d'autres cibles potentielles de E&Fu SC35, nous avons montré que
les deux protéines coopérent pour induire I'ap@persmodifiant le profil d'épissage alternatif
d'autres géenes impliqués dans le processus apppadont lesaspase-8caspase-@t Bcl-x,
et favorisent I'expression des transcrits codant pes isoformes protéiques pro-apoptotiques.
Ces résultats mettent en évidence le premier e de facteur de transcription E2F1 et les
facteurs protéigues controlant I'épissage altdrdesi transcrits.

Nous avons ensuite cherché a identifier dans goelegte physiologique les deux
protéines E2F1 et SC35 cooperent pour induire fegse des cellules tumorales. Sachant que
les dommages de I'ADN provoqués par des agentsogygoes stabilisent E2F1 et induisent
l'apoptose (Stevens, et al., 2003; Wang, et ab6RMous avons traité les cellules H358 avec
le méthylméthanesulfonate (MMS) ou le cyclophospldamdeux agents génotoxiques, et
nous avons recherché l'effet de ces agents syprdesion des protéine E2F1 et SC35. Nos
résultats montrent que l'accumulation de E2F1 desixellules traitées s'accompagne d'une
augmentation de I'expression de SC35 (au niveateigue et ARN) et de linduction de
l'apoptose. De plus, le cyclophosphamide modi@pi$sage de la caspase-9 et de bcl-x en
faveur des transcrits codant pour les isoformesapaptotiques par un mécanisme mettant en
jeu E2F1 et SC35.
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En conclusion, nos travaux démontrent que les imetéE2F1 et SC35 cooperent pour
induire I'apoptose en réponse au stress génotgxaquenodifiant les profils d'épissage d'un
certains nombre de génes au profit des variant@antqubur les isoformes pro-apoptotiques.

[.2 Article 1

E2F1 controls alternative splicing pattern of gem@glved in apoptosis through
upregulation of the splicing factor SC3Bell Death and Differentiation, Volume 15, 2008,
Pages 1815-1823. G. Merdzhanpo¥a Edmond, S. De Seranno, A. Van den Broeck, L.
Corcos, C. Brambilla, E. Brambilla, S. Gazzeri &dEymin.

Ces travaux ont fait I'objet d'un éditorial parumside méme volume du journal : Many
pathways to apoptosis: E2F1 regulates splicing pbéptotic genes.Cell Death and
Differentiation, Volume 15, 2008, Pages 1813-1814. K. Korotayevan@insberg.
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E2F1 controls alternative splicing pattern of genes
involved in apoptosis through upregulation of the
splicing factor SC35

G Merdzhanova'?, V Edmond™?, S De Seranno'?, A Van den Broeck'?, L Corcos®, C Brambilla'2, E Brambilla'?, S Gazzeri'?
and B Eymin*"?

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 human genes undergo alternative splicing, leading
to the production of various protein isoforms.! 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.?
Together with most of the other splicing factors, SR proteins
localize to nuclear subregions termed nuclear speckles.®
Extensive serine phosphorylation of the RS domain has an
important function in the regulation of both the localization and
the activities of SR proteins.* 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.® Interestingly, changes in

SR protein phosphorylation have been observed upon apoptotic
stimulation following activation of the Fas receptor.® 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 regulators’”® Moreover, depletion of the
ASF/SF2 SR protein has been reported to induce apoptosis.®®
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.'® 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-FLIPghor. ' As c-flip predominantly encodes two isoforms
arising from alternative splicing, namely c-FLIPgo+ and
C-FLIPong, wWe 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-FLIPghort. Importantly, we demonstrate that E2F1 and SC35
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also cooperate to switch the alternative splicing pattern of
caspases-8and -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.'’ 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 and H810

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 5'-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 1kb human sc35 promoter up-
stream of CAT cDNA. "2 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.

a H358 Tet-On/ E2F1 H358 Tet-On/ E2F1(E132)
E2F1 — —— s | E2F1(E132)
SC35 . — SC35
SRp20 SRp20
SF2/ASF S A S T | — — — | SF2/ASF
Actin —— ——— —| | — N N —| A
Dox - + - + - + - +
48h 72h 48h 72h
b siRNA C
< <
N 2
§ ~ § ~ MEF  Wild-Type E2F1 -/-
E I 5 I
g Q g 2 E2FI o
E2F1 | -— SC35 le—
TR —y
SC35 e [ SRp20 -
SF2/ASF | ——
SRp20 Actin e —
—— ——ama wmsame |
SF2/ASF -—
—— —— |— o=
Actin

Figure 1

H69

H810

SC35 is upregulated following E2F1 induction. (a) H358/Tet-On/E2F1 or H358/Tet-On/E2F1(E132) cells were incubated for indicated times in the presence ( +)

or absence (—) of 1 ug/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 with mismatch 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. (¢) 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
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Figure2 SC35is a direct transcriptional target of E2F1. (a) RT-PCR analysis of
5¢35 mRNA. H358/Tet-On/E2F1 or H358/Tet-On/E2F1 (E132) cells were incubated
for 48 or 72 h in the presence (+ ) or absence (—) of 1 pug/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 g pR264CAT plasmid, encoding CAT under the control
of the sc35 promoter, and increasing amounts of pPCMV-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
48h 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

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."® 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),
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Figure 3 SC35 is required for E2F1-induced apoptosis. H358 Tet-On/E2F1
cells were cultured in the presence (+ ) 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. (¢) H358/Tet-On/E2F1 cells
were transfected for 48 h with either mismatch or sc35 siRNA, cultured with (+) or
without (—) doxycyclin as indicated, and treated or not with 25 ng/ml FasL for 20
additional hours. Apoptosis was evaluated as in (a)

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 FLIP,ong/FLIPshor ratio. As we previously
demonstrated the ability of E2F1 to induce apoptosis through
downregulation of the ¢-FLIPgo protein isoform,'" we next
analyzed whether SC35 has a function in this setting. By the
use of s¢35 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 flipsn, MRNA and
protein levels were also prevented in these conditions. A high
level of both c-FLIP protein isoforms has been found in many
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tumor cells and was correlated with resistance to FAS- and
TRAIL-induced apoptosis, two death receptor ligands.™
Consistently, we previously reported that the down-
regulation of c-FLIPghox by E2F1 was sufficient to restore
the sensitivity of tumor cells to these ligands.'" 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 FLIP ong/
FLIPshort ratio, at the expense of the FLIPghot 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,® 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.” The use of a
distant splice donor site at the 3’-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."°'® 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.""'8 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,'® 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 5’ proximal site generates
the Bcl-x,_ long isoform, which protects cells against apopto-
sis. In contrast, the use of a 5 distal site results in the
synthesis of a short pro-apoptotic Bcl-xg isoform.2° 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-x; 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
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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 mRBNAs, nor that of Bcl-x, 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.2'=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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Figure 4 E2F1and SC35 cooperate to affect the alternative splicing pattern of caspase-8, caspase-9and Bcl-x pre-mRNAs. (a) Alternative splicing patterns of caspases-
2, -8, -9 and Bcl-x primary transcripts. Coding and alternative exons are indicated by za and M, respectively. The position of primers, the expected sizes (in nucleotides) and
the names of the RT-PCR products corresponding to the different mRNA isoforms are indicated. The ability of each transcript to encode pro-apoptotic ( + ) or anti-apoptotic
(—) protein isoform is depicted on the right. (b, ¢) H358/Tet-On/E2F1 or H358/Tet-On/E2F1(E132) cells were cultured for 48 h in the presence (+) or absence (—) of
doxycyclin, as indicated. Total RNAs were extracted and subjected to RT-PCR analyses using the specific primers depicted in (a). Representative agarose gels of RT-PCR
products corresponding to casp-2, casp-8, casp-9 and Bcl-x splice variants are presented. The position of splice variants (in bp) is shown on the right, and the various splicing
isoforms are named on the left of each panel. g3pdh was used as an internal control. (c) Lower panel: western blot analysis was performed using specific anti-E2F1, anti-Bcl-x,_
and anti-Bcl-xg antibodies. Actin was used as a loading control. Results are representative of three independent experiments. (d) H358/Tet-On/E2F1 cells cultured in the
presence (+) or absence (—) of 1 ug/ml doxycyclin were transfected for 72 h with either mismatch or sc35 siRNA and processed as in (b). (e) A549 human lung
adenocarcinoma cells were transiently transfected for 48 h with 10 ug pcDNA3.1/SC35 or control (Mock) vector and processed as in (b). Upper panel: immunoblot
demonstrating the accumulation of SC35 in cells transfected with pcDNA3.1/SC35 as compared with mock transfected cells. Actin was used as a loading control
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Figure 5 E2F1 and SC35 proteins are upregulated in cells undergoing
apoptosis in response to DNA damaging agents. (a) H358 cells were treated or not
for 24 h with the indicated cytotoxic agents (50 uM, each) and analyzed for E2F1
and SC35 protein levels by western blotting (upper panel). sc35 mRNA level was
studied by RT-PCR in the same conditions (lower panel). Actin and g3pdh were
used as internal controls forimmunoblotting and RT-PCR experiments, respectively.
Apoptosis was evaluated after Hoechst 33342 staining. Results shown are the
mean + S.D. of three independent experiments. (b) H358 cells were transfected for
48 h with either mismatch or e2f1 siRNA and treated (+ ) or not (—) for additional
24h with cyclophosphamide (50 1M). Western blot analyses were performed for
E2F1 and SC35 detection. (c) Upper panel: H358 cells were treated or not for 24 h
with cyclophosphamide (50 M) and ChiP analyses were performed using C-20
antibody for E2F1 and primers specific for the human sc35 or Gapdh promoter
respectively. IgG was used as an irrelevant antibody. No Ab means that no antibody
was used in this case. The input reaction represents 0.5% of the total chromatin
immunoprecipitated for each sample. As compared with input amount, 0.04 and
0.12% of chromatin was immunoprecipitated by E2F1 antibody at the sc35 promoter
level in untreated and treated cells respectively. Lower panel: Bands obtained with
E2F1 ChIP DNA samples were quantified and normalized relative to the
corresponding input DNA sample. Sc35 promoter occupancy in non-treated cells
was arbitrarily set at 1. (d) H358 cells were transfected for 48 h with either mismatch
or sc35 siRNA and treated (+) or not (—) for 24 additional hours with
cyclophosphamide (50 «M). Apoptosis was evaluated after Hoechst 33342 staining
and immunoblotting with anti-caspase-3 or cleaved caspase-3 antibody. Results are
the mean = S.D. of three independent experiments

cells together with a decrease of anti-apoptotic caspase-9b
and Bcl-x, splice variants. Again, immunoblotting experi-
ments confirmed the downregulation and upregulation of
Bcl-x. and Bcl-xg 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
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Figure 6 E2F1 and SC35 regulate the alternative splicing pattern of Bcl-x and
caspase-9 pre-mRNAs in response to cyclophosphamide treatment. (a) H358 cells
were treated (+) or not (—) for 24 h with cyclophosphamide (50 xM). Left panel:
RT-PCR analysis for detection of caspases -2, -8, -9 and Bcl-x splice variants were
performed as described earlier in Figure 4b and c. Right panel: western blot analysis
was performed using specific anti-SC35, anti-Bcl-x_ and anti-Bcl-xs antibodies.
Actin was used as a loading control. (b) H358 cells were transfected for 48 h with
either mismatch or e2f1 or sc35 siRNA and treated ( + ) or not (—) for 24 additional
hours with cyclophosphamide (50 uM). RT-PCR (upper panel) and western blot
(lower panel) analyses of Bcl-x or caspase-9 splice variants were performed as
previously described. g3pdh and actin were used as internal controls for RT-PCR
and immunoblotting experiments, respectively

panel). Therefore, these results demonstrate that cyclopho-
sphamide modifies the alternative splicing pattern of Bcl-xand
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



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.'® 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
analysis®® or DNA microarrays®* previously suggested that
SC35is 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.2® Indeed,
variations of pol Il promoter structure can lead to differences in
alternative splicing of the transcript?®®2” 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.?® (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.?®-%°
Moreover, some transcription factors have been reported to
bind to proteins of the spliceosome and/or display dual
functions in splicing and transcription.®'~2 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 s¢35, 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-8and -9transcripts
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.®? 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.?®

Apoptosis is one of the cellular processes in which
alternative splicing has important regulatory functions.®
Several components of the splicing machinery have already
been implicated in apoptotic processes. For example, deple-
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tion of SF2/ASF® induces apoptosis. In addition, overexpres-
sion of SC35 alters the splicing of caspase-2 mRNA, in favor
of the pro-apoptotic isoform accumulation.” Furthermore,
phosphorylation of SR proteins, which is known to control their
sub-cellular localization as well as their activities, has been
reported during apoptosis.® 2 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.343°
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 v-irradiation.®® In addition, it was recently
reported that the expression of SRp55, another member of the
SR protein family, is upregulated and required for apoptosis of
p53-deficient cells after mitomycin C treatment.3” 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.®® Accordingly, we previously
described a differential pattern of E2F1 protein expression in
human lung tumors.®® Interestingly, some SR proteins are
overexpressed in ovarian cancer*® and SF2/ASF was recently
assessed as a proto-oncogene in human tumors.*' 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.*> The H810 large cell neuroendocrine lung carcinoma
cell line was cultured in 5% CO; at 37°C in RPMI-1640 medium supplemented with
5% (v/v) FCS, 0.005 mg/ml insulin, 0.01 mg/ml transferrin, 30 nM sodium selenite,
10nM hydrocortisone, 10nM f-estradiol and 10 mM 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." 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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Table 1 Sequences of forward and reverse primers as well as PCR conditions used in this study

Primer Forward (5'-3') Reverse (5'-3')
sequences
sc35 CCACTCAGAGCTATGAGCTACG ACTCCTTGGTGTAGCGATCC
94 °C for 30's; 57 °C for 45's; 72° C for 1 min; 30 cycles
FLIPshort CGAGGCAAGATAAGCAAGGA CACATGGAACAATTTCCAAGAA
94 °C for 30s; 58 °C for 1 min; 72 °C for 2min; 30 cycles
FLIPiong CTTGGCCAATTTGCCTGTAT GGCAGAAACTCTGCTGTTCC
94 °C for 305s; 58 °C for 1 min; 72 °C for 2 min; 30 cycles
Caspase-2 TTACCTGCACACCGAGTCAC TGGTTCTTTCCATCTTGTTGGTC
94 °C for 30s; 64 °C for 1 min; 72 °C for 2min; 28 cycles
Caspase-8 GGGATACTGTCTGATCATCAAC GGAGAGGATACAGCAGATGAA
94 °C for 30's; 55 °C for 30's; 72 °C for 1 min; 32 cycles
Caspase-9 AGACCAGTGGACATTGGTTC GGTCCCTCCAGGAAACAAA
94 °C for 30s; 59 °C for 1 min; 72 °C for 2min; 30 cycles
Bcl-x ATGTCTCAGAGCAACCGGGA TCACTTCCGACTGAAGAGTG
94 °C for 1 min; 54 °C for 1 min; 72 °C for 1 min; 25 cycles
e2f1 TCTCCCCAGAACCGCTGTTT CGAAGTGGTAGTCGAGGGC

94 °C for 305s; 60 °C for 1 min; 72 °C for 1 min; 25 cycles

(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-x_ (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 x 10°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 1kb human sc35 promoter'? 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 ug/ml doxycyclin for 24 h. An equal
amount of chromatin (25 1g) was precleared and immunoprecipitated with a
polyclonal antibody specific for E2F1 (C-20, Santa Cruz) or unrelated rabbit IgG or
no antibody, overnight at + 4°C. Co-immunoprecipitated chromatin was analyzed
for the presence of sc35 promoter DNA between —296 and —79 bp, upstream of the
s¢35 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 5-GAGCACCTCCTCTT
CCTCCTG-3' and reverse 5'-CCGGAAATGAAACCTTCTGA-3'. PCR conditions
were 94°C for 3min, (94°C 30, 55°C 30's, 72°C 30 s) for 36 cycles, and 72°C for
10min. For Skp2 and glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH)
promoter analysis, the specific primers used were SKP2-95 5'-CTCCCCGC
CTACCCCGTGG-3, SKP2-+135 5-CAGACCCGCTAAGCCTAGCAACG-3,
GAPDH forward 5'-AGCTCAGGCCTCAAGACCTT-3' and GAPDH reverse 5'-AA
GAAGATGCGGCTGACTGT-3' as previously described.'® PCR conditions were
94°C for 3min, (94°C 30's, 57°C for GAPDH or 63°C for Skp2 30's, 72°C 305s) for
36 cycles, and 72°C for 10 min. Signals obtained on ethidium bromide-stained gels
were quantified using ImagedJ 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): 5'-GCG
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UCUUCGAGAAGUACGGTT-3; s¢35(2): 5'-UCGUUCGCUUUCACGACAATT-3;
e2f-1(1): 5-GUCACGCUAUGAGACCUCATT-3'; e2f1(2): 5'-ACAAGGCCCGAUC
GAUGUUTT-3". 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: 5’-UCGGCUCUUA
CGCAUUCAATT-3 and 5-CAAGAAAGGCCAGUCCAAGTT-3'. Cells were
transfected with siRNA oligonucleotides duplex using Oligofectamine reagent
according to the manufacturer’s instruction (Invitrogen). Doxycyclin (1 ug/ml) was
added or not in the culture medium 4 h after transfection. The cells were analyzed 48
or 72h post-transfection. For experiments with cyclophosphamide, cells were
transfected for 48 h with mismatch, sc35 or e2f-1 siRNAs, then cyclophosphamide
(50 M) 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 ug 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."’
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Many pathways to apoptosis: E2F1 regulates splicing

of apoptotic genes

K Korotayev' and D Ginsberg*'
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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.”

In addition, at least one member of the E2F family, E2F1,
can induce apoptosis through a number of p53-dependent
and -independent mechanisms.? E2F1-induced apoptosis is
attributed mainly 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 those mediated by the transcription factor
NF-xB 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.®

A new paper in Cell Death and Differentiation extends our
understanding of how E2F1 shapes gene expression to affect
apoptosis.* Eymin and colleagues* 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.® 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.®” Also, ectopic expres-
sion of SC35 was shown to affect alternative splicing of
caspase 2 and to induce apoptosis.® Moreover, 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.® 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.* E2F1 was reported
earlier to downregulate one isoform of the cellular FLICE-
inhibitory protein, c-flipsnort, 2and thereby to activate caspase 8
at the death inducing signaling complex (DISC) and sensitize
cells to death ligands such as FasL and TRAIL."® 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 FLIP,,ng/FLIPgpon 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," and by the
observation that E2F6 exhibits alternatively spliced forms.'?
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."®

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)'4-16
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;'” however, Merdzhanova et al. demonstrate
that expression of SRP20 is not E2F-regulated.* These
seemingly contradicting data may represent tissue- and/or
species-specific differences in the SRP20 regulation.

Cell Death and Differentiation

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 translation'®2° 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.
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Résultats Il

I E2F1 MODIFIE L'EXPRESSION DES VARIANTS
D'EPISSAGE PRO- VERSUS ANTI-
ANGIOGENIQUES DU VEGF-A DANS LES
LIGNEES CELLULAIRES DE CARCINOME
PULMONAIRE HUMAINES

1.1 Présentation de I'étude.

Le VEGF-A (Vascular_EBdothelial_ Gowth Factor—A) est l'un des plus puissants
facteurs angiogéniques et il se trouve surexpriamsdin grand nombre des tumeurs. Dans
I'introduction dans la plupart des tissus, VEGFxdst& sous la forme de multiples isoformes
protéiques angiogéniques, résultant de I'épissdigenatif de son ARNm pré-messager et
dénommées VEGE. De facon intéressante, une nouvelle famille diisoés du VEGF-A a
été identifiee récemment. Ces isoformes, nommédesRkb, possédent des fonctions anti-
angiogéniques et sont sous-exprimées dans certaunesurs. Actuellement, les voies de
signalisation et les facteurs protéiques contrdlépissage alternatif des isoformes VEGF
ainsi que le "switch" entre les isoformes anti-agéniques et pro-angiogénigues du VEGF-A
sont inconnues.

Ayant montré un role de E2F1 dans le controle élgidsage alternatif de transcrits
régulant l'apoptose en coopération avec le fact#épissage SC35, nous avons émis
I'hnypothese selon laquelle E2F1 pourrait aussictdfel'épissage alternatif des isoformes du
VEGF-A dans nos modéles d'études. Afin de recherahetel effet de E2F1, nous avons
utilisé notre modeéle cellulaire de clones stabl&581inductibles par la doxycycline pour
I'expression de E2F1 n'exprimant pas p53, les égneellulaires H1299 (adénocarcinome
pulmonaire) et SAOS2 (ostéosarcome humain), amsilgs lignées cellulaires H69 et H810
qui surexpriment E2F1, dans lesquelles nous avangralisé son expression par ARN
interférence.

Dans cette étude, nous avons mis en évidence q&d E@ntréle négativement
I'expression des isoformes angiogéniques du VEGHa#s effet distinct sur l'une ou l'autre
des isoformes testées. De plus, nous avons moagdgF1 réprime l'activité du promoteur
du VEGF-A dans ces lignées dépourvues de p53 fammile. A linverse, et de fagon
inattendue, nous avons montré par RT-PCR, RT-gPICRestern-blot que E2F1 ne régule

pas négativement l'expression des variants antegégiques VEGEkb. Ces résultats
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indiquent que E2F1 module le ratio VEGIFVEGF.b en faveur des isoformes anti-
angiogéniques. De facon importante, nous avonsiraodfces résultatsint’ vivd' dans un
modele de xénogreffe chez la souris nude. Concelaable de SC35, nous avons obtenu des
résultats indiquant une modification de la balates isoformes VEGE/VEGF«wb distincte

selon le modéle cellulaire envisageé.

1.2 Article 2

The transcription factor E2F1 controls the ratidwsen pro- end anti-angiogenic
isoforms of VEGF-A.
G.Merdzhanova, S. Gout, M. Keramidas, V. EdmondR@ne, C. Brambilla, E.Brambilla, S.

Gazzeri, B. EyminEn preparation
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Abstract

The transcription factor E2F1 belongs to the E2filiaand plays a crucial role in the control
of cell growth, by inducing either proliferation apoptosis depending on the cellular context.
Recently, an additional role of E2F1 in the regolatof angiogenesis has been provided,
through its ability to inhibit VEGF-A promoter agity in a p53-dependent manner upon
hypoxic conditions. Besides its transcriptional tcol) VEGF-A is also highly regulated by
alternative splicing of its pre-mRNA that allowsetlexpression of several VEGF isoforms
with both pro-angiogenic (VEGk) and anti- angiogenic (VEGKDb) properties. In this
study, using several human lung carcinoma cellslimeprived of p53 function, we
demonstrate that E2F1, but not a mutant E2F1 urtalddénd DNA, downregulates VEGF-A
promoter activity in normoxic conditions indepentlgof p53, leading to a strong decrease
in VEGFw MRNA levels. More importantly, we further show tha2F1 does not down-
regulate the expression level of anti-angiogenicG#g«b isoforms, and thus alters the ratio
between VEGEkx and VEGk«b isoforms in favor of anti-angiogenic splice vata We
have recently identified the splicing factor SC85nember of SR proteins family, as a new
transcriptional target of E2F1. We demonstrate ®@B5 is required for E2F1-mediated
VEGF6sb upregulation. Finally, we provide evidence th@FE overexpression inhibits the
growth of human lung carcinoma in xenografted motiseor models, decreases tumor
vascularization and increases the ratio VE&GHFVEGFs Overall, these findings highlight

E2F1 as a regulator of the VEGHFVEGF«b angiogenic switch in cancer cells.



Introduction

Angiogenesis, the complex process by which new hegssels arise from the pre-existing
vasculature, occurs physiologically during reprdadug embryonic development and wound
repair, but also contributes to several patholdgigaocesses including arthritis,
atherosclerosis, diabetes and cancer (1, 2). Aysgiesis is stimulated by the expression of
vascular growth factors, the most angiogenic ofclwhis VEGF-A (Vascular Endothelial
Growth Factor) that acts on its receptors (VEGF&Ri#l VEGF-R2) located on endothelial
cells. In tumors, VEGF-A is upregulated by hypoi®a or by overexpression of oncogenes
(4) and stimulates the migration of endothelials;edprouting of blood vessels and generation
of new vessels from existing vasculature resulitingustained blood flow, oxygen supply and
waste removal of the growing tumors (5). In additi’ EGF-A regulates the function and
physiology of some cancer cells themselves, by g@an autocrine survival factor for these
cells (6, 7). The importance of VEGF-A in canceraitested by the use of anti-VEGF
antibodies that demonstrate clinical benefits ilo@xtal cancer, renal carcinoma, non small
cell lung cancer or breast cancer and are in phiaslnical trials in other cancers (8 , 9).
VEGF-A exists as multiple isoforms generically reéel as VEGE that result from the pre-
MRNA alternative splicing of eight exons (10). Ahative splicing of VEGF-A was initially
shown to generate four different isoforms havingpeztively 121, 165, 189 and 206 amino
acids (VEGHh2;, VEGFes, VEGFRgy, VEGF0¢). These isoforms are pro-angiogenic and have
been shown to be up-regulated in human tumors.0@022a sister family of VEGF-A
isoforms termed VEGEy, has been identified (11, 12). VEGH isoforms are generated by
the use of an alternative 3’ splice acceptor sitthe final exon 8 of VEGF-A, leading to the
synthesis of proteins of the same lenght as the Rg@oforms, but with distinct C-terminal

six amino acids (11). At the biological level, VEGE isoforms are anti-angiogenic and



downregulated in some tumors (11, 13, 14). It reenlshown that VEGEs, binds VEGFR-2
and inhibits its downstream signalling pathway (18). Moreover, VEGHs, overexpression
inhibits the growth of prostate carcinoma, Ewingarcoma and renal cell carcinoma in
xenografted mouse tumor models through inhibitiértumnor-cell-mediated migration and
proliferation of endothelial cells (16). In additioVEGFes, binds and inhibits bevacuzimab
treatment in experimental colorectal carcinoma.(Therefore, the balance between VR&GF
and VEGky, splice variants appears to play a critical rolébath tumor progression and
tumor cells response to anti-angiogenic therapiesvever, to date, almost nothing is known
about the proteins and signalling networks thatirobrihe splicing of VEGF pre-mRNA in
cancer cells.

The transcription factor E2F1 is a member of th& Eédmily that comprises eight members.
Initially, studies revealed that E2F1 determinastimely expression of many genes required
for entry into and progression through the S phadsihe cell cyle. However, it has become
clear that transcriptional activation of S-phadetesl genes is only a facet of E2F1 activity.
Indeed, E2F1 functions in a wide range of biolopm@cesses, including DNA replication,
mitosis, DNA-damage checkpoints, DNA repair, difetiation and apoptosis (18). In
addition, E2F1 down-regulates the expression of ¥Homoter activity under hypoxic
conditions via a p53-dependent transcriptional raa@dm, unraveling an unexpected function
of E2F1 in the control of angiogenesis (19). Regentle provided the first link between
E2F1 and pre-mRNA processing events, by identiff@@B5, a member of the SR proteins
family involved in constitutive and alternative preRNA splicing, as a direct transcriptional
target of E2F1. Furthermore, we demonstrated tlZ85Sand E2F1 proteins cooperate to
induce apoptosis through modulation of caspasesbah’d pre-mRNA splicing (20). Based
on these results, we then hypothesized that E2&8/baB8C35 proteins could control VEGF-A

pre-mRNA splicing in a p53-independent manner. regéngly, during the course of our



experiments, it was demonstrated that ASF/SF2, SRypdl SRp55 proteins, three members
of SR proteins family, control VEGF pre-mRNA spfigiin primary epithelial cells (21). In
this study, we demonstrate that E2F1 affects tlggogenic switch between pro- and anti-
angiogenic isoforms of VEGF-A in favor of anti-angémic splice variants bothn vitro”

but also”in vivo” in nude mice. These data support a role of E2Fihe control of

angiogenesis, as well as in the tumor cells resptmanti-angiogenic therapies.

Material and Methods

Cell lines, plasmids, transfection and luciferasessays

H358, H1299 and H69 human lung carcinoma cell limese cultured as previously described
(22). SAOS2 human osteosarcoma cell line was @dtim 5% CQ at 37°C in RPMI-1640
medium supplemented with 10% (v/iv) FCS, 2mM L-ghitee and 100U/ml
penicillin/streptomycin. The human lung adenocaynia H358/Tet-On/E2F1 and Tet-
On/E2F1(E132) inducible clones were obtained asvipusly described (23). E2F1 or
E2F1(E132) expression was induced upon 1 pg/ml ddixy treatment. Transient
transfections were carried out using Fugene 6 dawgrto the manufacturer’'s instructions
(Roche Diagnostic). Plasmids used in transientsfeartions were pcDNA3, pCMV-E2F1,
pGL3-Luc and pVp-ecor encoding luciferase under adbetrol of the whole human VEGF
promoter [-2362 to +956 relative to the transcaptistart site (24)]. For luciferase assays,
2x1C cells were seeded in 6-wells plate and transfeftied8 hours with 1pg pVp-ecor in
the presence of various amounts of pCMV-E2FImismatchor sc35siRNA. Cells were
lysed in passive lysis buffer and luciferase agtiwas measured in a luminometer using the
luciferase assay system from Promega. Luciferasigitgcwas then normalized in each

sample according to the protein amount.



ELISA assays

For the quantitative determination of human VEégFconcentrations in cell culture
supernatants, 3xi@ells were seeded in 6-wells plate and incubate@4 or 48 hours before
supernatants recovery. The determination of VE&GEoncentrations was performed by
ELISA assay according to the manufacturer's ingtons, using Quantikine VEGF

immunoassay (DVEOQO) from R&D Systems.

Antibodies and immunoblotting experiments

Antibodies used in this study were anti-VEGE (ab14994) from Abcam, anti-VEGés
(MAB293) and anti-VEGkgs, (MAB3045) from R&D Systems, anti-E2F1 (KH95) froRD
Biosciences, anti-E2F1 (C-20) and anti-actin fromntd Cruz, anti-SC35 (4F-11) from
Euromedex. For immunoblotting, cells washed thiems in PBS or frozen tissue samples
were lysed in RIPA buffer (150mM NacCl, 50mM Tris HEH 8, 0.1% SDS, 1% Nonidet
P40, 0.5% Na deoxycholate, 0.1mM PMSF,u@/nl pepstatin, 10g/ml aprotinin, pg/ml
leupeptin, 0.2mM Ng&/O,) for 30 min on ice and pelleted. Protein concditnawas
determined using the Biorad Dc protein assay. Rot@0-8Qug) were then separated in 10-
12% SDS-PAGE gels and electroblotted onto PVDF mranmdgs. Membranes were incubated
overnight at +4°C with primary antibodies and pitméewere detected using horse-radish
peroxidase-conjugated goat anti-mouse or anti-tadhiibodies (Jackson Immunoresearch
Laboratories, West Grove, PA, USA). After washitigg blots were revealed using the ECL

chemiluminescence method (Amersham, Les Ulis, [Eanc



Transfection of siRNA oligonucleotides

The sequences designed to specifically target husndb and e2f1 RNAs were as follow:
sc35(1): 5-GCGUCUUCGAGAAGUACGGTT-3' sc35(2): 5-
UCGUUCGCUUUCACGACAATT-3’; e2f-1(1): 5-GUCACGCUAUGSACCUCATT-3;;
e2f1(2): 5-ACAAGGCCCGAUCGAUGUUTT-3. The scramblesiRNA oligonucleotides
used as control for all RNA interference experirsentvere as follow: 5'-
UCGGCUCUUACGCAUUCAATT-3" and 5-CAAGAAAGGCCAGUCCAAGT-3'. Cells
were transfected with siRNA oligonucleotides duplsing Oligofectamine reagent according
to the manufacturer’s instruction (Invitrogen). oyclin (1 pg/ml) was added or not in the
culture medium 4 hours after transfection. Thescelere analyzed 48 or 72 hours post-

transfection.

RT/PCR and RT-qPCR analyses

All the primers used in this study for detection\MEGFi«, neuropilin-1, neuropilin-2 and
VEGFxb MRNAs in RT-PCR or RT-QPCR are detailed in Talilesd 2, respectively. For
RT-PCR analysis, total cellular RNAs were isolatsihg Trizol reagent (Invitrogen). In all
conditions, 1 pg of total RNA was reversed traeatiusing oligo(dT) primer and MMLV
reverse transcriptase (Invitrogen) according torttamufacturer’'s protocol. For neuropilin-1
detection, the PCR conditions were 94°C for 2 Bhcycles (94°C for 45 s, 60°C for 1 min
and 72°C for 1 min) and 72°C for 10 min. For neiling2 detection, the PCR conditions
were 95°C for 2 min followed by 39 cycles (94°C fB sec, 50°C for 30 sec, 72°C for 30
sec) and 72°C for 7 min. For VEGkamplification (25), the PCR conditions were asofot
94°C for 2 min, 29 cycles (94°C for 45 sec, 60°€ Xamin, 72°C for 1 min) and 72°C for 10
min. To detect the anti-angiogenic VE&J splice variants, PCR conditions were 94°C for 2

min, 35 cycles [(96°C for 30 sec, 65°C for 30 s&°C for 1 min) or (96°C for 30 sec, 55°C



for 30 sec, 72°C for 1 min)] for exon4/exon8b ooer¥Xa/exon8b primer set, respectively, and
72°C for 10 min. Amplification of a cDNA fragmenf G3PDH (Invitrogen) was performed
in the same PCR reaction as an internal controR B@ducts were run on a 2-3% agarose
gel and visualized by ethidium bromide staining.

Quantitative real-time RT-PCR was performed on t&gene MX3005P apparatus. 1pg of
total RNA were subjected to cDNA synthesis with &wpript Il First-Strand Synthesis
SuperMix for gPCR (Invitrogen) and subsequently Eiiled during 40 PCR cycles (10 min at
95°C, cycles: 15 s at 95°C, 1 min at 60°C) usingvéloSYBR Green PCR Master Mix
(Applied Biosystems). In parallel, RT-PCR detectihg reference gene Glyceraldehyde-3-
Phosphate Deshydrogenase (GAPDH) was performedefmh sample. Relative gene
expression was calculated for each sample, asdtie of target gene copy number to
GAPDH mRNA copy number multiplied by 100, thus natiting VEGFRu and VEGRkb
splice variants mRNA expression for sample to santgifferences in RNA input. PCR

efficiency was assessed for each set of primergsamged from 106% to 110%.

"In vivo” studies

"In vivo” experiments were conducted onto six-weeks-old ferBaviss nude mice (Charles
River, France). In all experiments, 20R18358/Tet-On/E2F1 or H358/Tet-On cells were
injected subcutaneously into nude mice. One wets &fjection, the mice were randomized
into two groups (7 mice per group), one receivirgytyclin (2 mg/ml) in their drinking
water and the second one receiving water only. day® later, mice were anesthetized and
sacrified by cervical dislocation, the tumors wesdracted, weighted and divided into two
parts before frozing in order to perform RT-QPCRimmmunoblotting experiments. Total
RNA was extracted from tumors samples using RNééigy Kit (Qiagen), according to the

manufacturer’s instructions. RNA concentration waketermined using Eppendorf



Biophotometer AG22331 (Hamburg, Germany). RT-QPQ@RI\sis of all VEGF isoforms
VEGF,, VEGFs5 and VEGHgsb splice variants was performed as described pusiyio For
western blot analysis, tumors were homogeneizeRIBPA buffer containing proteases and
phophatases inhibitors and immunoblotting was peréal on the supernatants as previously
described. The extent of vascularization in tunsamples was assessed in RIPA extracts by
measuring the amount of hemoglobin using the Drabkieagent (Sigma). Results were

normalized relative to protein amount in each sampl

Results

E2F1 down-regulates the expression level of VEGk isoforms in p53-deficient human
lung adenocarcinoma cell line

In murine model, it was previously demonstrated thader hypoxic conditions E2F1 down-
regulates VEGF promoter activity in a p53-dependeatner and decreases VEGF protein
level (19). Therefore, we asked whether E2F1 caldd control VEGF expression in human
tumor cells deprived of functional p53. We took atage of previously established stable
E2F1-inducible clones in the H358 cell line deriviedm a human lung adenocarcinoma
(Salon et al., 2006). In this system, E2F1 or aRIEE132) DNA-binding defective mutant is
overexpressed upon doxycyclin treatment. As detiegting RT-PCR analysis, a significant
decrease of VEGEs, VEGFses and VEGH21 mRNA levels was observed in cells
overexpressing E2F1 (Figure 1A). This effect reggiithe DNA binding activity of E2F1 as
the mutant E2F1(E132) had no effect. In additior, faund that neuropilin-1 mRNA level
slightly increased upon E2F1 induction, while txpression of neuropilin-2 was not affected
(Figure 1A). These data are consistent with a resteialy identifying neuropilin-1 as an E2F1

transcriptional target gene in a model of cerels@tliiema (26). To confirm these results, we



then performed RT-gPCR experiments using primeeifip for each VEGF isoforms or
detecting all VEGF isoforms VEGF (Table 1) (27). Upon E2F1 induction, VEGE
VEGF65 and VEGRkgg MRNA levels were strongly down-regulated with abthe same
magnitude (Figure 1B). In the same conditions, theant E2F1(E132) did not affect these
transcripts. Then, in order to extend these resitilise protein level, VEGEs was detected in
the supernatants or total cellular extracts of EAFE2F1(E132)-overexpressing cells using
ELISA assay or western blotting, respectively. Wdarfd that E2F1 significantly decreased
VEGF65 protein level both in culture medium (Figure 1@decell extracts (Figure 1D), as
compared to E2F1(E132). Taken together, these dataonstrate that E2F1 negatively
controls VEGk MRNA and protein levels in human lung carcinomiloee, independently
of p53 and in normoxic conditions. Of note, we joegly showed that apoptosis occurs in
these cells after 72 hours of doxycyclin treatm(@8), indicating that E2F1-mediated VEGF-

A downregulation precedes apoptosis in this celloadel.

E2F1 down-regulates VEGky expression in the H69 small cell lung carcinoma tidine

In order to extend these data to another cellutzaeh) we knocked-down E2F1 expression by
using small interfering RNAs (SiRNAs) in H69 cetlsrived from a small cell lung carcinoma

(SCLC) that physiologically express high level&=@f1 and are mutated for p53. Of note, we
previously observed that VEGF is weakly expressednéeuroendocrine lung tumors,

particularly in SCLC (28). In these cells, the sding of E2F1 was accompanied by a
significant increase in VEGE, VEGHRgs and VEGRksg MRNA levels as detected by using

both RT-PCR (Figure 2A, right panel) and RT-gPCRyFe 2B) experiments. These data
were confirmed by ELISA assay and western blottiMg found that neutralization of E2F1

increased VEGHgs protein level in culture supernatants (Figure 2&83,well as in cellular



extracts (Figure 2D). Overall, these results extemdnother 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 dogulages the expression of VEGF-A
promoter activity by associating with p53 in murifileroblasts (19). Therefore, in order to
further understand the mechanisms by which E2Fibiieldl VEGF expression in human lung
carcinoma cell lines deprived of functional p53, amalyzed the effect of E2F1 on VEGF
promoter activity. To this purpose, we used thekhA/EGF promoter-luciferase construct
(pVp-ecor; Figure 3A). This construct contains thpstream regulatory sequences including
HIF-1, E2F1 and Spl-binding elements and the prenteigion of the human VEGF gene (-
2362 to +956 relative to the transcription stat)sfused to the luciferase reporter gene (24).
H1299 human lung adenocarcinoma cell line was igatly co-transfected with pVp-ecor
and increasing amounts of plasmid encoding E2Fd |aciferase activity was measured 48h
later. As shown in Figure 3B, E2F1 markedly intebitVEGF promoter activity in a dose
dependent manner. In contrast, E2F1 did not affeetactivity of a control pGLuc vector.
Same results were obtained in another cellular inatle human osteosarcoma cell line
SAQOS2. In these cells, E2F1 strongly repressed VIp@imoter activity without affecting
pGLuc control vector (Figure 3B). In order to confi these data, the same cells were
transiently co-transfected with pVp-ecor or pGLand E2F1 was knocking-down or not by
using small interfering RNAs. In both cellular mégjeneutralization of E2F1 significantly
increased VEGF promoter activity as compared tls ¢einsfected witlmismatchsiRNA, but
did not affect pGLuc promoter activity (Figure 3@gaken together, these results demonstrate
that E2F1 represses VEGF promoter activity indepatig of p53 in various human tumor

cell lines and in normoxic conditions.



E2F1 does not down-regulate the expression level EGF,«x, splice variants

Having demonstrated that E2F1 downregulates theaesgmn level of VEGk. splice
isoforms, we then examined that of VEGE isoforms in our stable inducible clone, by first
performing RT-PCR experiments. To this purpose, ADNas amplified using intron-
spanning primers that detect VEfgds only, even in the presence of 1000x greater
concentration of VEGfzgs mMRNA (11). The primers used in RT-PCR are desdribeTable 2
and have been previously validated in several studll, 13, 14, 16, 29). Using primers
complementary to exons 4 and 8b, we first analytted expression level of VEGhH,
VEGF45, and VEGHesp, MRNAS in our stable inducible clones. We were d@blamplify by
RT-PCR using this primer set, only fragments withesconsistent with VEGEs, and
VEGF6s transcripts, while VEGh1, transcript was not detected (Figure 4B). Strikingve
observed that both VEGIs, and VEGHhss, transcripts increased in response to E2F1
induction, while E2F1(E132) slightly decreased the3milar results were obtained using
another set of primers complementary to exon 7 exwh 7/8b that allows the detection of
VEGF65 MRNA (Figure 4B) (14). Therefore, while E2F1 deses VEGEkx mMRNA and
protein levels, it does not affect VEGp isoforms expression level in the same way. As RT-
PCR is not quantitative, we then designed primearornder to perform isoform-specific
gquantitative PCR (Q-PCR) of VEGH, VEGFus, VEGFesp and both VEGEsspis9nSplice
variants (Table 2 and Figure 4A). PCR efficiency &l set of primers was comprised
between 100-110%. Using these specific sets ofgtime observed that E2F1 did not down-
regulate the expression level of VEGE mMRNAs (Figure 3C, left panel). Strikingly, in the
same conditions, E2F1(E132) induction significardigcreased VEGk» MRNAs (Figure
3C). Since a dominant negative effect of E2F1(E132) been previously reported, these
results suggest that the binding of E2F1 to DN£etpuired for expression of VEGk, splice

variants mRNAs. In order to confirm these resulighe protein level, we then analyzed



VEGF65p protein level by western blotting using the prergly characterized anti-VEGés,
antibody (R&D Systems, cat no MAB3045) that demaists highly specific binding to
recombinant human VEGésp, but not to recombinant human VEg§(14). This antibody is
specific for VEGky, isoforms and can be used to demonstrate expres$§idfEGFgsp,
VEGFigon, VEGH1, and VEGH;s, proteins but does not recognize VEGF(13). As
compared to uninduced cells, we found that VE&Fprotein level increased in cells
overexpressing E2F1, while E2F1(E132) had no effemure 4D). Of note, we tried to
confirm these results by performing ELISA assayontder to detect VEGHs, in cells
supernatants, but we never succeeded to deteitisatfamount of VEGEgsp in our samples.
Taken together, these results demonstrate that E2&iitrols the ratio between
VEGFu/VEGF«xp splice variants and favors the expression of amgiogenic VEGkxp

isoforms.

E2F1 neutralization affects the expression level MEGF«x, splice variants in H69 cells

In order to extend these data, E2F1 expressiomeasalized by using siRNAs in H69 cells.
As detected by RT-PCR, the knock-down of E2F1 wasetated with a significant decrease
in the level of VEGkssp and VEGh4s, transcripts as compared mismatchtransfected cells
(Figure 5A). Since E2F1 neutralization increasesekpression level of VEG¥ isoforms in
these cells (Figures 2A&B), these results confirmaimother cellular model that E2F1
modifies the ratio between VE@GEK and VEGR«, splice variants, at the expense of
angiogenic VEGEy isoforms. Consistently, by using western blottiegperiments, we
showed that VEGHgs, protein level severely decreased in H69 celluldraets deprived of

E2F1 (Figure 5B).



SC35 differentially affects the pattern of VEGRKw/VEGFxxp Splice variants in human
lung carcinoma cell lines

We recently identified the splicing factor SC35mamber of the SR proteins family, as a
direct transcriptional target of E2F1 (20). In artietest whether SC35 could also control the
expression level of VEGE and VEGk«, splice isoforms, we first knocked-down its
expression by using small interfering RNAs in H128% H69 human lung carcinoma cell
lines, and analyzed VEGH, VEGFs5, VEGFg and VEGE; mRNA levels by RT-gPCR, as
well as VEGHgs protein expression by western blotting. In both kiees, the silencing of
SC35 was accompanied by a significant downreguiatib VEGFgs protein and mRNA
levels as compared with cells transfected wismatchsiRNA (Figure 6A). In contrast, the
expression of VEGf; and VEGhgg transcripts was not significantly affected upon3SC
neutralization in these cells. Then, we analyzedekpression level of VEGh, VEGFsh
VEGF65, and both VEGgspiisoptranscripts by using RT-gPCR. As shown in FiguBe the
neutralization of SC35 using siRNAs strongly inee@d VEGHgs, and VEGHgg, MRNA
levels in H1299 cells. In H69 cells, inhibiting S&C@xpression increased VEGHE without
affecting significantly VEGs, VEGFgs, and VEGRggp, MRNA levels (Figure 6B). Using
western blotting experiments, we observed that S&B88ck-down correlated with the
accumulation of VEGHksp protein in both cell lines (Figure 6C). Finallyevasked whether
SC35 was involved in the effects of E2F1 on VEGHkcB pattern. siRNAs targetingc35
were transfected in H358/Tet-On/E2F1 cells, andesgion of VEGEx and VEGHgsp, Splice
variants was analyzed by RT-PCR. In the absend&26fl induction, we observed that the
knockdown of SC35 significantly decreased VEgFRand VEGRss mMRNA levels without
affecting that of VEGks, neuropilin-1 or neuropilin-2 (Figure 6D). Impantyy, the
neutralization of SC35 in cells overexpressing EZfévented E2F1-induced VEGh,

upregulation, as detected using both RT-PCR armlfEgure 6D, left panel) and western



blotting (Figure 6D, right panel). Taken togethéngse results demonstrate that SC35
regulates the ratio between pro- versus anti-aegiagisoforms of VEGF in favor of pro-
angiogenic isoforms, but is also required for E2kddiated VEGIgs, upregulation in H358
human lung carcinoma cells. These data suggessthas could act differentially depending

on the cellular models and the co-activated upstreignals.

E2F1 inhibits tumor vascularization and decreaseshe ratio between VEGRgs and
VEGF16sp isoforms in nude mice

In order to determine whether the activity asseciakvith E2F1 expression in cells grown in
culture could be reproduced in tumors, H358/Tet®@w H358/Tet-On/E2F1 cells were
injected sub-cutaneously into immunodeficient nodee receiving or not doxycyclin in their
drinking water. 7-10 days after doxycyclin inductiomice were sacrified, tumors were
weighted and total RNAs and proteins were extrafitea whole tumoral samples. A marked
inhibition of tumor growth was observed in inducetce (receiving doxycyclin in their
water) xenografted with H358/Tet-On/E2F1 cells asmpared with uninduced mice
(receiving only water) (Figure 7A). This effect wssecific of E2F1 induction, since growth
inhibition was not detected in induced mice injecteth H358/Tet-On cells (Figure 7A). In
order to test whether E2F1 affected tumor vascwtdn, the amount of hemoglobin was
guantified in whole tumor protein extracts. As shoim Figure 7B, the hemoglobin level
decreased in induced mice xenografted with H3580mE2F1 cells as compared with
uninduced mice. In contrast, doxycyclin did noteaff hemoglobin level in tumors derived
from H358/Tet-On cells. Furthermore, by using RTC&Pexperiments, we found that the
MRNA levels of all VEGE isoforms including VEGEs strongly decreased in tumors
overexpressing E2F1 as compared with control H3&80n tumors derived from mice

receiving or not doxycyclin in their drinking watéfigure 7C, left and middle panels). In



contrast, VEGIks, MRNA level did not decrease, but rather increased,tumors
overexpressing E2F1, as compared with tumors franded mice injected with H358 Tet-
On cells (Figure 7C, left panel). These effectsemeonfirmed at the protein level by using
western blot analysis. Indeed, we observed that MEfs protein expression increased in
tumors overexpressing E2F1 (Figure 7D). This switas specific of E2F1 induction since
we did not detect VEGEs, accumulation in whole tumor extracts obtained frommduced or
induced H358/Tet-On tumors, as well as from unirduel358/Tet-On/E2F1 tumors. In all
tumor samples, VEGEs protein was hardly detectable using western bigtérperiments.
Taken together, these results demonstrate that E2&rkases the expression level of
VEGFespisoform”in vivo™ , thereby modulating the ratio VEGE VEGF«xp in favor of anti-

angiogenic isoforms.

Discussion

The transcription factor E2F1 was first identified a crucial regulator of cell cycle

progression. However, based on a growing numbetuafies published this last decade, it is
now clear that E2F1 plays numerous other biologiolgls. Recently, a new function for E2F1
in the control of angiogenesis has been propodaugh the demonstration that mice
deficient in E2F1 exhibit enhanced angiogenesia eessult of VEGF overproduction (19). In

this model, increased angiogenesis in the abseng@Fil occurs during both recovery from

ischemic injury and tumor growth and is dependdrftinctional p53. Here, we demonstrate
that E2F1 also negatively controls VEGF expressiop53-deficient human lung carcinoma
cell lines and is involved in tumor growth inhiloiti "in vivo”. More importantly, we

highlight E2F1 as a regulator of the switch betwpest versus anti-angiogenic VEGF splice



variants, that favors the expression of anti-angig VEGFRyy, isoforms. These results add

further evidence for a role of E2F1 in the contrbthe angiogenic process.

Although VEGRyx splice variants of VEGF-A were identified in 198thd there have been
other 24,000 manuscripts published on VEGF to datmpst nothing is known about the
regulation of splicing of VEGkE isoforms. Only three studies have investigatedeaudes
involved in VEGF-A splicing, and of these only SABIGvas a previously identified splice
factor (30). The identification of factors that fdifentially affect the expression of each
isoforms has important clinical relevance, singe ¢bntribution of each particular VEGE
isoform to a specific pattern of tumor vasculaimatprobably depends on tumor types (31).
For instance, a specific increase in VEgMas been found in lung cancers (32). In these
tumors, VEGIge was associated with high intratumoral vasculaiomatearly relapse and
short survival of the patients, whereas VEGRvas only associated with a decrease in
survival (33). In this study, we demonstrate thaFE down-regulates all VEGJ isoforms
through inhibition of VEGF promoter activity in ham lung carcinoma cell lines. A p53-
dependent repressive effect of E2F1 on VEGF prommés previously reported in primary
murine cell lines exposed to hypoxia but not tonmaxia (19). Since all our experiments were
performed in normoxic conditions and in p53-defitieell lines, these data suggest that never
hypoxia, nor p53 are required for E2F1-mediated ¥E@pression in cancer cells. p53-
mediated suppression of VEGF promoter activity itmlan soft tissue sarcoma cells requires
a 87bp region within this promoter containing Sjxiding sites, and VEGF promoter features
an E2F1-binding site with four Sp-1 sites in clpseximity (24). Therefore, it remains to be
determined whether E2F1 and Spl proteins coop&vatentrol VEGF promoter activity in
the absence of p53. We recently identified thecspli factor SC35 as a direct transcriptional

target of E2F1, involved in E2F1-mediated apopt¢2®. In this study, we show that SC35



knock-down in human lung carcinoma cell lines preéally down-regulates VEGEs
MRNA level, the most angiogenic isoform, at the$aiptional level at least. Since exon 7 is
skipped in VEGEss mMRNA, our data suggest that SC35 is required fisrgplicing event to
occur. In addition, these results indicate that EARd SC35 proteins do not act in the same
way to control the expression pattern of VE&HRsoforms. Although this effect could be
dependent on the cellular model, these data ige@@35 as a regulator of VEGE pre-
MRNA splicing in human lung carcinoma cells. Thégoassuggest a potential role of SC35 in

the control of angiogenesis in cancer cells.

An increasing number of evidences now support the fhat the balance between the
VEGF«x (pro-angiogenic) and VEGky (anti-angiogenic) splice variants plays a cruoide

in the control of tumor progression, as well asthie tumor cells response to anti-VEGF
therapies. Indeed, VEGEs;, inhibits: (1) VEGhes and hypoxia-induced angiogenesis
vitro” and”in vivo” ; (2) VEGF-induced endothelial cell migration antbleration "in
vitro” ; and (3) the growth of tumors in xenografted mousalels (11, 13, 16, 17). However,
nothing is known about the factors and signalliegworks that control the switch between
VEGF«wx and VEGRp Splice variants in cancer cells. In this study, demonstrate that
E2F1, while decreasing VEGKk mMRNA levels through repression of VEGF-A promoter
activity, does not negatively modulate VEGE mMRNA and protein levels. Moreover, we
demonstrate using xenografts in nude mice that H2&lced tumor growth inhibition
correlates with a decrease in tumor vascularizaierwell as with an alteration of the balance
between VEGEss and VEGHgs, isoforms, in favor of VEGks, Therefore, we provide the
first evidence that E2F1 controls the angiogenigtcdwbetween pro- and anti-angiogenic
isoforms of VEGF and favors the expression of thi#angiogenic VEGky, isoforms. This

regulation could be sufficient to prevent tumorwitio since it was recently demonstrated that



VEGF65, Overexpression reduces tumor growth of renal nara cells grown in mice even
in the presence of VEGEs (16). How could E2F1 affect this ratio? During dmurse of our
experiments, it was demonstrated in primary epdhetlls that ASF/SF2, SRp40 and SRp55,
three members of SR proteins family, alter VEGFciplj when overexpressed or down-
regulated (21). Strikingly, opposite effects ontaligDSS) or proximal (PSS) splice site
selection within exon 8 were observed, with ASF/SF2l SRp40 favoring expression of
VEGF«wx splice variants, while SRp55 upregulating VE&iisoforms relative to VEGE.

In our cellular models, we show that SC35 knock+domodifies the ratio VEGyVEGF 65,

in favor of anti-angiogenic isoforms, suggestingtt®C35 acts as ASF/SF2 and SRp40 to
favor the expression of VEGk splice variants in these cancer cell lines. Howewe also
observed that SC35 neutralization does not aff€sEN,., MRNA levels to the same extent,
with VEGFesp and VEGsgr, MRNA levels being preferentially up-regulated ian299 cells
while VEGR 1 being increased in H69 cells. Therefore, these slaggest that SC35 could
differentially affect the splicing pattern of VEGk, isoforms, depending on the cellular
model. Moreover, we show that SC35 neutralizatitone& does not significantly affect
VEGF65p MRNA level in the H358 cell line, while it prevenE2F1-induced VEGEksy,
upregulation in the same cells. Altogether, thesta thdicate that the role played by SC35 on
the regulation of VEGkx, splicing pattern might depend on the cell typewal as on the
upstream signals and signalling pathways activiateke cell, in response to E2F1 expression
for example. It remains now to elucidate the mal@cmechanisms by which both E2F1 and
SC35 proteins act to control the expression leMeVBGFx, isoforms. This might be
through modulation of splice site selection witlgron 8, but also through regulation of

VEGFuxp» MRNAS stability and/or translation.



To conclude, E2F1-deficient mice have impaired &map function, which was previously
presumed to explain the increased incidence ofearamcthese mice. However, our study
suggests that the increase in tumor growth in E@éficient mice might also result from an
increase in the vascular supply of tumors secondarglysregulated VEGF pre-mRNA
splicing. Therefore, consistent with its seemingbntradictory roles as oncogene and tumor
suppressor in tumorigenesis, E2F1 may suppress rtugnowth by inhibiting tumor
angiogenesis. Its low level of expression in NSQB&) could therefore contribute to tumor
development by increasing tumor secreted endothgimavth factors (presumably VEGds

and other VEGkE isoforms) allowing the tumors to developp theimolsood supply.
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Legends of figures

Figure 1: E2F1 down-regulates the expression levef VEGF isoforms in p53-deficient
human lung adenocarcinoma cell line

H358/Tet-On/E2F1 or H358/Tet-On/E2F1(E132) cellsevacubated for 48 houf#\, B, D)

or 24 and 48 hour¢éC) in the presence (+) or absence (-) of 1 pg/ml dgsiin (Dox).
Mutant E2F1(E132) is unable to bind DN@) Upper panel western blot analysis of E2F1
protein expression. Actin was used as a loadindgrabrower panel:RT-PCR analysis of
Vegtss Vegiss Vegi,: neuropilin 1andneuropilin 2mRNAs. Total RNAs were extracted
as described in the material and methods sectiomplified g3pdhwas used as an internal
control. (B) RT-qPCR analysis ofegf,;, Vediss, Vegiss and Vegfy mRNA levels. Total
RNAs were extracted as described in the materidl rmathods section. Glyceraldehyde-3-
Phosphate Deshydrogenagmgdh) was used as a reference. Relative gene expression
calculated for each sample, as the ratiovefif,;, Vegdlss, Vegiss or Vegty copy number
(target gene) tgapdh mRNA copy number multiplied by 100, thus normalgziVegfx
MRNAs expression for sample to sample differencd8N& input. For each splice variant,
the ratio obtained in cells cultured without doxglily was arbitrarily assigned to 1C)
Quantification of VEGImps protein level in culture supernatants using ELIS#say.(D)
Western blot analysis of E2F1 and VEfprotein expression. Actin was used as a loading

control.

Figure 2: E2F1 downregulates VEGRk splice variants in another model of human lung
carcinoma cell line
The small cell lung carcinoma cell line H69 wassfected for 72 hours with eitherismatch

or e2fl siRNA as indicated.(A) Left panel: E2F1 protein level was detected by



immunoblotting. Actin was used as a loading contRight panel: RT-PCR analyses of
VEGF« splice variantsneuropilin-1 and neuropilin-2 were performed as described in the
material and methods sectidiB) RT-gPCR analysis o¥egf.1, Vegfes Vegiss andVegt
MRNA levels. Total RNAs were extracted as descripethe material and methods section.
Glyceraldehyde-3-Phosphate Deshydrogengapdh was used as a reference. Relative gene
expression was calculated for each sample, asatie of Vegf,;, Vedtss Veglse or Vegty
copy number (target gene) gapdhmRNA copy number multiplied by 100, thus normailgi
Vegf« MRNAs expression for sample to sample differenneRNA input. For each splice
variant, the ratio obtained in cells transfectethwnismatchsiRNA was arbitrarily assigned
to 1.(C) VEGFyes protein level was quantified in the culture supéants using ELISA assay.
(D) E2F1 and VEGks protein levels were determined in cellular protertracts by

immunoblotting. Actin was used as a loading control

Figure 3: E2F1 represses VEGF promoter activity inp53-deficient human lung
carcinoma cell lines

(A) Schematic representation of VEGF promoter-lucgereeporter pVp-ecor containing the
upstream regulatory sequences and promoter reditechumanvegfgene (-2362 to +956
relative to the transcription start site) fusedthe luciferasereporter gene in pGL3-basic
vector. The HIF-1-, E2F1- and SP1- cis-binding edats are labeledB) H1299 large cell
lung adenocarcinoma (left panel) and SAOS2 humaeosarcoma (right panel) cell lines
were co-transfected for 48 hours with 1ug of pVpreor pGL3-luciferase plasmid and
increasing amounts of a pCMV-E2F1 vector. The krai$e activity obtained in cells
transfected with pVp-ecor or pGL3-luciferase plagnalone was normalized to 1 and a
relative luciferase activity was then calculated dach condition(C) H1299 large cell lung

adenocarcinoma (left panel) and SAOS2 human ogstamsa (right panel) cell lines were co-



transfected for 72 hours either with mismatatig or e2f1 E2F1) siRNA and 1ug pVp-ecor
or pGL3-luciferase plasmid as indicated. The luai$e activity obtained in cells transfected
with pVp-ecor or pGL3-luciferase vector alone wasmalized to 1 and a relative luciferase

activity was then calculated for each condition.

Figure 4: E2F1 does not negatively control the expission level of VEGE, variants

(A) Exon structure of th’ EGF gene. The/EGF gene consists of eight exons. All currently
described isoforms contain exons 1-5 and exon #efgntial terminal exon 8 splice site
selection results in two mMRNA isoform families. Ti®-angiogenic isoforms (VEGk, left)
are generated by proximal splice site (PSS) seleati exon 8 and the anti-angiogenic family
(VEGFuxp», right) from exon 8 distal splice site (DSS) clwidhe set of primers used to
analyze by RT-gPCR the expression level of VagfVegdfissn Vedfissh and Vegfssison
MRNAs are schematized by arrow¢B, C, D) H358/Tet-On/E2F1 or H358/Tet-
On/E2F1(E132) cells were incubated for 48 hourshim presence (+) or absence (-) of 1
png/ml doxycyclin (Dox)(B) Left panel western blot analysis of E2F1 or E2F1(E132) prote
expression. Actin was used as a loading conRaht panel:RT-PCR analysis o¥egfsn
Vegtesn neuropilin-1or neuropilin-2mRNAs. Total RNAs were extracted as describedén th
material and methods section. Amplifig@ipdhwas used as an internal cont(@) RT-qPCR
analysis ofVegf,i, Vedlss, Vedlss, and VegiesnisonMRNA levels in H358/Tet-On/E2F1
(left panel) or H358/Tet-On/E2F1(E132) (right panetlls. Total RNAs were extracted as
described in the material and methods section. €éifdehyde-3-Phosphate Deshydrogenase
(gapdh was used as a reference. Relative gene expressi®ealculated for each sample, as
the ratio ofVegfizin Veglissn Vegiesss, or Vegiiesniisop COPy humber (target gene) gapdh
MRNA copy number multiplied by 100, thus normal@iegk«w, MRNAs expression for

sample to sample differences in RNA input. For esalice variant, the ratio obtained in cells



cultured without doxycyclin was arbitrarily assight® 1.(D) Western blot analysis of E2F1

and VEGHgsy, protein expression. Actin was used as a loadimgrob

Figure 5: E2F1 knock-down leads to the down-regulédn of VEGFp Splice variants in
H69 cells

The small cell lung carcinoma cell line H69 wasisfected for 72 hours with eitherismatch

or E2F1 siRNA as indicated(A) RT-PCR analyses dfegfss, and Veghiss, MRNAs were
performed as described in the material and methedson.gapdhamplification was used as
an internal control(B) E2F1 and VEGHks, protein levels were determined in cellular protein

extracts by immunoblotting. Actin was used as dilog control.

Figure 6: The splicing factor SC35 differentially dfects VEGFw and VEGFx, Splice
variants in human lung carcinoma cell lines

(A, B, C) H1299 and H69 human lung carcinoma cell lines weaasfected for 72 hours
either withmismatch (mispr sc35siRNAs, as indicatedA, B) Total RNAs were extracted
as described in the material and methods sectiomyce@ldehyde-3-Phosphate
Deshydrogenasgépdl) was used as a reference. Relative gene expresa®ialculated for
each sample, as the ratio t#rget genecopy number togapdh mRNA copy number
multiplied by 100, thus normalizingegf«x or Vegfw, MRNAS expression for sample to
sample differences in RNA input. For each spliceiard, the ratio obtained in cells
transfected wittmismatchsiRNA was arbitrarily assigned to () Upper panelwestern blot
analysis of SC35 or VEGEs protein expression. Actin was used as a loadimdrab Lower
panel: RT-gPCR analysis oVegf,;, Vegiss Veglisy and Vegfy mRNAs. (B) RT-gPCR
analysis ofVegfi,i, Veghssn Vedissy, and Veglesnisor MRNA levels. (C) Western blot

analysis of SC35 or VEGEs, protein expression. Actin was used as a loadingrab (D)



H358 Tet-On/E2F1 cells cultured in the presence drabsence (-) of doxycyclin were
transfected for 72h with eithenismatch (mis)r sc35 (sc35kxiRNA and subjected to RT-
PCR (left panel) or western blot analysis usingcgjpeantibodies (right panel). Actin was

used as a loading control.

Figure 7: E2F1 inhibits tumor growth and decreasesumor vascularization in nude mice
through modulation of VEGF/VEGF «p ratio

(A, B, C, D) H358/Tet-On 4 or H358/Tet-On/E2F1 (E2F1-6) cellsrevsub-cutaneously
injected into nude mice and animals were treateti {ox +) or without (Dox -) 2mg/ml
doxycyclin for 7 days before sacrificéA) H358/Tet-On and H358/Tet-On/E2F1 tumors
weight. Bars represent the mean tumor weight il eaadition. For each condition, the mean
value for tumor weight £ SD is indicated in brackdB) Hemoglobin level (mg/ml) was
quantified in tumors derived from H358/Tet-On or388Tet-On/E2F1 cells in mice receiving
(Dox +) or not (Dox -) doxycyclin in their drinkingzater. Bars represent the mean level in
each case. Mean values are indicated in brackejsRT-qPCR analysis o¥egfes Vegk
andVegfiss, MRNA levels in tumors derived from H358/Tet-OnHi358/Tet-On/E2F1 cells.
For each sample\Ct=[Ct(gapdh)-Ct(target gene)] was quantified ant' vas calculated.
Bars represent the mean for the calculat¥d MeanACt values are indicated in brackets.
(D) Western blot analysis of E2F1, VEGEFand VEGHgsp, protein levels in total protein
extracts obtained from tumors derived from H358/@at{left panel) or H358/Tet-On/E2F1
(right panel) cells and treated with (Dox +) orlaitit (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 VE&Bplice variants and
neuropilin 1 or 2 mRNA.

Detection of VEGF,,, by RT-PCR (ref 25) Amplicon size (bp)
VEGF,,; 631

VEGF forward 5-AGCTACTGCCATCCAATCGC-3' VEGF;45 690

VEGF reverse 5-GGGCGAATCCAATTCCAAGAG-3' VEGF, g4 762
VEGFs 813

Detection of neuropilins NP1 and NP2 by RT-PCH(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 VEGF,,, by RT-qPCR (ref 27)

VEGF,,, forward 5-ATAGAGCAAGACAAGAAAAATG-5' 118
VEGF;,, reverse 5-ATCGTTCTGTATCAGTCTTTCCT-3'

VEG; ¢ forward 5-AGAGCAAGACAAGAAAATCC-3' 60

VEGF,45 reverse 5-TACAAACAAATGCTTTCTCC-3'

VEGF,g, forward 5-TATAAGTCCTGGAGCGTTC-3' 79
VEGFgoreverse 5-TACACGTCTGCGGATCTTG-3'

VEGF,, forward 5-CTTCCTACAGCACAACAAAT-3' 53

VEGF,, reverse S-GTCTTGCTCTATCTTTCTTTGG-3'




Table 2: Primers used in this study for detection of VE&splice variants.

Detection of VEGF,,,, by RT-PCR (ref 14, 29)

VEGF-exon4 forward 5'- GAGATGAGCTTCCTACAGCAC-3' VEGF 51,
VEGF-exon8b reverse 5-TCAGTCTTTCCTGGTGAGAGATCTGCA{3' VEGF4sp
VEGF;gsp

VEGF-exon7 forward 5'-GTAAGCTTGTACAAGATCCGCAGACG-3

VEGF-exon8b reverse 5-TCAGTCTTTCCTGGTGAGAGATCTGCA{ VEGFgs
Detection of VEGF,,,, MRNAs by RT-qPCR Amplicon sizes (bp)
VEGF,,,, forward 5-AAGGCCAGCACATAGGAGAG-5' 100

VEGF;,;,reverse 5-TTCCTGGTGAGAGATTTTTCTTG-3'

VEGy5, forward 5'-CCAAAGAAAGATAGAGCAAGACAA-3' 101
VEGF, 45, reverse 5-ACGCTCCAGGACTTATACCG-3'

VEGF,gs,forward 5-AAGACAAGAAAATCCCTGTGG-3' 151
VEGF, g5 reverse 5-TCCTGGTGAGAGATCTGCAA-3'

VEGFgsp189pforward  5-CAAGATCCGCAGACGTGTAA-3' 158
VEGFgsh150pr€vVerse 5-TCCTGGTGAGAGATCTGCAA-3'




Résultats Ill

Il RESULTATS NON PUBLIES

1.1 Effet de E2F1 sur la phosphorylation de SC35 esur sa
localisation sub-cellulaire

[11.1.1 E2F1 induit lI'accumulation d'une forme phosphorylée de
SC35

L'activité biologique des protéines SR et leur lisegion sub-cellulaire sont régulées
par phosphorylation. Aprés avoir identifié SC35 coenune nouvelle cible transcriptionnelle
de E2F1, nous avons étudié I'effet de E2F1 suhtsphorylation de SC35. Dans nos clones
stables inductibles, nous avons réalisé un marqdagla forme phosphorylée de SC35 par
immunofluorescence et utilisation d'un anticorpécsiique reconnaissant un phospho-épitope
sur SC35 Figure 38, A). En I'absence de E2F1, nous observons une estprefaible de la
forme phosphorylée de SC35 dans les "speckles'aivete De facon intéressante, dans les
cellules surexprimant E2F1 mais pas sa forme met@gl32), la forme phosphorylée de
SC35 s'accumule dans des speckles de plus gradsepias réfringents et d'une forme plus
irréguliére. Nous avons confirmé ces résultatsWastern blot Figure 38, B). Ainsi, SC35
s'accumule sous forme phosphorylée dans des extrailéaires de cellules surexprimant
E2F1 comparativement aux cellules controkég@re 38, B). Cette forme phosphorylée
disparait lorsque les extraits nucléaires sontgités a la phosphatase alcaline avant dép6t sur
gel d'acrylamide. Ces résultats indiquent qu'E2Fiue la phosphorylation de SC35 et induit
sa localisation dans des speckles nucléaires dsataille.
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E2F1 = GE
SC35 [f v cme e
p-SC35[___ e |
Actine E
Dox - +
Phosphatase - - +

(A) E2F1 E2F1 (E132) (B)
sc3s

Dox - +

Figure 38: E2F-1 stimule la phosphorylation de SC35tesa localisation dans les speckles

nucléaires.

(A) Marquage par immunofluorescence de la protéine S@@Sphorylée dans les cellules H358
Tet-on E2F-1 ou E2F1 (E132) cultivées en l'absenceu-présence (+) de 1ug/ml doxycycline
(Dox) pendant 48n(B) Analyse par Western-blot de I'expression des pnetindiquées dans des
extraits nucléaires de cellules H358 Tet-on E2F-1ivéds pendant 48 heures en absence (-) ol
présence (+) de doxycycline (1 g/ml) et co-trai@eson par la phosphatase alcaline.

[11.1.2 Implication de la voie PI3Kinase/AKT dans la
phosphorylation de SC35 en réponse a E2F1

L'activation de la voie PI3Kinase/AKT en réponse& facteurs de croissance contribue
a la phosphorylation de certaines protéines SR aglifie en aval les processus d'épissage
(Blaustein, et al., 2005). En s'appuyant sur cemées, nous avons recherché si la voie AKT
jouait un réle dans la phosphorylation de la pra@éSC35 en réponse a E2F1. Nous avons
traité nos cellules avec deux types d'inhibitewgscdtte voie, la wortmannin qui inhibe en
amont la voie PI3K/AKT et l'inhibiteur AKT VIII quinhibe spécifiquement Il'activité kinase
d'AKT, et étudié par Western blot le statut de phasylation de la protéine SC35 en
condition induite ou non-induité={gure 39, A). Dans les cellules surexprimant E2F1, nous
avons observé une activation d'AKT visualisée farcumulation de sa forme phosphorylée
(Figure 39,A, comparer colonnes 1 et 2). Les inhibiteurs deole@ AKT sont bien actifs dans
notre modele puisqu'ils préviennent cette phospgatioy (comparer colonnes 2 et 4). De
facon importante, nos résultats montrent aussi lGpleibition de l'activité kinase d'AKT
prévient I'accumulation de SC35 sous sa forme pgiwypee observée dans les cellules
surexprimant E2F1Higure 39, A, comparer lignes 2, 4 et 6). Parallelement, pmanfirmer
ces résultats, nous avons analysé l'effet de ¢eisitieurs sur la localisation sub-nucléaire de
SC35 par immunofluorescendeigure 39, B). Le traitement de nos cellules avec l'inhilite
AKT VIII prévient I'accumulation de la forme phosphlée de SC35 dans des speckles de
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grande taille dans les cellules surexprimant E2&asi, en absence d'activité de la kinase
AKT, les cellules induites pour I'expression de E2présentent un profil de speckles
nucléaires identiques au contréle. Ces résultaggesent que E2F1 active la voie AKT et
stimule par ce biais la phosphorylation de SC3%a@t accumulation dans les speckles
nucléaires. Cependant, ces résultats sont encélipraires et posent beaucoup de questions
concernant notamment le mécanisme par lequel E2ZE¥eaAKT pour phosphoryler la
protéine SC35 et la contribution de cette phosghtion de SC35 par AKT aux fonctions
prolifératives et/ou apoptotiques de E2F1.

(A (B)

1 2 3 4 5 6

1 2 3

P-AKT [CSS— SES &

e —
(Thr 308) E2F1
AKT — . — ——
SC35 — —— —
P-SC35 -—
Dt e PREL— - — P-SC35

Figure 39: La voie de signalisation AKT est impliqué dans la phosphorylation de SC35 en
réponse a E2F-1. Les cellules H358 Tet-On E2F1 orntéultivées en absence (-) ou présence (+)
de 1pg/ml de doxycycline pendant 72h, et en préseng+) ou absence (-) soit de wortmannin
(250nM) ou de l'inhibiteur d'AKT VIII (5p M).

(A) Analyse par Western-blot de I'expression des pne®iE2F1, AKT et phospho-AKT, SC35 et
phospho-SC35. L'actine est utilisée comme contréldép6t(B) Marquage par immunofluorescence
des protéines E2F-1 (en rouge) et phospho-SC3&eftn

[11.1.3 E2F1 affecte I'épissage de la kinase CIk/Sty

Parallelement a notre étude sur la voie AKT, nousna analysé dans notre modéle
cellulaire le statut d'autres kinases connues pbosphoryler les protéines SR. Nous avons
ainsi étudié le niveau d'expression des protéimessks SRPK1 et SRPK2 par Western blot
dans nos clones stables inductibles. Comme le mdatfigure 40 A, nous n'avons observé
aucune différence de niveau d'expression des deigipes entre les cellules contrble et les
cellules surexprimant E2F1 ou sa forme mutante.sNexons ensuite analysé le statut de
CIk/Sty. De facon intéressante, I'épissage altérdatpré-ARNm de Clk/Sty génere 2 variants
d'épissage codant l'un pour la forme entiére deyime catalytiquement active (Sty) et l'autre
pour une forme tronquée, dépourvue d'activité gadale (tSty) Figure 40,B). Ces différents
variants sont détectables par RT-PCR et utilisatierprimers spécifiques. Dans nos clones
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stables inductibles, I'expression de E2F1 maiscpis de sa forme mutante modifie le profil
d'épissage de CIk/Sty en faveur de lisoforme imadFigure 40, C). De facon importante, la
neutralisation de SC35 par ARN interférence prévimite accumulationF{gure 40, C).
Nous avons confirmé ces résultats dans un modelsudexpression, en transfectant les
cellules H1299 transfectées par un plasmide cantrdlun vecteur codant pour SCBag(re

40, D). Dans ces cellules, la surexpression de S@gérise la synthese des variants codant
pour tSty. Ces résultats indiquent donc qu'E2F3GR25 coopeérent pour modifier I'expression

des différents variants d'épissage de CIk/Sty.

(A E2F1 E2F1 (E132)

SRPK1 » .
SRPK2 & | " St S s s s S e

Actine - — — —— e i

Dox - + - + - + - +
24h 48h 24h 48h

(B) CIWSTW@W_ %gg H{

©
E2F1 E2F1 (E132) SiRNA mismatch sc35
s - i -
gapdh [ —— ciusy |3, —
e R — — —
Dox - + - +
(D)
PC sSc35
Sty » <« 274bp
Clk/St
(I em— cm—

Figure 40: E2F1 modifie I'épissage alternatif de Clbty via SC35.
(A) Analyse par Western-blot de I'expression des pmettikinases SRPK1 et 2 dans les cellules
H358 Tet-on exprimant la protéine sauvage E2F1 oameit(E132) et cultivées en présence (+) ou
absence (-) de doxycycline aux temps indiqB¥.Schéma des variants d'épissage de Clk/Sty e}
primers utilisés pour les détecter (Sty-274nt,t{B@nt).(C) Panel de gauche: analyse par RT-PCR
de I'expression des transcrits alternatifs de Qikifans les cellules H358 Tet-on E2F1 ou E2F1
(E132) cultivées en présence (+) ou absence (-)odgcgicline pendant 48h. Panel de droite: les
cellules H358 Tet-on E2F1 sont transfectées parAddsi contrble (mismatch) ou ciblant SC35
(sc35) et analysées pour des variations de I'esfmesles différents variants d'épissage de CIk/Sty
(D) Les cellules H1299 sont transfectées 48h par ummidascontréle (PC) ou codant pour SC35
(SC35). L'expression des variants d'épissage d&®lielst analysée par RT-PCR. g3pdh est utilisé
comme contréle interne.
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111.2 Effet de E2F1 sur I'épissage de SC35: existercd'une
boucle de rétrocontrdle négatif?

Des données de la littérature indiquent que SC3xasable de réguler I'épissage
alternatif de son propre gene et active des évemsnokepissage qui déstabilisent son ARNm
Sureau, 2001). Ainsi, SC35 favorise I'expressiotraiescrits alternatifs (1.6 et 1.7 kb) qui ne
sont pas stables et sont dégradés par le system@ [Bdreau, et al., 2001). Afin de
rechercher si E2F1 en induisant I'accumulation @855modifie aussi I'épissage alternatif de
son ARN pré-messager, nous avons réalisé des RTdPQRilisant des primers spécifiques
amplifiant la région 3-UTR des transcrits SC35 permettant de détecter les variants
majoritaire (2kb) et minoritaires (1, 6 et 1,7ki@jaldécrits (Pilch, et al., 20015igure 41, A).
Dans les cellules non-induites, nous détectonsalestrit majoritaire (2kb) et faiblement le
transcrit minoritaire a 1,7kb. La surexpressiore@€E1 conduit a I'accumulation de ce transcrit
a 1,7kb connu dans la littérature comme instabigtetdégradé par le systéme NMBiqure
41 B, panel de gauche). De plus, cet effet néceS&t@5 puisque la neutralisation de SC35
par ARN interférence prévient l'effet de E2FFiglre 41, B panel de droite). Ces résultats
suggéerent l'existence d'une possible boucle decattrdle négatif, par laquelle SC35
accumulé en réponse a E2F1 pourrait contrbler ivgagént son niveau d'expression.

(A)
o 668 nt
LAY PSS — f— I SO .
SC35 * 274 nt
170 nt
(B) siRNA mismatch sc35

(QOKD) e B 600bp @.okb) >R

sc35 sc35

(1.7kb) » 300bp

(1.7 kb)

Dox - + - +

g3pdh
Dox

Figure 41: E2F1 affecte I'épissage alternatif de SC3Ba SC35.

(A) Schéma des variants d'épissage de SC35 et pritile&supour les détecter.

(B) Panel de gauche: analyse par RT-PCR de I'expressiotranscrits alternatifs de
SC35 dans les cellules H358 Tet-on E2F-1 ou E2F13Fddtivées en présence (+)
ou absence (-) de doxycycline pendant 48h. Pandraite: les mémes cellules sont
transfectées par des ARN interférents contrdlerraish) ou ciblant SC35 (sc35) et
analysées pour des variations de lI'expression désrahts variants d'épissage de
SC35.
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I11.3 ROle de SC35 dans les fonctions proliférativesle E2F1
(Edmond, Merdzhanoya&n préparatioh

E2F1 est une protéine clé de la transition desllesllentre les phases G1 et S du cycle
cellulaire. Ayant mis en évidence une coopératintiecE2F1 et SC35 dans le contrble des
processus apoptotiques, nous nous somme demar8€8Sipourrait aussi jouer un réle dans
les fonctions prolifératives de E2F1. Dans un pegntemps, nous avons recherché si la
protéine SC35 s'exprimait dans les cellules d'uariéne cyclique au cours du cycle cellulaire
comme son partenaire E2F1. Pour le savoir, nouasaggnchronisé les cellules H1299 en
phase G1 du cycle cellulaire par un traitemenhydtfoxyurée. A différents temps apres la
levée du bloc, nous avons étudié I'expression b€ aussi celle de E2F1 et de certaines de
ses cibles transcriptionnelles impliquées dan®itaréle du cycle cellulaire, dont les cyclines
E et A, et la dihydrofolate réductase (DHFR), pdrfRCR et Western blot. Comme le montre
la figure 42, I'expression de SC35 augmente pregresment dans notre modéle lors de la
transition G1/S et de la progression en phaserSp@elh et 3h aprés la levée du bloc) aussi
bien au niveau transcriptionndfigure 42, B) qu'au niveau protéiquéigure 42, C), pour
diminuer au moment de la transition G2/M. De fagugaressante, cette variation d'expression
de SC35 correle avec l'accumulation de E2F1 massiavec I'accumulation temporaire de
cycline E et DHFR. Cette expérience de synchromisates cellules montre donc que SC35
est exprimée d'une maniére cyclique au cours dle @fcque son expression correle avec
I'accumulation de la protéine E2F1. Ces résuliaggérent que SC35 pourrait jouer un réle au

cours du passage et de la progression en phaseygldicellulaire.

128



Résultats Ill

A

Norrore de cellues

(B)

sc35
Cvcling = R

cycline A

dhfr

g3pd

Figure 42: Au cours du cycle cellulaire, SC35 est pimée d'une maniere cyclique et
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s'accumule au moment de la transition et progressioen phase S.

(A) Les cellules d’adénocarcinome pulmonaire H129%titraitées pendant 18 heures avec 1mM
d'hydroxyurée, lavées, remises dans du milieu Aeli, puis analysées par cytométrie en flux au
moment de la levée du bloc et a 1h, 3h, 6h, 924t aprés la réentrée en cycle cellulaire, par
marquage a l'iodure de propidium. Les chiffres inditt le pourcentage des cellules dans les
différentes phases du cycle cellulaif@) Analyse par RT-PCR de I'expression des transcritiob

pour SC35 et certaines cibles transcriptionnelle€8F1 a différents temps aprés la levée du bloc.
(C) Analyse par Western blot des différentes protéimeiquées. En bas, le pourcentage de
répartition des cellules dans les différentes phdseaycle cellulaire est indiqué pour chaque temps.

Afin d'approfondir ces résultats, nous avons nés&apar ARN interférence

I'expression de SC35 dans deux lignées cellulaissses de tumeurs neuroendocrines

pulmonaires, les cellules H69 et H810, qui surawprit la protéine E2F1F{gure 43). De

fagon intéressante, la neutralisation de SC35 dasgellules affecte I'expression de certaines
cibles transcriptionnelles de E2F1 impliqguées notamt dans la transition G1/S. Ainsi, nous
avons observé par Western blot que la neutralisatie SC35 affecte I'expression des

protéines DHFR, thymidilate synthase, cycline E,ADpblyméraser, cycline D1 ou p4%®?
(Figure 43, A). De plus, par RT-PCR, nous avons montré que laralesation de SC35

diminue le niveau des transcrits codants pour legmes DHFR et cycline B-jgure 43, B).

Cet effet de SC35 ne passe pas par une diminutianivetau d'expression de E2F1 (données

non montrées)
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Figure 43: SC35 est impliqué dans la régulation de'elxpression de certaines des cibles
transcriptionnelles de E2F1.

Analyse par Western-bl¢) et RT-PCR(B) de I'expression des différentes cibles transcniptalles
de E2F1 dans des lignées cellulaires de carcinomesoendocrines pulmonaires, les cellules H69 ¢
H810, transfectées avec des ARN interférents clenfndism) ou ciblant sc35 (SC35).

—

A l'inverse, la surexpression de la protéine SC&bBsda lignée H1299 qui exprime
faiblement E2F1, induit I'accumulation des protéingcline E et DHFR par un mécanisme
mettant en jeu une augmentation du niveau de leunsdrit Figure 44, A). De facon
importante, la surexpression de SC35 augmente rieoreode cellules en phase S du cycle
cellulaire fFigure 44, B). Ces résultats suggerent que SC35 pourrdiicipar au controle de
I'expression de certaines des cibles transcripdéibes de E2F1 jouant un rbéle au cours du
cycle cellulaire.

A
( ) Mock SC35

SC35 ey Mock SC35
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Figure 44: La surexpression de SC35 induit I'accumattion de certains genes cibles de E2F1 et
conduit a une accumulation des cellules en phase S.

(A) Analyse par Western-blot (panel de gauche) et RT-H@ddel de droite) de I'expression de
différentes cibles transcriptionnelles de E2F1 dnsignée cellulaire d’adénocarcinome pulmonaire
H1299, transfectée par un plasmide contr6le (Mook)un plasmide codant pour SC35 (SC35).
(B) Répartition des cellules H1299 transfectées paplasmide contrdle ou codant pour SC35 (SC35)
dans le cycle cellulaire aprés marquage a l'iodarpropidium et passage au cytometre de flux.
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Afin d'approfondir les mécanismes moléculaires pasquels SC35 controle
I'expression des cibles d'E2F1, nous avons recéesicles protéines SC35 et E2F1 pourraient
interagir. Pour ce faire, nous avons transfect&éddisles H1299 par un plasmide codant pour
E2F1 et immunoprécipité SC35 dans ces cellules.@®mhe montre la figure 45 A, E2F1 est
détectée dans les immunoprécipitats, indiquantlegi@rotéines E2F1 et SC35 interagissent.
Nous avons confirmé ces résultats au niveau endogfans les cellules H69 aprés
immunoprécipitation de la protéine SC35 et révéfrathar Western-blot de la protéine E2F1
(Figure 45, B). Finalement, nous avons identifié le(s) site(@)teraction de SC35 sur E2F1
par "GST pull-down" [Figure 45, C). Ainsi, par utilisation de différents mutantsrtqués de
E2F1 incubés avec la protéine SC35 "transcriteditad "in vitro" en lysat de réticulocytes,
nous avons caractérisé deux sites de liaison d& S@3E2F1: le premier site correspond au
site de liaison a 'ADN de E2F1 (acides aminés 12Q}, et le second site correspond a la
région C-terminale de E2F (acides aminés 284-43&iyant le domaine de liaison a RB. Ces

résultats démontrent que les protéines E2F1 et S@3capables d'interagir.
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—
- = e g
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Figure 45: Les protéines E2F1 et SC35 interagisser@aractérisation des sites d'interaction de
SC35 sur la protéine E2F1.

(A) Analyse de linteraction E2F1/SC35 par immunoprédaijwn dans des cellules H1299
transfectées par un plasmide codant pour E2F1 ets dasquelles SC35 (SC35) est
immunoprécipitée.lgG: immunoprécipitation avec unticmps irrelevant. (B) Analyse de
l'interaction E2F1/SC35 au niveau endogene par inoprécipitation de SC35 (SC35) dans deg
cellules H69 et révélation de E2F1 par western-ids.. anticorps irrelevan{C) Caractérisation
des sites d'interaction de SC35 sur la protéine 1IEP&Ar "GST pull-down". Les protéines
recombinantes GST, GST-E2F1 ou les formes GST-E2fijuées ont été incubées avec un lyss
de réticulocytes contenant la protéine SC35 traduitvitro". La liaison de SC35 sur les protéines
recombinantes est détectée par western-blot & I@lich anticorps SC35. Un western-blot avec un
anticorps anti-GST permet de s'assurer de la borogugtion des protéines recombinantes. Noup
observons des sites d'interaction de SC35 sur ERH#s au niveau de son domaine de liaison ja
I'ADN (acides aminées 120-191) et son extrémité@iinale (acides aminées 284-437).

—
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Ayant finalement montré que SC35 modifie I'exprasgies cibles transcriptionnelles
de E2F1 et interagit avec E2F1, nous nous sommemres si SC35 pourrait modifier
I'activité transactivatrice de E2F1. Afin de répmna@ cette question, nous avons utilisé un
plasmide rapporteur possédant le promoteur de dineyE situé en amont du géne codant
pour la luciféraseHigure 46, A). Pour étudier l'influence des protéines E2FISE35 sur
l'activité du promoteur de la cycline E, nous avtnamsfecté les cellules H1299 ou SAOS2
(cellules d'ostéosarcome humaines) par des comatiems croissantes de plasmides codants
pour E2F1 et/ou SC35. Comme attendu, E2F1 stinmdéité du promoteur de la cycline E
(Figure 46, A). De facon importante, SC35 augmente signifieament I'effet de E2F1 sur ce
promoteur. Cependant, seul, SC35 n'a aucun effatilsiteur tant sur le vecteur rapporteur
cycline E-luciférase, que sur le vecteur contré®_g-luc (Figure 46, A). De plus, SC35
stimule aussi l'activité transactivatrice de E2Ef 1: second géne rapportebigure 46, B),
contenant le promoteur p3%? un autre géne cible de E2F1. Finalement, poufirooer ces
résultats, nous avons neutralisé I'expression &g $@r ARN interférrence dans les cellules
H1299 transfectées ou non avec un plasmide codaunt B2F1 et les différents vecteurs
rapporteursKigure 46, C). Dans ces conditions, la neutralisation de@ais pas un ARN
interférent contrdle prévient I'activation des poteurs de cycline E ou p#82en réponse a
E2F1. A linverse, le knock-down de SC35 est sdfed sur le vecteur rapporteur contrble
pGL3-luc. Ces résultats indiquent que SC35 esthiapde stimuler I'activité transactivatrice
de E2F1 sur le promoteur de certains de ses géhkes @t suggérent que SC35 pourrait

contribuer par ce biais aux fonctions proliférasivie E2F1.
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Figure 46: SC35 stimule l'activité transcriptionnele de E2F1 sur le promoteur de ses genes
cibles cycline E et p48F2

(A) Les cellules d'adénocarcinome pulmonaire H1299 'estélosarcome SaOS2 ont été co-
transfectées avec les vecteurs rapporteurs compi@lleic ou contenant le promoteur de la cycline E
en amont de la luciférase, en présence ou en abskEnplasmides codant pour E2F1 et/ou SC35
comme indiqué.(B) Les cellules H1299 ont été co-transfectées avepldemide rapporteur
contenant le promoteur de p45* en amont de la luciférase, en présence ou en cbsirs
plasmides codant pour E2F1 et/ou SCRB) Les cellules H1299 ont été transfectées avec leg
plasmides cycline E-Luc, pA%¥2%Luc ou pGL3-luc en absence ou présence du plasmidanto
pour E2F1 et co-transfectées par des ARN interféremntréle (mismatch) ou ciblant SC35(SC35).
L'activité luciférase obtenue dans les cellulesdieatées par les vecteurs rapporteurs seuls a ét

LA

normalisée a 1 et l'activité luciférase relativté calculée pour chaque échantillon.
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Comme nous l'avons montré précédemment, la voie AT impliguée dans la
phosphorylation de SC35 en réponse a E2F1. Finalemeus avons recherché son réle dans
les effets de SC35 sur l'activité transactivatrieeE2F1. Comme le montre la figure 47, la
wortmannin prévient l'activité transactivatrice B&F1 sur les promoteurs de la cycline E
(Figure 47, A) et p45*2 (Figure 47, B). De plus, en présence de wortmar8@85 n'est plus
capable de stimuler l'activité transactivatrice E2F1 sur ces promoteurs. Ces résultats
indiguent que la voie AKT est impliquée dans leactmns transactivatrices de E2F1 au
niveau de certains génes cibles, et sur les efte8C35 dans ce contexte.
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Figure 47: Effet de la voie AKT sur les fonctions de E2F1 et(S35.

Les cellules H1299 ont été co-transfectées avecplasmides codant pour E2F1, SC35 (en
concentration croissante) et le plasmide CyclineidEEh) ou Skp2-luc(B), et traitées ou non avec
l'inhibiteur de la voie AKT — wortmannin (250nM) ptant 48 heures. L'activité luciférase obtenue
avec les vecteurs rapporteurs seuls a été normalige

En conclusion, nos résultats démontrent que SC35egwimé dans les cellules
tumorales d'une maniere cycliqgue au cours du cyellelaire, qu'il interagit avec E2F1 au
niveau de son domaine de liaison a I'ADN et quiihgle son activité transcriptionnelle au
niveau de genes cibles impliqués dans la transétda progression en phase S. Ces résultats
suggerent un role coopératif de SC35 dans le dentigs fonctions prolifératives de E2F1, et
identifient certains de ses genes cibles dans oéexi. lls suggerent en outre que SC35

pourrait agir comme un co-activateur transcriptelrde E2F1.
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| E2F1 ET SC35: UNE INTERCONNEXION ETROITE
POUR LE CONTROLE DE LA CROISSANCE
CELLULAIRE

.1 SC35: une nouvelle cible de E2F1

I.1.1 SC35: cible transcriptionnelle directe de E2E

A I'heure actuelle, tres peu de données existent@mant les facteurs protéiques qui
contrélent l'expression des protéines SR et notarhniémplication des facteurs de
transcription dans ce contrbéle. La famille des @rms E2F avait été impliguée dans le
contrdle de I'expression de certaines protéine§d8Rt SRp30c, SRp20 et 9G8) via des études
de « macro-array » et d’immunoprécipitation de omatine identifiant des séquences
consensus de fixation des E2Fs sur les promoteuces genes (Muller, et al., 2001; Ren, et
al., 2002; Young, et al., 2003). Cependant, au@&inde n’avait jusqu’a présent recherché le
réle potentiel des protéines SR dans les processlugaires contrdlés par les protéines de la
famille E2F comme la prolifération ou I'apoptose.

Dans ce travail, nous avons identifié le facte@pidsage SC35 comme une cible
transcriptionnelle directe de E2F1. Nous avonsiad@montré la capacité de E2F1 a
augmenter spécifiguement I'ARN codant pour SC35sdans modeles cellulaires de
carcinomes pulmonaires surexprimant E2F1. De plogs avons montré par des expériences
de ChIP que E2F1 est capable de se lier sur leqgimmmdesc35et de le transactiver. Des
etudes cherchant de nouveaux génes cibles de E@FHémontré que plusieurs genes
exprimés d'une maniere cycliqgue au cours du cyelelaire possédent sur leurs promoteurs
des séquences consensus de liaison a E2F1. Paer pait, la fixation de E2F1 sur le
promoteur de SC35 est détectée dans des cellyeshasnisées et I'affinité de fixation de la
protéine E2F1 endogéne sur le promoteursdgs augmente en réponse au traitement des
cellules avec le cyclophosphamide. Ces résultadgjuent que la fixation d’E2F1 sur le
promoteur desc35survient au cours du processus apoptotiqgue. Cepénolisque nous avons
aussi montré que SC35 est une protéine qui cyadleste a déterminer si la fixation de E2F1
au niveau du promoteur de35est aussi modulée au cours du cycle cellulaire.

Nos résultats décrivent le premier lien fonctioneetre E2F1 et I'un des facteurs qui
régulent I'épissage. Il reste a savoir si I'expogsd'autres protéines SR pourrait étre régulée
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par E2F1. Il a été suggéré que E2F1 est capabiégider I'expression de la protéine SRp20
(Jumaa, et al., 1997). Dans des modeles murinsalésurs ont montré que SRp20 est
exprimée Ih vivad' d'une maniére cyclique au cours du cycle cellalat s'accumule a la fin de

la phase G1 et au cours de la transition en phake @t aussi identifié aprés séquencage du
gene, un deuxiéme promoteur possédant deux séqueonsensus pour E2F1. Ces résultats
suggerent une régulation de l'expression de SRp20ep protéines E2F et particulierement
par E2F1 au cours du cycle cellulaire. Cependarts @e travail, nous avons étudié le niveau
d'expression de la protéine SRp20 et d'autres ipetéSR dans nos modeéles cellulaires
surexprimant E2F1 ou down-régulés pour I'expressierE2F1 et nous n‘avons pas observé
d'effet de E2F1 sur leur expression. Il est possijule la régulation des protéines SR médiée
par E2F1 ou d’autres facteurs E2F dépende du dentessulaire, cellulaire et/ou des co-

signaux d’amont recus par la cellule.

[.1.2 E2F1 contrdle I'épissage de SC35

Des données de la littérature indiquent que SC3xasable de réguler I'épissage
alternatif de son propre gene et active des évemsnokepissage qui déstabilisent son ARNm
(Sureau, et al., 2001). Parallelement a I'activaéscriptionnelle de E2F1 sur le promoteur de
sc35 nous avons observé que la surexpression de Eftteluit a I'accumulation d'un transcrit
de SC35 a 1,7kb, celui la méme décrit comme instabdégradé par le systeme NMD. Nos
résultats suggerent I'existence d'une possiblel®algcrétrocontrdle négatif, par laquelle SC35
accumulé en réponse a E2F1 pourrait controler négaént son niveau d'expression. De
facon intéressante, nous avons observé dans noesckiables inductibles pour E2F1, une
décroissance du niveau d’expression de SC35 survénmurs apres le début de l'induction
par la doxycycline. Ces résultats sont en accoed aette possible boucle de contréle négatif.
E2F1 apparait donc comme capable a la fois de kimau niveau transcriptionnel
l'accumulation du transcrit codant pour SC35, naaissi de contrbler I'épissage alternatif de
SC35. De facon intéressante, cette boucle de cetntrdle négatif décrite pour SC35 semble
étre un mécanisme commun a d’autres facteurs d@pés Ainsi, il a été montré que les
facteurs d'épissage Tra-2 chez la drosophile, SWAR protéine murine SRp20 autorégulent
I'épissage alternatif de leur propre pré-ARNm casaht a I'expression de formes tronquées
(Jumaa and Nielsen, 1997; Mattox and Baker, 199¢haa et al., 1994). Il reste a déterminer
si E2F1 pourrait aussi jouer un role dans ce cdetetk a été démontré que le role des

protéines SR dans la sélection des sites altesnaft#pissage dépendait aussi de leur
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concentration dans la cellule, ainsi que de la eotration de leurs antagonistes les protéines
hnRNP A/B (Smith and Valcarcel, 2000). Cependarts Mmécanismes et les facteurs
protéiques impliqués dans le contréle de cettengalasont encore mal connus (Fu and
Maniatis, 1992a; Hanamura, et al., 1998; Screatbm|., 1995; Vellard, et al., 1992). Dans
notre étude, nous nous sommes aussi intéressgaaines hnRNP. Nous avons recherché
l'effet de E2F1 sur I'expression de certaines presede cette famille, mais nos résultats n‘ont

pas montré d’effet.

1.1.3 E2F1 régule la phosphorylation de SC35

La modulation du niveau de phosphorylation deséimes SR contrble leur activité,
leur spécificité et leur localisation subcellulaifelusieurs kinases, dont SRPK1, SRPK2,
CIk/Sty ou I'ADN topoisomérase |, ont été décribesnme phosphorylant les protéines SR,
mais rien n'est actuellement connu sur les sigaamont qui activent ces kinases, les sites de
phosphorylation sur les protéines SR, et leur $ip#ééi sur telles ou telles protéines SR. Nos
résultats montrent que E2F1 modifie le niveau desphorylation de SC35 dans nos modeles
cellulaires. Cette variation de la phosphorylateemble affecter a la fois la localisation
subcellulaire de SC35, mais aussi pourrait modifi®n activité. Ainsi, E2F1 induit
'accumulation de la forme phosphorylée de SC35sddes speckles nucléaires de grosse
taille. Cet effet de E2F1 sur la phosphorylatiorS@85 nécessite sa fixation sur 'ADN, parce
qgue la forme mutante de E2F1 (E132) n'est pas tapabduire la phosphorylation de SC35,
ni son accumulation dans les speckles. Des étuesntes suggerent un réle beaucoup plus
actif des speckles dans le couplage transcripfiisgége que le rdle suggéré initialement
(Hall, et al, 2006; Stamm, 2008). Ces travaux psept que les speckles
transcriptionnellement actifs ont une forme irrégpd et une plus grosse taille causée par
laccumulation, dans des structures appelées '|[peckles” de différents facteurs de
transcription et d'épissage (Kavanagh, et al., PQ@igure 33). Cette région enrichie
significativement en ARN poly (A), est associée@ptusieurs fibres péri-chromatiniennes et
contient aussi différents facteurs d'épissage temprotéines SR. En tenant compte de ces
données, il semble possible que E2F1 stimule lfaatation de la forme phosphorylée de
SC35 dans ces régions périphériqgues des speckleSC@5b participerait aux processus
d'épissage. Il faudrait réaliser des expériencesnaeoscopie confocale pour affiner nos

résultats.
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De facon intéressante, alors que la phosphorylaties protéines SR par les kinases
Clk/Sty ou SRPK surexprimées dans les cellulesiindur délocalisation des speckles vers le
nucléoplasme, la surexpression d’AKT ne modifie p@scumulation des protéines SR dans
les speckles nucléaires (Blaustein, et al., 20D&hs nos modeles cellulaires, nous montrons
gue la voie PI3K/AKT est impliquée dans la phospladion de SC35 médiée par E2F1
puisque la wortmannin, un inhibiteur d’AKT, prévida phosphorylation de SC35 en réponse
a E2F1 et son accumulation dans les speckles ael@raille. Ces résultats sont en accord
avec des données de la littérature montrant qué E&Fcapable d’'activer la voie AKT (Ladu,
et al., 2008; Levine, et al., 2006). De plus, cetie de signalisation semble importante dans
le contrble de la balance prolifération/apoptosetrédée par E2F1 via la répression de genes
cibles pro-apoptotiques de E2F1 (Hallstrom, et 2008). Il reste a approfondir dans nos
modéles d’étude le rble exact de la phosphorylaienSC35 dépendante d’AKT sur ses
fonctions apoptotiques et/ou prolifératives. Darscontexte, il faudrait regarder l'effet des
inhibiteurs de la voie AKT sur la capacité de S@3®guler I'épissage alternatif des cibles que
nous avons ideéntifiées. Il est aussi possible qpee kinases autres que AKT phosphorylent
SC35 et contrdlent son activité en réponse a E2Fham, dans nos modéles d’étude. Des
résultats préliminaires obtenus au laboratoire érggg que la famille SRPK participe aussi a
la phosphorylation de SC35 en réponse aux agedtsn@nageant 'ADN. Dans ce contexte,
nos données indiquent que la phosphorylation d&$@Bles SRPKs pourrait conditionner sa
fonction apoptotique. De plus, nous montrons quElE@t SC35 contrélent I'épissage de la
kinase Clk/Sty. Ainsi, hous avons observé une natibn de I'épissage alternatif de Clk/Sty
dans les cellules surexprimant E2F1 en faveurideftirme inactive tronquée (tSty), par un
mécanisme mettant en jeu SC35. Ces résultats iediqgue E2F1 est capable de réguler
I'activité de deux des kinases, AKT et CIk/Sty, ppborylant les protéines SR. Puisqu’il a été
montré que I'hyperphosphorylation de SC35 par teage Clk/Sty a la fin du processus de
maturation de '’ARNm l'inactive, nos données suggérque E2F1 régule a la fois la
localisation subcellulaire et I'activité de SC3maVe contrdle qu’elle exerce sur AKT et
Clk/Sty. De plus, dans la mesure ou le cycle dygamiphosphorylation/déphosphorylation
des protéines SR est nécessaire pour la réacti@pisdage il reste a déterminer comment
E2F1 régule I'épissage des genes cibles identji@spase-8, -9, bclyxtout en maintenant
SC35 sous sa forme phosphorylée. Finalement, |agblooylation des protéines SR étant
nécessaire a leur interaction avec le domaine CED’ARN polymérase Il (Hirose and
Manley, 2000; Misteli and Spector, 1999), il noeste a déterminer si E2F1 modifie aussi

139



Discussion et perspectives

l'interaction de SC35 avec I'ARN polymérase Il, gégant un autre moyen pour E2F1 de

controler les fonctions de SC35.

[.1.4 E2F1 et SC35 interagissent directement

Nous montrons que les protéines SC35 et E2F1 sqatbte d'interagir. Sur la base du
couplage transcription/épissage, une interaction faldeurs de transcription avec des
composants de la machinerie du splicéosome a ppontge, et le réle de ces facteurs de
transcription dans I'épissage démontré (Chanskal.e2001; Guillouf, et al., 2006). De facon
importante, le facteur de transcription Spi-1/Plést capable de modifier I'épissage de
certains de ses genes cibles, indépendammenta#paeité a les transactiver. Nous montrons
que E2F1 aussi affecte I'épissage de certains slgg@pes cibles, dont les caspases. Nous
savons gque la liaison a 'ADN de E2F1 est nécessason activité sur le profil d’épissage. Il
nous reste a savoir si son activité transactivateist requise. Nous avons identifié les sites
d’interaction de SC35 sur E2F1 et caractérisé dites de liaison: le premier site correspond
au domaine de liaison a 'ADN de E2F1 (acides asiti#)-191), et le second, plus faible,
correspond a la région C-terminale de E2F1 (acieimés 284-437) incluant le domaine de
liaison a RB. Nous avons recherché si SC35 motiliatapacité de E2F1 a lier TADN. Nous
n'‘avons pas trouvé d'effet de SC35. Sur la baseceke résultats, nous émettons donc
I'hypothése selon laquelle E2F1 pourrait recrut€B8S au niveau du promoteur de certains de
ses genes cibles, et par ce biais modifierait $8gme du pré-ARNm et/ou le niveau de
transcrit. SC35 pourrait donc agir comme un covatgur transcriptionnel de E2FEigure
48). De facon intéressante, nous avons effectué depériences préliminaires
d'immunoprécipitation de la chromatine (ChIP), etrouvé SC35 au niveau du promoteur de
certains génes cibles de E2F1 dofflip. Ces résultats vont donc dans le sens de notrélmod
De plus, ils suggeérent la possibilité que E2F1 utecraussi d'autres composants de la
machinerie du splicéosome, voir méme d’autres preseSR. Nous n’avons pas recherché
l'interaction de E2F1 avec d’autres protéines SRsdze travail. Dans ce modele, il reste aussi
a déterminer si la neutralisation de SC35 moddididison de E2F1 au niveau de certains
promoteurs de ses cibles.
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P
?@ @ Epissage Alternatif des transcrits
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w Activité du Promoteur

Figure 48: Hypothése de travail basée sur le coupladranscription/épissage.

Via sa liaison a E2F1, la protéine SC35 pourrag écrutée au niveau du promoteur de certains génes
cibles de E2F1. Selon le gene envisagé et les sigasanciés, ce recrutement pourrait contribuer a la
régulation de I'épissage alternatif du transcriteayene, déterminant ainsi le type d'isoforme pjo&é
produit ou modifier I'activité transactivatrice H8F1 au niveau de ce promoteur, conditionnantieani

de transcrit produit. Ainsi, SC35 participerait aactivités prolifératives, apoptotiques, ou auxrest
fonctions cellulaires de E2F1

.2 E2F1 et SC35 coopérent pour induire l'apoptose

[.2.1 Caractérisation d'une nouvelle voie de signaation par laquelle
E2F1 induit l'apoptose.

La protéine E2F1 est capable d'induire I'apoptase akllules par deux mécanismes
différents: (1) d'une maniere dépendante de lastrgstion par transactivation de genes cibles
apoptotiques variés, tels que 14 p73, Apaf-1, certaines caspases, Bcl-2, Bad =tte
facteurs pro-apoptotiques de p53, ASPP1 et ASPPRd¢ maniere indépendante de la
transcription par inhibition des voies de signdi@aanti-apoptotiques ou par stimulation des
voies pro-apoptotiques (Bell, et al., 2006; lagauiand Lees, 2007). Dans cette étude, nous
identifions un nouveau mécanisme par lequel E2Flliinl’'apoptose, via le contrdle de
I'épissage alternatif de genes apoptotiques. Denfagportante, certains des génes dont
I'épissage est modifié par E2F1 sont des genegiblanscriptionnellement par E2F1,
suggérant I'existence d’un double niveau de coetpdur induire I'apoptose.

L'apoptose est un processus cellulaire dans legmtsage alternatif joue un réle
régulateur tres important puisque I'expression drand nombre de genes apoptotiques est
régulée par épissage alternatif produisant desris@fs protéiques aux fonctions antagonistes:
pro- ou anti-apoptotiques. De fagon importante, été montré que certains facteurs d'épissage
sont impliqués dans l'apoptose. Par exemple, I pler SF2/ASF induit I'apoptose (Li, et al.,
2005) indiquant que SF2/ASF est une protéine gup#otique dans certains modeles. A
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linverse, une autre étude démontre que l'exprassidopique de SC35 modifie I'épissage

alternatif de 'ARNm de laaspase-2n faveur de son isoforme pro-apoptotique et induit
'apoptose (Jiang, et al., 1998). Ces données uredtijun réle distinct des protéines SR dans la
régulation de l'apoptose qui pourrait dépendre yghe tcellulaire, mais aussi des voies de
signalisation qui se trouvent en amont de ces fiast@'épissage et qui régulent leur expression
et leur activation au cours de I'apoptose. Dante eédtide, nous identifions E2F1 comme un

acteur régulant en amont I'expression de SC35 puluire I'apoptose. En accord avec ces

résultats, la neutralisation de SC35 par ARNi daos cellules inhibe I'apoptose induite en

réponse a E2F1.

Nous avions préalablement montré au laboratoireEfI€l, via la modification de la
balance des isoformes c- FlcR/c-FLIP.ong, induisait I'activation de la caspase-8 au niveau
du DISC et par ce biais I'apoptose (Salon, e806). Rien n'était connu jusqu'alors sur les
facteurs d'épissage impliqués dans ce contrdles Rantravail, nous montrons que SC35
regule négativement I'expression de c-FJolR sans modifier I'expression de c-FLIR et
affecte donc cette balance. Ces résultats sontrtanie dans la mesure ou il a été montré que
la protéine c-FLIRB, test un des déterminants majeurs de la réponseetleles tumorales a
la voie des récepteurs de mort, Fas ou TRAIL. Rigidg voie TRAIL est actuellement la cible
d'agents anti-cancéreux, il est tentant de spéquierSC35 pourrait conditionner la réponse
des cellules tumorales a ces agents. Nous somm#saierd'élaborer des cellules stables et
inductibles pour SC35 dans lesquelles nous teddieffet de la surexpression de SC35 sur la
réponse des cellules tumorales a ces thérapiestill voie de récepteurs de mort. De plus, il
serait intéressant de rechercher si SC35 affegtes$age d'autres genes impliqués dans cette

voie, tels que Fas lui-méme qui est régulé paséages alternatif, ou Fas Ligand.

[.2.2 ROéle de cette voie dans la réponse aux agegtmnotoxiques

Il est bien connu que E2F1 s'accumule en présenecestress génotoxigue et engage
les cellules vers I'apoptose de maniere dépendanten de p53 (Hong, et al., 2006; Hsieh, et
al., 2002; Stevens, et al., 2003). A l'inverses preu de données existent concernant le réle des
protéines SR dans le contexte du stress génotaxigoertant, il a été proposé que des
altérations de I'épissage alternatif pourraientrdmuer a la résistance des cellules tumorales
aux agents chimiothérapeutiques via la surexpnesséovariants codant pour les isoformes
anti-apoptotiques (Hayes, et al., 2006; Mercatantk Kole, 2000). Nous montrons que SC35

s'accumule en réponse au traitement par le cycggttaonide et le MMS dans les cellules de
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carcinomes pulmonaires, et que cette accumulatoessite E2F1. Nous avons confirmé ces
données en réponse au cisplatine. De plus, nousranenque les deux protéines coopérent
pour induire l'apoptose, en modifiant I'épissagebdex et de lacaspase-%n faveur des
isoformes pro-apoptotiques. Nos travaux identifidahc SC35 comme un médiateur de la
réponse au stress. De facon intéressante, desatésglie nous avons obtenu au laboratoire
indiguent que SC35 s'accumule sous forme phospleoéds les cellules traitées par le
cyclophosphamide ou le cisplatine et est aussispatisable a I'apoptose des cellules en
réponse a ces agents. De fagon surprenante, nowmss aaussi obtenu des résultats
préliminaires indiquant que SC35 est un facteurrélgstance a l'apoptose induite par
I'étoposide. Il semble donc que SC35 puisse joesr fdnctions antagonistes pro- ou anti-
apoptotiques selon l'agent génotoxique envisagé.r&ailtats sont intéressants car E2F1 est
aussi capable d'exercer des fonctions pro- ou aguptotiques en réponse aux stress
génotoxiques, via nhotamment son role dans la répardes lésions sur I'ADN. Une étudiante
en M2 au laboratoire étudie actuellement le rélenéwel de SC35 dans les mécanismes de
réparation de ces lésions. Ces résultats indiquamble de SC35 dans la réponse aux agents
génotoxiques sont sont en accord avec d'autreauxaécents montrant que la protéine SC35
s'accumule dans des fibroblastes BALB/ 3T3 en rép@aux gamma-radiations (Cardoso, et
al., 2002) ou que le niveau d'expression de ceasaprotéines SR (SRp55, SRp40, SRp30)
augmente en réponse a la mitomycine C (Filippovalet 2007). Il reste cependant a
déterminer les genes cibles de ces protéines dansontexte. La compréhension des
mécanismes moléculaires mettant en jeu ces pretésteémportante car elle donnera peut-étre
de nouveaux outils dans le traitement des celltlesorales avec les agents utilisés en

chimiothérapie.
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1.3 SC35 contrdle les fonctions prolifératives de B21

[.3.1 SC35: une protéine qui cycle au cours de ladsion cellulaire

Une nouvelle fonction des protéines SR dans lerétntdu cycle cellulaire a été
décrite (Rasheva, et al., 2006). En accord avétlgque SC35 est une cible transcriptionnelle
directe de E2F1, nous montrons que SC35 est unéipeajui cycle. Ainsi, I'ARN et le niveau
protéique de SC35 varient au cours du cycle céliylavec un pic lors de la transition G1/S
qui coincide avec l'augmentation de l'expressiomaderotéine E2F1, et de certaines de ses
cibles régulant la progression en phase S commeRDétHa cycline E. Il faudra maintenant
vérifier si le recrutement de E2F1 au niveau dummeur de SC35 varie lui aussi au cours du
cycle cellulaire afin de savoir si cette régulatibe SC35 est bien dépendante de E2F1. De
plus, il serait aussi intéressant de tester le anivde phosphorylation de SC35 dans ce
contexte. De facon importante, nos travaux suggewvenrdle de SC35 au cours de la
progression en phase S puisque la neutralisatioBGR5 par ARN interférence diminue le
nombre de cellules en phase S, et inversement rexpsassion augmente le nombre des
cellules en phase S. Nous avons confirmé ces aés@h réalisation des tests d'incorporation
de Brdu dans ces cellules, et nous avons montrélajueeutralisation de SC35 prévient
I'incorporation de Brdu, donc la réplication deDN. Ces résultats mettent pour la premiéere
fois en évidence le role de SC35 dans le contréladlivision cellulaire de cellules tumorales
humaines, méme si un réle de SC35 dans le cordla transition G2/M a été récemment
décrit dans des MEF (Xiao, et al., 2007). De phas données identifient certains des genes
cibles de SC35 dans ce contexte puisque la netiain ou la surexpression de SC35 dans
nos modeles d'étude affecte le niveau d'expresdem protéines cycline E, DHFR ou
Thymidilate synthase, toutes impliquées dans lesgasus de réplication de 'ADN et génes
cibles de E2F1.
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[.3.2 SC35: un régulateur des activités transactivaices de E2F1

Nos travaux montrent que SC35 potentialise I'aétivransactivatrice de E2F1 au
niveau de certains de ses promoteurs cibles corgoliae E et p48<"2 En revenant sur notre
modele hypothétique (Figure 49), ces résultats ésegy qu'au cours de la prolifération, E2F1
pourrait recruter SC35 sur le promoteur de ses gjestequ'en réponse, SC35 stimulerait
I'activité transactivatrice de E2F1 sur ces promgteDans ce contexte, SC35 se comporterait
comme un co-régulateur transcriptionnel de E2FXeRénent, un réle de SC35 en tant que
stimulateur de I'élongation de la transcriptiong@gmes spécifiques a été rapporté (Lin, et al.,
2008). S'il s'avére que SC35 est effectivementutécau niveau du promoteur de certains
genes via E2F1 et stimule son activité transactoggtSC35 pourrait donc aussi jouer un réle
positif sur I'étape d'initiation de la transcriptidNous avons recherché la fixation de SC35 par
ChIP sur les promoteurs de la cycline E, DHFR oclicg A dans nos modeles cellulaires,
sans succes. Nous sommes actuellement en traefaleerces expériences dans des cellules
synchronisées car il se peut que la fixation de 5588 ces promoteurs soit dépendante du
cycle. De plus, nous avons obtenu des résultalisniméires montrant que la neutralisation de
SC35 prévient la fixation de E2F1 sur le promotifa cycline E, suggérant I'existence d'une
coopération étroite entre les deux protéines aganides promoteurs de certains genes.

Parallelement, nous recherchons si SC35 affectedautement de RB au sein des
complexes transcriptionnels mettant en jeu E2FlusNavons déja obtenu des résultats
indiguant que SC35 contrble négativement le nivdBexpression de RB, en accord avec I'effet
positif exercé sur l'activité transactivatrice d&FE. Enfin, l'activité transactivatrice de E2F1
au niveau des promoteurs étant étroitement coetndé son interaction avec des protéines
impliquées dans le remodelage de la chromatines magans entrepris de rechercher si SC35
ne pourrait pas interagir avec des protéines déype. Le travail de Valérie Edmond au
laboratoire a permis d'identifier une histone dt&tysférase, la protéine Tip60, comme un
nouveau partenaire de SC35. De facon intéressiamataité montré que Tip60 est recruté au

niveau de certains promoteurs cibles de E2F1rausileur activité.
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Il IDENTIFICATION D'UNE NOUVELLE FONCTION
BIOLOGIQUE DE E2F1 DANS LE CONTROLE DU
PROCESSUS ANGIOGENIQUE

.1 E2F1 affecte la balance des variants pro- versuanti-
angiogéniques du VEGF-A

Nous montrons dans notre modéle cellulaire d'ad@cowme pulmonaire H358
dépourvu de p53 et dans des conditions normoxiqueda protéine E2F1, mais pas sa forme
mutante E2F1(E132), est capable de diminuer spéeifnent I'expression des isoformes pro-
angiogéniques du VEGF-A (VEGE) au niveau protéique et ARNm. Ainsi, nous confin®o
I'effet inhibiteur de E2F1 sur l'expression du VE@E démontrons que E2F1 contrble
négativement I'expression du VEGF de facon indépetedde p53. Nous n'avons pas observé
de variations globales du niveau d'expression efdse isoformes VEGk:. VEGF 23,
VEGF65, VEGFRgg sous l'effet de E2F1 qui les diminue toutes demkme facon. Ces
résultats sont en accord avec le fait que E2Fiméple promoteur du VEGF-A. lIs suggerent
aussi que E2F1 ne module pas l'épissage alternasifisbformes pro-angiogéniques. A
l'inverse, nous montrons que E2F1 n'affecte pastivegnent le niveau d'expression des
isoformes anti-angiogéniques VE&b. Ces résultats indiquent que E2F1 module la balan
VEGFR/VEGFxb en faveur des isoformes anti-angiogéniques. Leécanmismes
moléculaires par lesquels E2F1 favorise I'expresdes variants VEGEkb pourraient mettre
en jeu: (1) une inclusion de I'exon 8b via une d@&a préférentielle du site distal; (2) une
augmentation de la stabilité des transcrits V&&Fpuisqu'il a été recemment décrit un role
de E2F1 dans le contrble de la stabilité des ARMtr@eca, et al., 2008); (3) un effet
stimulateur de E2F1 sur la traduction des ARNm obdaour les isoformes VEGKb,
puisqu'il a aussi été montré un réle de E2F1 darmacessus (Sylvestre, et al., 2007; Woods,
et al., 2007). De plus, un travail visant a étudiisr voies de signalisation mises en jeu dans
ces effets a été initié. Ainsi, la voie AKT activpar E2F1 pourrait jouer un rdle dans le
contrdle de la balance VEGKVEGFwb. Nous étudions l'effet de la wortmannin sur ces
transcrits. Nos résultats identifient donc E2F1 smmune protéine anti-angiogénique, du
moins dans nos modeles cellulaires. Une autre gtmknte a identifié le co-récepteur NRP1
(neuropiline 1) comme une cible transcriptionnélieecte de E2F1 dans un modéle neuronal

(Jiang, et al., 2007). Une de nos hypotheses éesuest donc que E2F1 pourrait moduler a la
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fois I'expression du VEGF et sa sécrétion, maisiacentréler le niveau d'expression des
récepteurs du VEGF a la surface des cellules tusmr&ela impliquerait E2F1 dans un
contrble de l'effet paracrine du VEGF sur les defitendothéliales via la régulation de son
expression et de sa sécrétion, mais aussi autaguinkes cellules tumorales via l'effet sur les
récepteurs. Ceci est d'importance, puisque legpies anti-angiogéniques ciblent a la fois le
VEGF mais aussi ses voies de signalisation viaé&mpteurs. Nous sommes actuellement en
train de regarder I'effet de la surexpression alela neutralisation de E2F1, sur le niveau des
récepteurs VEGFR1 et VEGFR2 dans nos modéles d'ég plus, nos résultats suggerent
gque E2F1 pourrait conditionner la réponse des leslltumorales aux thérapies anti-
angiogéniques. En effet, l'anticorps monoclonali-€BGF, bevacizumab (Avastin®),
reconnait avec la méme affinité les isoformes VEGEt VEGRu«b, et il a été montré que la
surexpression de lisoforme VEGE diminue la réponse de xénogreffes de carcinomes
coliques et rénaux a I'Avastin®. Ainsi aujourd’haprés la découverte des variants anti-
angiogéniques VEGKb, la stratégie dans la recherche des médicamatitaraiogéniques
doit étre différente. Dans cette stratégie, il fimmir compte de la balance entre les isoformes
pro- et anti-angiogéniques en recherchant desuiects des voies de signalisation contribuant
au contrble de cette balance. Nos travaux identifiE2F1 comme l'un des déterminants de

cette balance.

II.2 ROle des protéines SR dans cette fonction

Apres avoir démontré que E2F1 régule la balancevdeants VEGk«/VEGF«wb et
favorise l'expression des isoformes anti-angiog@sqVEGkb, la question logique était
d'investiguer le réle de SC35 dans ces effets.d@erf surprenante, nous avons observé que la
neutralisation par ARN interférence de SC35 dariferdntes lignées cellulaires diminue
fortement l'expression de lisoforme VEfgf sans affecter I'expression des isoformes
VEGF;;; et VEGRgs Ces résultats indiquent que SC35 est un régulapesitif de
I'expression du VEGJss dans les cellules de carcinomes pulmonaires e¢nte donc pas les
mémes fonctions que E2F1 dans le controle de I'sgjme du VEGF. Ils suggérent aussi que
contrairement a E2F1, SC35 est capable de régypécifguement les isoformes
angiogéniques du VEGF-A. Les facteurs d'épissada timille SR pourraient donc contrdler
I'épissage alternatif des isoformes angiogéniqUe&N.x. De facon intéressante, une étude
trés récente réalisée dans des cellules normatinsfié un role potentiel des protéines SR

dans le contréle de la balance entre les isofopregt anti-angiogéniques du VEGF (Nowak,
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et al., 2008). Cette équipe a identifié la protéBRp55 comme un régulateur positif de
I'expression des isoformes VEGH. A linverse, SF2/ASF et SRp40 stimulent I'expi@s
des isoformes VEGk au détriment des formes VEGSb.

Dans nos modeles d'étude, nous avons obtenu ddtateglifférents selon le modéle
cellulaire envisagé, puisque la neutralisation de35@ffecte soit positivement, soit
négativement l'expression des isoformes VE&F Ainsi, la capacité de SC35 a réguler la
balance des isoformes VEGHVEGFw«b pourrait dépendre du type cellulaire et/ou des co
signaux recus par la cellule. En accord avec ceaéhls, nous avons pu montrer que SC35 est
nécessaire a l'augmentation du VEEF en réponse a la surexpression de E2F1. Nous
approfondissons actuellemet ces résultats, en sarahynotamment le réle de SF2/ASF dans

ces effets.
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Il IMPLICATION DES PROTEINES E2F1 ET SC35
AU COURS DU PROCESSUS DE
CARCINOGENESE BRONCHIQUE

l1l.1 Expression des protéines E2F1 et SC35 dans les
tumeurs bronchiques

Comme discuté dans l'introduction, des modificatida I'expression et/ou de l'activité
des protéines SR pourraient conduire a une albératies profils d'épissage et a une
dérégulation de fonctions cellulaires essentigdl@stribuant a la tumorigénese. Dans plus de
90 % des adénocarcinomes pulmonaires, I'expressienE2F1 est tres faible, voir
indétectable, alors que les tumeurs pulmonairesoeadocrines incluant les carcinomes a
petites cellules surexpriment E2F1 (Eymin, et 2001). Sur la base de nos résultats
identifiant SC35 comme une nouvelle cible transmimelle de E2F1, il était donc tentant de
spéculer que les anomalies d'expression de E2FRictdés dans les tumeurs bronchiques
pourraient conduire a une dérégulation du niveaxpdession de certaines protéines SR dont
SC35. A I'heure actuelle, aucune donnée n'existeezaant le niveau d'expression de SC35
et/ou de sa forme phosphorylée dans une large @ériemeurs pulmonaires. Cependant, il a
été recemment montré que SF2/ASF était surexpramé dne série de tumeurs du poumon et
du colon (Karni, et al., 2007), via notamment ungplfication du gene. De plus, certaines
protéines SR, dont SRp20, sont surexprimées darmsatecers du sein (Stickeler, et al., 1999).
Ces données sont en accord avec une expressiamaaates protéines SR dans les tumeurs
humaines, susceptible de conditionner en aval demalies d'épissage.

Nous avons entrepris une étude a large échellexjgéssion des protéines SC35 et P-
SC35 par immunohistochimie (IHC) dans les tumeutmpnaires. Nos résultats préliminaires
obtenus sur 86 carcinomes pulmonaires non a petiédlsles incluant 48 carcinomes
malpighiens et 38 adénocarcinomes indiquent quesSGg&cumule sous forme phosphorylée
dans la majorité de ces tumeurs comparativemetissuw normal associé. Dans la mesure ou
ces tumeurs, et notamment les adénocarcinomesirexgrde faibles niveaux d'expression de
E2F1, ces données suggerent que d'autres régslgtaiires facteurs de la famille E2F ?7?)
pourraient intervenir dans le contrdle de I'expmssle SC35 et contribuer a la dérégulation
de son niveau de phosphorylation. Dans nos modeddislaires, une inhibition de la

phosphorylation de SC35 en présence d'inhibitearlad/oie AKT a été observée. Il se peut
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gue cette voie soit impliquée dans I'nyperphosdhtion de SC35 détectée dans les tumeurs
bronchiques. Nous recherchons aussi si le niveawagscription de SC35 varie entre tissu
normal et tumoral. De plus, nous souhaitons étecelite étude aux tumeurs neuroendocrines

pulmonaires.

l11.2 Conséquences possibles sur la carcinogénese
bronchique

Nous avons conforté les résultats précédemmentabieu laboratoire démontrant que
la restauration de l'expression de E2F1 dans dele® de carcinomes bronchiques non a
petites cellules (CBnPC) induit I'apoptose (Saktnal., 2006) et identifié une nouvelle cible
de E2F1 dans ce contexte. Comme le montre le sclfignare 49), la faible expression de
E2F1 détectée dans les CBnPC pourrait donc favdese survie. Nous avons aussi mis en
évidence une nouvelle fonction de E2F1 indépenddatp53 dans le contréle du processus
angiogénique. Ainsi, la faible expression de E2Efectée dans les carcinomes non a petites
cellules pourrait participer au développement d'néevascularisation tumorale en modifiant
la balance des isoformes VEGFVEGF«b en faveur des variants angiogéniques. Nous
sommes actuellement en train d'étudier les isoferteGhgset VEGhgsh dans ces tumeurs
par IHC. Dans ce contexte, I'accumulation de SC8tealée dans les CBnPC pourrait
participer au processus de néo-angiogénese tumemai@vorisant I'expression des isoformes
VEGF«« (Figure 49). Il reste a comprendre pourquoi SC35 n'induit fEsoptose dans ces
tumeurs. Une des possibilités est que l'expressionquantité suffisante de E2F1 soit
nécessaire aux fonctions apoptotiques de SC35,netamment l'activation de voies de
signalisation définies et/ou le ciblage de SC3omgau de génes spécifiques. A linverse,
dans les tumeurs neuroendocrines pulmonaires gexument E2F1 et SC35, nos résultats
pourraient permettre d'expliquer des observatioéalpbles faites au laboratoire montrant que
ces tumeurs expriment peu de VEGF. Puisque dansgdsles d'études, la neutralisation de
SC35 affecte differement le ratio des isoformes YR@GVEGFwb, le réle joué par SC35
dans ce cadre pourrait la encore dépendre desgoatsi recus par la cellule. Dans ces
tumeurs hautement agressives, une des hypothésegueses protéines E2F1 et SC35
coopérent non pas pour induire I'apoptose mais pbomuler la prolifération cellulaire. En
effet, nous avons montré que la neutralisation d@5Sfans des modeles cellulaires dérivés de
tumeurs neuroendocrines diminue I'expression detipes impliquées dans la progression

des cellules en phase S et affecte le pourcentageelililes en phase S. Il reste a savoir
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pourquoi la voie proliférative prend le dessuslawoie apoptotique. Une des pistes pourrait
étre la voie AKT dont nous avons montré l'effet lagr fonctions transactivatrices de E2F1 et
co-activatrices de SC35. Conformément au modeélpgsé® par Hallstrom dans les tumeurs du
sein (Hallstrom, et al., 2008), la voie AKT poutratimuler les fonctions prolifératives des

protéines SC35 et E2F1 et inhiber leur fonctionpapiique dans ces tumeuiEdure 49).

Carcinomes Pulmonaires Carcinomes Pulmonaires
Non a Petites Cellules Neuroendocrines de haut grade
. _-—~_ Autres facteurs E2F1 surexprimée
Expressionde __, ; SARKPTK S, (E2F27)
E2F1 faible
N K t)t) .
NG S I\:’-\KTI
Accumulation de Surexpression
SC35et v VEGFax de SC35et

1/{,

Apoptose

Apoptose

Néo-Angiogénése

Prolifération
cellulaire

Néo-Angiogénese

Figure 49: Réle hypothétique des protéines E2F1 et/osC35 au cours de la carcinogénése

bronchique.
Se référer au texte pour les explications.
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Le facteur de transcription E2F1 est une protéinefanctions ambigues impliqué a la
fois dans la progression tumorale ou au contragesd'inhibition du développement des
tumeurs selon le type tissulaire et le contexteétigne envisagés. En accord avec cet effet
ambivalent, il a été décrit au laboratoire un prdtxpression différentiel de la protéine E2F1
en fonction des types histologiques de carcinomen@uaire. Dans ce contexte, un des
objectifs de mon travail de thése visait a idestifie nouvelles cibles et fonctions biologiques
de E2F1 susceptibles d'étre dérégulées dans lesrsatiu poumon, en réponse a l'expression
anormale de E2F1.

Dans un premier temps, mon travail a décrit poyaréamiére fois un lien entre E2F1 et
les protéines de la famille SR régulant I'épissdeg transcrits. Nous avons identifié 'une de
ces protéines, la protéine SC35, comme une ciblestriptionnelle directe de E2F1. Nous
avons montré que les deux protéines cooperentipduire I'apoptose, notamment en réponse
aux agents génotoxiques, en modifiant les patréggissage de certains genes apoptotiques
dontBcl-x, oucaspase-9en faveur des transcrits codant pour les isoferpme-apoptotiques.
Sur la base de ces résultats démontrant la cambeiEE2F1 a réguler les profils d'épissage de
transcrits contrélant I'apoptose via la protéine85Gous avons dans un second temps émis
I'nypothese selon laquelle le VEGF-A, un puissattdur angiogénique dont l'activité est
régulé par épissage alternatif pourrait étre uble de E2F1 et/ou SC35. En accord avec cette
hypothése, nos résultats montrent que E2F1, dafféredites modéles de carcinomes
pulmonaires, modifie la balance des variants prené-angiogéniques du VEGF-A, en faveur
des isoformes anti-angiogéniques. De plus, la guession de E2F1 dans des modeles de
xénogreffes implantés en sous-cutané chez la sowdis prévient la croissance de ces tumeurs
et leur néo-vascularisation, via une modification diveau d'expression des variants
angiogéniques du VEGF. Ces résultats identifiemcdan réle de E2F1 dans le contrble des
processus de néo-angiogénese tumorale. Finalenmenis avons obtenu des résultats
impliquant SC35 dans le contrble des fonctionsdaativatrices de E2F1 au niveau de génes
contrélant la division cellulaire, et notammensiathéese d'’ADN.

En conclusion, ces données indiquent l'existenaaedcoopération étroite entre le
facteur de transcription E2F1 et le facteur d'guesSC35 dans le contrdle de fonctions
biologiques essentielles, et amenent des argunsempislémentaires en faveur du couplage
transcription/épissage. De plus, ces résultatsemiviies nouvelles perspectives quand aux
conséquences possibles de l'expression anormalee2fed détecté dans les tumeurs
pulmonaires, tant sur le plan de la néo-angiogénéserale et par ce biais de la réponse aux

thérapies ciblées anti-angiogéniques, que sur lie pétentiel des facteurs d'épissage de la
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famille SR au cours du processus de carcinogénesehique. Ainsi, nos résultats suggérent
que les variations d'expression de E2F1 détecteslds tumeurs bronchiques pourraient étre
a l'origine d'une altération de I'expression detgimes SR, et notamment de la protéine SC35,
conduisant a des anomalies d'épissage et a une ficatdnh de Ila balance

prolifération/apoptose/angiogénése dans les cabcenshiques.
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Annexe

|. ETUDE DE 'EXPRESSION DE LA PROTEINE E3
UBIQUITINE-LIGASE SKP2 ET CORRELATIONS
AVEC LEXPRESSION DES PROTEINES E2F1 ET
CYCLINE E DANS LES TUMEURS
PULMONAIRES

Au cours de ma these, jai contribué a cette éardeffectuant notamment les

expériences identifiant SKP2 comme une nouvellke ¢idanscriptionnelles de E2F1.

a. Présentation de I'étude

La voie de la protéolyse médiée par le systemeuiting- protéasome joue un
réle crucial dans le contréle du niveau d’exprasgie certains facteurs dont I'activité
doit étre étroitement régulée, incluant les pragindu cycle cellulaire. La
polyubiquitination d’'un substrat a lieu en troiggs qui font intervenir successivement
trois enzymes distinctes: E1 pour l'activation, g@ur la conjugaison et E3 pour la
liaison de l'ubiquitine a son substrat. L’enzyme-li@se joue de plus un réle important
dans la reconnaissance spécifique du substratohwlexe protéique SKP1-CUL1-F-
Box- (SCF) appartient a une vaste famille de pnet®iE3-ligases multimériques qui
comportent trois composants communs : la protédwptatrice SKP1, la protéine de
structure culline-1 (CUL-1) et la protéine a dongain Ring Finger » Rbx1/Roc (Zheng,
et al., 2002). Sur ce complexe multimérique coumstitvient se fixer une protéine
variable, a domaine F-box, qui contrdle la spéiedfidu substrat du complexe SCF. La
protéine SKP2 est 'une des sous-unités possilde®cbnnaissance du substrat au sein
du complexe multiprotéique de dégradation SCF g&sk. SKP2 entraine la dégradation
de multiples protéines régulatrices clés du cycBulaire, dont linhibiteur des
cyclines/CDKs p2'#"* ou les protéines cycline E et E2F1 (Nakayama aakajama,
2006). SKP2 se comporte ainsi comme un importantlaéeur de la progression dans les
différentes phases du cycle cellulaire. Plus récentpdes propriétés oncogéniques de

SKP2 «in vitro » et «in vivo »ont été caractérisées (Gstaiger, et al., 2001)adeord
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avec cette activité oncogénique, la protéine SKfRR23@rexprimée dans un grand nombre
de tumeurs humaines (Nakayama and Nakayama, 2006).

Lors de notre analyse de l'expression de E2F1 dassdifférents types
histologiques de tumeurs pulmonaires, nous aviétscté un haut niveau des transcrits
de E2F1 dans 75 % des carcinomes a petites ceflulegprimant la protéine alors que
dans 25 % des cas restants, les niveaux d’expreds®ARN messagers et de la protéine
étaient discordants (Eymin, et al., 2001). Cettesatiation laissait suggérer que
'accumulation de E2F1 pourrait aussi étre liéenaéafaut de dégradation de la protéine.
Partant sur la base, qu’a I'état physiologiquenileeau protéique de E2F1 est en partie
régulé par sa protéolyse dépendante de la voiéuliuitine-protéasome (Campanero
and Flemington, 1997) et met en jeu SKP2, nous sonsmes posés la question d'une
dérégulation potentielle de I'expression de SKP2sdas tumeurs bronchiques, et avons
tenté de rechercher un lien entre I'expression2ielket SKP2 dans ces tumeurs. Dans ce
contexte, nous avions émis I'hypothése d’'une catign inverse entre les deux facteurs,
un bas niveau de SKP2 étant attendu dans les tsmeuroendocrines de haut grade et
une surexpression dans les CBnPC. Pour cette éhads, avons entrepris d’analyser
I'expression protéique de SKP2 et E2F1 dans deandibns tumoraux issus de 128
patients porteurs de CBnPC (21 adénocarcinomes;ag@@dnomes malpighiens) et de
tumeurs a différenciation neuroendocrines (NE) ¢afcinomes a petites cellules, 19
carcinomes NE a grandes cellules, 10 carcinoidgscgaies et 14 carcinoides typiques)
par des méthodes semi-quantitatives immunohistaghis et par western blot. De plus,
nous avons approfondi I'étude des relations foncibes existant entre ces deux
facteurs de maniere plus dynamique en utilisant ligstes cellulaires issues de
carcinomes pulmonaires de types histologiquesréifits. Dans ces modéles, nous avons
modulé I'expression protéiqgue de SKP2 et E2F1, pait des systemes d’induction
d’expression (transitoire ou stable), soit par radigation par la technique des petits
ARN interférents (siRNA). Certaines expériencescdeansfections transitoires ont été
réalisées dans des lignées cellulaires aisémersféxetables (Sa0S2). Nous avons obtenu
des résultats inattendus.

Il existe en effet une corrélation directe tresndigative entre I'expression des

protéines E2F1 et SKP2 dans les tumeurs a diffeaeoc NE et une absence de
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Annexe

corrélation dans les CBnPC. De plus, un haut niviBaxpression de SKP2 est corrélé a
un stade avancé de la maladie ainsi qu'a la préselec métastases ganglionnaires
toujours dans les tumeurs NE de haut grade. Caftatssindiquent que la surexpression
de SKP2 patrticipe a la progression des tumeursoradocrines pulmonaires. Sur le plan
moléculaire, nous avons identifié SKP2 comme ungvelte cible transcriptionnelle de
E2F1 dans les cellules carcinomateuses pulmon@esianiére importante, nous avons
aussi mis en évidence que SKP2 stimule l'activiindactivatrice de E2F1 sur le
promoteur de la cycline E. Cette observation acétéortée «n vivo » dans notre série
de tumeurs, ol nous avons montré I'existence déinaite corrélation entre les trois
facteurs protéines E2F1, SKP2 et cycline E dans tleseurs neuroendocrines
pulmonaires. Ces données ont permis de montrelequefil différentiel d’expression de
E2F1 détecté dans les tumeurs pulmonaires n'implpas SKP2. De plus, elles mettent
en évidence l'existence d’'une interconnexion étreittre les oncoprotéines E2F1, SKP2

et cycline-E, identifiant de nouveaux partenaire€@F1.

b. Article

E2F1, SKP2 and cyclin E oncoproteins are upregdlatel directly correlated in
high grade neuroendocrine lung tumors. C.SalonM@tdzhanova C. Brambilla, E.
Brambilla, S. Gazzeri and B. Eymi@ncogene. 2007 Oct 18;26(48):6927-36. Epub 2007
Apr 30
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E2F-1, Skp2 and cyclin E oncoproteins are upregulated and directly
correlated in high-grade neuroendocrine lung tumors

C Salon'?, G Merdzhanova'?, C Brambilla'?, E Brambilla'? S Gazzeri'? and B Eymin'~

! Equipe Bases Moléculaires de la Progression des Cancers du Poumon, Centre de Recherche INSERM US23, Institut Albert Bonniot,
Grenoble Cedex, France and ?Université 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%, P<0.0001), and show that Skp2
overexpression is associated with advanced stages
(P<0.0001) and nodal metastasis (P<0.0001) in neu-
roendocrine (NE) lung tumors. Unexpectedly, we observe
that Skp2 and E2F-1 expression directly correlates in NE
lung tumors (P<0.0001). 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 (P<0.0001) and E2F-1
(P=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
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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-CULI1-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 SCFS E3 ligase
complex. Through its capacity to target the proteasomal
degradation of key regulators of the cell cycle such as
the cyclin-cdk inhibitor p27%®! (Carrano et al., 1999;
Nakayama et al., 2004), the cyclin E (Yeh ef 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)

Table 1

immunostaining (Table 1, P<0.0001). 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%)
(P<0.0001). 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%) (P =0.003). Therefore, these data indicate
that Skp2 overexpression is associated with a high-grade
phenotype in NE lung tumors. To validate these THC
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 (P<0.0001) and nodal metastasis
(P<0.0001). Similar correlations were observed in NE
lung tumors (P<0.0001) 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

Immunohistochemical analysis of Skp2 expression in lung cancer according to histological type

Histological type

Skp2 expression level

NB Class 0 Class 1 Class 2 P
Adenocarcinoma 21 13 7 1
Squamous carcinoma 29 3 11 15 <0.0001°
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 0.003¢
Total HGNE carcinoma 54 4 (7%) 4 (7%) 46 (85%)
Total tumors 129 45 (35%) 22 (17%) 62 (48%) <0.0001¢

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). *y? test. ®P represents the comparison of Skp2
expression level between adenocarcinoma and squamous carcinoma. °P represents the comparison of Skp2 protein level between LCNEC and
SCLC. P represents the comparison between each class of Skp2 expression level in all tumors tested.
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A [a 3 T predominantly overexpressed in HGNE lung tumors

(46/54, 86%), whereas it was undetectable or faintly
=i 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; P<0.0001 and Figure 2b).
. When we analysed the status of both Skp2 and E2F-1
A proteins, we found an unexpected direct correlation in
all tumors tested (Table 4; P<0.0001), as well as in NE
lung tumors (P<0.0001). 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

B 250 ® panel) and mRNA levels (right panel). Furthermore,

2251 ° using a stable E2F-1 tetracycline-inducible clone (H358/

B 1222 | Tet-On) that we previously established in the human

E 150+ T Py : lung adenocarcinoma cell line H358 (Salon et al., 2006),

> 125 s we observed an increase in Skp2 mRNA (Figure 3b,
2 1004 - r;ght panel) and protein (Flgure 3b, left panel) expres-

w757 L - sion upon doxycyclin induction. Altogether, these data

501 i indicate that Skp2 expression is positively regulated by

23' o e 0 E2F-1. Then, we investigated whether E2F-1 was able to

- . . control Skp2 promoter activity. A549 cells were

CARCINOIDS HGNEC NSCLC transfected with a plasmid encoding the luciferase

protein under the control of the human Skp2 promoter,

Figure 1 (A) Immunostaining of normal lung parenchyma and together with increasing amounts of an E2F-1 expres-
lung cancer tissue on parafﬁn-embedded sections using an anti- sion vector. Because of their low transfection efficiency,
Skp2 monoclonal antibody (2C8D9, Zymed). (a) Absence of H69 cell 1d b d h A f d by th

immunostaining in the columnar epithelium lining a normal . ce S Cou, not e,u,se ere. As reflecte y the

bronchial structure (<1% of positive cells). (b) Negative immu- increase in luciferase activity, E2F-1 was able to activate

nostaining (class 0) in a typical carcinoid. (c and d) Strong positive in a dose-dependent manner the Skp2 promoter in these

nuclear immunostaining (class 2) on (c¢) most or (d) 50% of tumor cells (Figure 3c, left panel). Similar results were obtained
cells in SCLCs. () Weak nuclear immunostaining (class 1) in a in the H1299 cell line (Figure 3c, right panel). Therefore,

squamous cell carcinoma. (f) Negative immunostaining (class 0) in . ..
an adenocarcinoma. (B) Mean scores + standard deviation of Skp2 these data demonstrate .that Skp2 1§ a transcriptional
protein expression according to the histological subtypes. target of E2F-1. Interestingly, we noticed that the Skp2

Table 2 High levels of Skp2 correlate with advanced stages and nodal metastasis in NE lung carcinomas

NB Total tumors NSCLC NE carcinoma
Classes 0-1* Class 2° Pe Classes 0—1* Class 2° Pe Classes 0—1* Class 2° Pe
Stage I-11 61 45 16 19 9 26 7
Stage I1I-1V 68 22 46 <0.0001¢ 15 7 NS¢ 7 39 <0.0001¢
NO 56 43 13 19 8 24 5
NI1-N3 73 24 49 <0.0001¢ 15 8 NS¢ 9 41 <0.0001¢

Abbreviations: NB, number of cases; NE, neuroendocrine; NS, nonsignificant; NSCLC, non-small cell lung carcinoma. “Undetectable or low level
of Skp2 staining. "Strong Skp?2 staining considered as Skp2-overexpressing cases. ¢y test. ¢ P represents the comparison of Skp2 classes of expression
between low stages and high stages in all tumors, NSCLC or NE carcinoma. °P represents the comparison of Skp2 protein expression between
tumors with (N1-N3) or without (N0O) nodal metastasis in all tumors, NSCLC or NE carcinoma.
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promoter response to E2F-1 increasing levels was
stronger in HI1299 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 er 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

Table 3 Immunohistochemical analysis of E2F-1 expression in lung
cancer according to histological type

Histological type E2F-1 expression level

NB  Class 0* Class I* P

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 P<0.0001¢
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. *“Tumors
with undetectable or low level of E2F-1 staining. "Tumors with high
level of E2F-1 staining, considered as overexpressing cases. ¢ test. ‘P
represents the comparison of E2F-1 expression level between total
carcinoids and total HGNE carcinoma.

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.
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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 scores+standard 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 P
Classes 0—1I* Class 2°
E2F] +¢ E2F]—* E2F] +¢ E2F]—*
NSCLC 50 2 (4%) 32 (64%) 2 (4%) 14 (28%) NS
NE carcinoma 78 7 (9%) 25 (32%) 43 (55%) 3 (4%) <0.0001
Total tumors 128 9 (7%) 57 (45%) 45 (35%) 17 (13%) <0.0001

Abbreviations: NB, number of tumoral samples; NE, neuroendocrine; NS, nonsignificant; NSCLC, non-small cell lung carcinoma. *Undetectable
or low level of Skp2 staining. "High levels of Skp2 staining and considered as Skp2-overexpressing cases. “y* test. ‘E2F1 +, tumors overexpressing

E2F1. °E2F1—, cases without E2F1 overexpression.

Oncogene



Role of E2F-1, Skp2 and cyclin E proteins in lung cancer

C Salon et al
6931
a = =
T 7]
£ T T s
SiRNA: 2 & & i
w == o
EoF 1 SiRNA: = w
= e T —
g3pah > | —
Skp2 —
Actin | “E— — Skpz | se—
H69 cells H69 cells
b Dox - -
B~ T g%t | e s—
Skp2 E
s g e
WB RT-PCR
H358/Tet-On cells
c A549 H1299
71 7-
iy =
s 67 . S 6 “ﬁl___
o ©
[+ A o p—
B 54
s 5
S 9 l S 3
2 29 2 5
kel . i
i 2
o] 1 0 1
Skp2-luc - < L 23 Skp2-luc - < s »
E2F-1 . —— o o —)
10 ng 500 ng 10 ng 500 ng

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 E, F-inducible clones were incubated in the presence (+ ) or absence (—) of 1 ug/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). (¢) A549 lung adenocarcinoma and H1299 large cell lung carcinoma cell lines were cotransfected for 48 h with 1 ug 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.

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, P<0.0001). 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, P=0.001).
In addition, a strong cyclin E immunostaining was
associated with advanced stages III-IV (P<0.0001) and

Oncogene
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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. (¢ and d) Luciferase experiments were performed in A549,
H1299 and SAOS2 cell lines cotransfected for 48 h with 1 ug pGL2-
cyclin E encoding the luciferase under the control of the cyclin E
promoter or 1 ug pGL2 as a control, in the presence or absence of
50ng pCMV-E2F-1 and increasing amounts of pcDNA3-Myc-
p45%2 (100 and 250ng), 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.

nodal metastasis (P<0.0001) 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 (P<0.0001) or E2F-1 (P=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)

Oncogene

of all tumors tested, more frequently in NE tumors
(66%) as compared to NSCLC (40%) (Supplementary
Table 1, P=0.000).

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,
Skp?2 acts as a growth promoter deregulation of which is
thought to exert oncogenic functions. The Skp2 gene is
located at 5pl3, 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 (P<0.0001), 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
(P<0.0001, this study) or p27%ir! (P=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
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Table 5 Immunohistochemical analysis of cyclin E expression in lung cancer according to histological type
Histological type Cyclin E expression level
NB Class 0° Class I* Class 2* P°
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%) <0.0001

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.
2Class 0 (undetectable staining), class 1 (moderate staining) and class 2 (high staining considered as overexpressing cases). x> test.

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
i 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
1 expression profiling analysis, Vernell et a/. (2003) had
Sy 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

B ;32, (] regulates its activity in various cellular models (Zhang
1754 ° and Wang, 2006). Therefore, our demonstration of a
2 1501 ® ® direct correlation between E2F-1 and Skp2 in HGNE
2 1254 . lung tumors provides a physiological relevance to the
w1004 T observations made in cell lines.
% 75 T Finally, how could Skp2 and E2F-1 overexpression
& 501 contribute to the development of HGNE lung tumors?
251 We demonstrate that endogenous Skp2 and E2F-1
0 " —@— e proteins interact in HGNE lung carcinoma cell lines
CARCINOIDS HGNEC NSGLC and identify for the first time an Skp2/E2F-1 complex in

SCLCs. Moreover, using various cellular models, we

Figure 5 (A) Immunostaining of lung cancer tissues on paraffin- show that Skp?2 stimulates the transcriptional activity of

embedded sections using a monoclonal anti-cyclin E antibody. (a)

Absence of staining in epithelial cells lining a bronchiolar structure E.2F'1 towaljd th? Cyc.hn. E promQter and .identify a
and in pneumonocytes. (b) Negative immunostaining (class 0) in a direct relationship linking cyclin E with Skp2
typical carcinoid. (c) Strong positive nuclear staining (class 2) on a (P<0.0001) and E2F-1 (P=0.0001) proteins in NE

majority of tumor cells in an SCLC. (d) Strong positive nuclear

JO! . lung tumors. Interestingly, 93% (27/29) of the tumors
staining (class 2) detected on most tumor cells in a squamous cell . he th . 1
carcinoma. (B) Mean scores+standard deviation of cyclin E OVEerexpressing .t ¢ three PrOtemS werce HGNE ung
protein expression according to the histological subtypes. tumors, indicating that their concomitant upregulation

is highly predictive of a high-grade NE phenotype.
Therefore, besides its ability to induce cyclin E
main targets in tumors. What might be the potential proteasomal degradation (Nakayama et al., 2000; Yeh
explanations for such observation? One plausible et al., 2001), Skp2 could also induce cyclin E expression,
hypothesis is that the activity of SCF? complexes is notably through E2F-1 activation. Such differential
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Table 6 Direct correlation between cyclin E and Skp2 or E2F1 immunostaining in NE lung carcinomas

Histological type NB Skp2 expression level Pe
Classes 0-1* Class 2°
Cyclin E+4 Cyclin E-* Cyclin E+¢ Cyclin E—*
NSCLC 49 15 18 11 5 NS
NE carcinoma 79 1 32 28 18 <0.0001
Histological types NB E2F-1 expression level P
Tumors without E2F-1 overexpression® Tumors with E2F-1 overexpression®
Cyclin E+1 Cyclin E—° Cyclin E+4 Cyclin 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. “Tumors with
an undetectable or moderate Skp2 immunostaining. *Skp2-overexpressing tumors. ©y> test. “Cyclin E+, tumors overexpressing cyclin E using
immunohistochemistry. *Cyclin E—, cases without cyclin E overexpression. "Tumors with undetectable or low level of E2F-1 immunostaining.

fTumors overexpressing E2F-1.

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 —80°C 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 H,O, solution. For
Skp2, the antigen immunoreactivity was enhanced by micro-
waving the sections for 3 x Smin in ethylenediaminetetraacetic
acid buffer, pH 8. Then, a classical three-step immunohisto-
chemical method was applied. The primary antibody (clone
2C8DY) was used at a 1:100 dilution. Cyclin E immunodetec-
tion was performed using the Ventana Discovery Autostainer
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(Ventana Medical International Inc., Illkirch, France). Cut
sections were boiled for 60min in citrate buffer (pH 6) for
heat-induced epitope retrieval. The primary antibody (clone
13A3) was applied at a 1:10 dilution for 1h. 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 (1+, 2+, 3+). According to the final
scores, tumoral samples were divided in three classes as follow:
(1) class 0, no staining; (2) class 1, score <60 for Skp2 or <40
for cyclin E and E2F-1; (3) class 2, score =60 for Skp2 or =40
for cyclin E and E2F-1. Samples with a final score >60 were
considered as tumors overexpressing Skp2. Cyclin E and
E2F-1 overexpressing cases displayed a final score >40. 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 y? test, with a P-value <0.05 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% CO, at 37°C 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



human Skp2 promoter region spanning from —272 to + 244
residues. Luciferase assays were performed as previously
described (Eymin et al., 2001b). The sequences specifically
targeting human e2f-1 RNA were 5-GUCACGCUAUGAGA
CCUCATT-3 and 5-ACAAGGCCCGAUCGAUGUUT
T-3'. The scrambled siRNA oligonucleotides were 5'-AAAG
GUGACGCUGACGAAGTT-3 and 5-CAAGAAAGGCCA
GUCCAAGTT-3. 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).
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RT-PCR analysis of Skp2 mRNA level

PCR was carried out for 30 cycles using the following
conditions: 94°C for 30s; 57°C for 30s and 72°C for 30s.
The primers used were: Skp2 forward (sense) 5-TCAACT
ACCTCCAACACCTATCAC-3'; Skp2 reverse (antisense) 5'-
GACAACTGGGCTTTTGCAGT-3'. 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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