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Introduction : Avant-propos

AVANT-PROPOS

Un des principaux objectifs du laboratoire est [’identification de nouveaux
biomarqueurs prédictifs de la progression des cancers pulmonaires, afin d’améliorer la
détection précoce de ces cancers et d’établir des thérapeutiques ciblées plus efficaces et moins
agressives. Depuis plusieurs années, notre équipe s'intéresse tout particuliérement a
I’invalidation des voies de signalisation de deux genes suppresseurs de tumeurs, les génes p53
et Rb, et aux protéines situées a I’interface de ces deux voies, notamment le facteur de
transcription E2F1. Sur la base de nos travaux démontrant un profil d’expression différentiel
de E2F1 dans les tumeurs bronchiques, nous avons ¢émis I’hypothése de fonctions
ambivalentes de E2F1 dans ces cancers. Mon travail de thése s’est inscrit dans ce contexte
visant a caractériser de nouvelles fonctions biologiques de E2F1 dans des modeéles de lignées

cellulaires découlant de carcinomes bronchiques.

A mon arrivée au laboratoire, j’ai participé a une étude identifiant le facteur d’épissage
SC35 comme une cible transcriptionnelle directe de E2F1 au cours du processus apoptotique.
Mon travail a ensuite consisté a rechercher si SC35 contribuait aussi aux fonctions
prolifératives de E2F1, et a investiguer de nouvelles modifications post-traductionnelles de
SC35 susceptibles de contrdler son expression et/ou son activité, notamment ’acétylation.
C’est pourquoi j’ai choisi de scinder mon introduction en trois grands chapitres :

» Un premier chapitre présentant les grandes fonctions biologiques et les mécanismes de
régulation du facteur de transcription E2F1, le partenaire de SC35 que nous avons
identifié.

» Un second chapitre décrivant brievement les principaux mécanismes de 1’épissage et
replacant le facteur d’épissage SC35 au sein de la famille des protéines SR qui joue un
rble déterminant au cours de ce processus.

» Un troisieme chapitre exposant les grandes généralités sur I’acétylation des protéines

non-histones et les mécanismes d’action des inhibiteurs de HDAC:s.

~13 ~



Introduction : 1. Le facteur de transcription E2F 1

I. LE FACTEUR DE TRANSCRIPTION E2F1 :
PRESENTATION, MECANISMES DE
REGULATION ET FONCTIONS BIOLOGIQUES

Depuis sa découverte, il y a une vingtaine d’années, la famille des facteurs de
transcription E2F n’a cessé de fasciner et en méme temps de déconcerter la communauté
scientifique internationale. En effet, les protéines E2F ont longtemps été percues comme des
régulateurs positifs cruciaux de la transition des cellules en phase S du cycle cellulaire. Des
¢tudes plus récentes ont néanmoins montré qu’en fonction du contexte, elles jouaient des roles
plus contrastés dans 1’activation et la répression de la transcription, et étaient impliquées dans
divers processus biologiques telles que la prolifération cellulaire, la différenciation, 1’apoptose

ou encore la réparation de I’ADN.

I.1. Organisation de la famille E2F

I.1.1 La voie de signalisation E2F/RB : une voie conservée au cours de
I’évolution

Les facteurs de transcription de la famille E2F sont les effecteurs directs de la voie de
signalisation de la protéine du rétinoblastome (RB), qui est le produit du géne muté dans les
rétinoblastomes héréditaires et sporadiques (Chellappan et al, 1991). Des homologues des
protéines E2F et RB ont été décrits chez la drosophile (Dynlacht et al, 1994; Ohtani &
Nevins, 1994), le ver (Ceol & Horvitz, 2001), la grenouille (Suzuki & Hemmati-Brivanlou,
2000) et chez plusieurs especes de plantes (Ramirez-Parra et al, 1999; Rossignol et al, 2002).
L’importance de la voie E2F/RB est soulignée par sa conservation au cours de I’évolution
bien que celle-ci soit beaucoup plus simple chez la drosophile et chez le ver que chez les
mammiferes. Ainsi, la drosophile ne possede que deux genes E2F (dE2F1 et dE2F2), un geéne
DP (dDP) et deux genes homologues RB (RBF1 et RBF2). Cette simplicité d'organisation et
de fonctionnement génétiques a grandement aidé¢ a I’analyse des fonctions biologiques
exercées par les facteurs E2F et a également fourni des indications précieuses sur leurs

mécanismes d’action.
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1.1.2 Les membres de la famille E2F chez I’ Homme

La protéine E2F1, le premier membre de la famille des facteurs de transcription E2F, a
été découverte en 1986 et isolée par trois groupes indépendants de part sa capacité a fixer et
activer le promoteur du géne adénoviral E2 (Kovesdi ef al, 1986; La Thangue & Rigby, 1987;
Yee et al, 1987). Le geéne e2f] est localisé sur le bras long du chromosome 20 (20q11.2) et
contient 7 exons. Il code pour une protéine nucléaire de 437 acides aminés dont le poids
moléculaire est de 60 kDa (Neuman et al, 1996). La protéine E2F1 interagit directement avec
RB (Helin et al, 1992; Kaelin et al, 1992; Weinberg, 1995). D’autres membres de la famille
ont par la suite été identifiés par homologie de séquence et par leur capacité¢ de liaison aux
protéines de la famille RB.

A ce jour, la famille des facteurs E2F comprend 8 membres (E2F1-E2F8) chez
I’homme (Figure 1). De plus, deux protéines E2F3 (E2F3a et E2F3b) sont générées a partir
du geéne e2f3 a travers I'utilisation de promoteurs alternatifs (He ef al, 2000a; Leone et al,
2000). Plus récemment, il a ét¢ mis en évidence que le locus des genes e2f6 et e2f7 produit
plusieurs ARNm alternativement épissés qui codent pour des isoformes protéiques distinctes
dont les activités biologiques n’ont pas encore été €lucidées (Di Stefano et al, 2003;
Kherrouche et al, 2004). Le plus haut degré d’homologie existant entre les membres de la
famille E2F se situe dans le domaine de liaison a I’ADN. Les six premiers membres de la
famille sont les mieux décrits et étudiés aujourd'hui. Ils nécessitent une dimérisation avec
I’une des trois protéines DP (DP1, DP2/3 ou DP4) pour former un complexe
transcriptionnellement actif et lier ’ADN avec une forte affinité (pour revue, DeGregori &
Johnson, 2006). La fonction de 1’hétérodimere E2F-DP est essentiellement déterminée par la
sous-unité¢ E2F. A I’exception de E2F6, ils présentent tous des caractéristiques structurales
similaires, a savoir un domaine de liaison a I’ADN dans leur région N-terminale, un domaine
de dimérisation avec I'une des protéines DP, et un domaine de transactivation qui englobe,
dans son extrémité C-terminale, un domaine d’interaction avec 1’une des protéines de la
famille RB, aussi appelées « protéines pocket », qui incluent RB, p107 et p130. Les protéines
E2F1, E2F2 et E2F3 contiennent en plus un site d’interaction avec le complexe cycline A-
cdk2 situé dans leur extrémité N-terminale (Krek er al, 1994) ainsi qu’un signal de
localisation nucléaire (NLS) (Muller et al, 1997). De fagon intéressante, malgré la présence de
I’¢lément NLS, E2F1 peut étre retrouvé dans le cytoplasme (Jordan-Scuitto et al, 2000; Bi et
al, 2001; Eymin et al, 2001). L'absence de NLS dans les protéines E2F4 et E2F5 est

compensée par l'existence d'un autre domaine nommé NES (Nuclear Export Signal). Ce
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domaine assure I'hétérodimérisation des deux protéines avec les protéines DP et leur
translocation noyau-cytoplasme qui est régulée au cours du cycle (Verona et al, 1997;
Tsantoulis & Gorgoulis, 2005). Les protéines E2F7 et E2F8 sont les derniers membres décrits
de la famille E2F. Elles sont caractérisées par la présence de deux domaines de liaison a
I’ADN et se fixent a I’ADN indépendamment de DP, sans doute comme un homodimere (de

Bruin et al, 2003; Logan et al, 2005).

Lial:i;on fal;:‘a“ilse O;B Répression Activation
E2F1 C T [ + RB - .
E2F2 LB B LI + RB - ++
E2F3a | T T + RB . e
E2F3b (T T + RB +- -
E2F4 = LELT  + RB, p107, p130 ++ +-
E2F5 [T 1 CTH + p107, p130 -+ +-
E2F6 L] | - - ++ -
E2F7 | [ | - - ++ -
E2F8 | e | - - ++ -
[CJ=NLS [[]=Liaisona ’ADN [[]=Dimérisation []= Transactivation [_] = Liaison famille RB

Figure 1 : Caractéristiques structurales des facteurs de transcription de la famille E2F.

Le domaine de liaison a I’ADN (en rouge) est conservé chez tous les membres de la famille. Les E2F1-6
possédent un domaine de dimérisation avec DP (en vert). Les E2F1-5 renferment également un domaine de
transactivation (en gris) englobant le domaine de liaison aux membres de la famille RB (en jaune). Les
E2F7 et E2F8 semblent interagir avec I’ADN indépendamment des protéines DP. Les E2F1-3 comportent
en plus un signal de localisation nucléaire (NLS). Il existe deux isoformes E2F3 dénommées E2F3a et
E2F3D, et plusieurs isoformes de E2F6 et E2F7 qui ne sont pas mentionnées ici.

D’aprés Tsantoulis & Gorgoulis, 2005, DeGregory & Johnson, 2006, laquinta & Lees, 2007.

1.1.3 Les différents sous-groupes de la famille E2F

En général, les protéines E2F1, E2F2 et E2F3a sont considérées comme des membres
« activateurs », sur la base de leur capacité a activer la transcription de genes cibles. Ces
protéines se complexent exclusivement avec la protéine RB (Figure 2) et sont périodiquement

exprimées au cours du cycle cellulaire avec un pic durant la transition G1/S.
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Les protéines E2F3b, E2F4 et E2F5 sont décrites comme des « répresseurs » car leur
principale fonction serait de réprimer la transcription des geénes cibles. A la différence des
facteurs activateurs, les membres de ce groupe sont exprimés de facon constante au cours du
cycle cellulaire. E2F4 peut lier tous les membres de la famille RB, alors que E2F5 interagit
seulement avec pl107 et p130, et E2F3b uniquement avec RB (Figure 2). Les protéines E2F6,
E2F7 et E2F8 fonctionnent aussi comme des répresseurs transcriptionnels, mais de fagon
indépendante des membres de la famille RB. E2F6 réprime la transcription de génes cibles
des E2Fs dans les cellules quiescentes, vraisemblablement via son association avec les
protéines du groupe Polycomb (PcG) (Trimarchi et al/, 2001; Ogawa et al, 2002). Elle serait
¢galement impliquée dans la régulation négative de la transcription du géne suppresseur de
tumeur BRCA1 (Oberley et al, 2003). Les protéines E2F7 et E2F8 sont encore mal connues
mais semblent exercer leur activité répressive d’une manicre similaire a celle de E2F6
(DeGregori & Johnson, 2006; laquinta & Lees, 2007). De part leur effet répresseur sur des
genes cibles du cycle cellulaire, elles seraient impliquées dans la régulation de la croissance
cellulaire (de Bruin et al, 2003; Christensen et al, 2005; Logan et al, 2005). Cette hypothése
est également soutenue par le fait que E2F7 et E2F8 répriment des genes cibles de E2F1
(Zalmas et al, 2008).

“activateurs”

nﬂﬁm /
E2F < (E2raYoP) IEI/////

“répresseurs”

E2F < >__

Complexes de
remodelage de
la chromatine

¥
\
]

/

w (@B

E2F7/8

Figure 2 : Organisation du réseau E2F/RB chez les mammiféres.

La famille E2F peut étre divisée en quatre sous-groupes en fonction de leur régulation par la famille des
protéines RB et les complexes de remodelage de la chromatine.

Adapté d’apres Attwooll et al, 2004, Dimova & Dyson, 2005.
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Cependant, au vu des données actuelles de la littérature, la classification des E2Fs en
¢léments « activateurs » ou « répresseurs » de la transcription apparait aujourd’hui beaucoup
trop simpliste. Ainsi, des données issues d’analyses transcriptomiques montrent que la
surexpression de membres activateurs comme E2F1 réprime un certain nombre de genes
cibles (Muller ef al, 2001; Young et al, 2003). En outre, E2F1 s’associe avec la protéine RB
au sein d’un complexe répresseur de la transcription au niveau des promoteurs de divers génes
cibles en fin de phase G1 et S (Wells et al, 2003; Iwanaga et al, 2006). Dans certains cas,
E2F1 agit aussi comme répresseur transcriptionnel par un mécanisme direct et indépendant de
RB (Koziczak et al, 2000). D’autre part, la surexpression des protéines E2F4 et E2F5 peut
conduire a leur interaction avec certains co-activateurs transcriptionnels. Dans ce contexte,
ces protéines connues comme répresseurs transcriptionnels deviennent capables de stimuler
I’activité des promoteurs de geénes cibles des E2Fs (Balciunaite ef al, 2005). D’une maniére
générale, il est donc vraisemblable que I’effet activateur ou répresseur des protéines E2Fs
dépend du type de promoteur ciblé, des interactions avec d’autres facteurs et du contexte

cellulaire et/ou tissulaire.

I.2. Activités biologiques de E2F1 et régulation de ses fonctions

Dans un premier temps, E2F1 a été identifiée pour son rdle important dans la
progression du cycle cellulaire, notamment via la régulation positive de 1’expression des
génes impliqués dans la synthése de I’ADN. L’apparition de nouvelles technologies telles que
les puces a ADN, la technique d’immunoprécipitation de la chromatine et la bioinformatique,
a considérablement €largi le nombre et la nature des genes potentiellement régulés par E2F1.
Cette diversité de fonctions s’étend des genes régulateurs traditionnels de la transition G1/S a
des geénes impliqués dans le point de contréle mitotique, la réparation de I’ADN, 1’apoptose,
I’angiogenese, la différenciation et le développement, aussi bien qu’a des genes de fonction
encore inconnue (pour revues, DeGregori, 2002; Stevaux & Dyson, 2002; Dimova & Dyson,
2005; DeGregori & Johnson, 2006). La suite de ce chapitre sera consacrée aux découvertes

majeures qui ont contribué a la complexité actuelle du réseau transcriptionnel de E2F1.
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1.2.1 E2F1 et controle du cycle cellulaire

1.2.1.1 Vue traditionnelle de la fonction de E2F1 : contréle du passage en phase S

La capacité¢ de E2F1 a réguler la transition G1/S et l'entrée en phase S du cycle
cellulaire a été mise en évidence par des études réalisées "in vivo" et "in vitro" en condition de
surexpression et/ou de déplétion, graice aux modeles animaux, et aussi par l'analyse apres
immunoprécipitation de la chromatine (ChIP) des différents complexes E2Fs formés au
niveau des promoteurs de différents geénes cibles. Chez la drosophile, la surexpression de
I’activateur dE2F1 induit I’entrée ectopique des cellules en phase S (Asano et al, 1996; Du et
al, 1996). Inversement, les drosophiles mutantes pour de2f] présentent une phase S réduite et
de séveres retards de la croissance (Frolov et al, 2001). De plus, la déplétion de dE2F1 par
ARN interférence dans les cellules de drosophile inhibe la réplication de 'ADN et provoque
I’arrét des cellules en phase G1 (Dimova et al, 2003). Chez les mammifgres, la surexpression
de E2F1 induit l'entrée en phase S de cellules quiescentes (Johnson ef a/, 1993; Shan & Lee,
1994), et I’expression ectopique de E2F1 entraine D’entrée prématurée en phase S de
fibroblastes murins immortalisés en l'absence de sérum (Lukas et al, 1996). Par ailleurs, E2F1
peut empécher I’arrét des cellules en phase G1 imposé par I’expression des inhibiteurs des
CDK ou du TGF-B (DeGregori et al, 1995a; Schwarz et al, 1995; Lukas ef al, 1996; Mann &
Jones, 1996). De facon importante, E2F1 régule positivement 1’expression de geénes codant
pour des enzymes nécessaires a la synthése des nucléotides telles que la dihydrofolate
réductase (DHFR), la thymidine kinase (TK) et la thymidylate synthase (TS), et pour des
composants du complexe de reconnaissance des origines de réplication comme ORC1, CDC6,
MCM2, MCMS5 et MCM6 (Ohtani et a/, 1996; Yan et al, 1998; Ohtani et al, 1999). Les génes
codant pour des composants de la machinerie de réplication elle-méme sont également des
cibles de E2F1, comme les sous-unités I et II de ’ADN polymérase o, la topoisomérase Ila,
PCNA et la sous-unité catalytique de I’ADN polymérase 6. De plus, E2F1 régule 1’expression
d’un grand nombre de genes codant des protéines impliquées dans le contrdle du cycle
cellulaire comme la cycline E, la cycline A, CDC2, p107, RB, c-myc, B-myb, ainsi que son
propre promoteur (pour revue, Helin, 1998). L’ensemble de ces travaux supporte donc
largement un role de E2F1 dans le contrdle du passage en phase S. Néanmoins, il a ét€ montré
que la surexpression de E2F1 ne conduit pas toujours a 1'entrée des cellules en phase S. Dans
certains cas, E2F1 peut inhiber la réplication de I’ADN apres traitement aux rayons gamma

(DeGregori et al, 1995b; He et al, 2000b). De plus, la surexpression de E2F1 induit la
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sénescence de fibroblastes primaires humains, probablement via la régulation de 1’expression
de p14™*F (Dimri e al, 2000), et I'apoptose dans différents types cellulaires (pour revues,
DeGregori, 2002; Trimarchi & Lees, 2002). Ces différentes données suggerent que la capacité
de E2F1 a induire I’entrée des cellules en phase S pourrait dépendre du contexte cellulaire

(cellule normale versus cellule immortalisée par exemple).

A coté de son role au cours du passage en phase S, E2F1 participe aussi au controle de
la transition G2/M via l'induction d'un certain nombre de geénes impliqués dans le processus
mitotique (Ishida et al, 2001; Polager et al, 2002). De facon intéressante, 1’activité
transcriptionnelle de E2F1 diminue au cours de la phase S et cette inhibition permet le

passage en phase G2 du cycle cellulaire (Krek et al, 1995).

1.2.1.2 Mécanismes moléculaires du controle de P’activité de E2F1 au cours du
cycle cellulaire

Sur le plan moléculaire, l'activité de E2F1 au cours du cycle cellulaire est finement
régulée par son interaction avec différents partenaires protéiques, mais aussi par des

modifications post-traductionnelles.

a) Répression de la transcription dépendante de E2F1 par la protéine RB

L’activité transcriptionnelle de E2F1 est contrdlée au cours du cycle cellulaire par son
association avec la protéine RB. Durant les phases GO et G1, RB maintient E2F1 sous une
forme transcriptionnelle inactive par deux mécanismes distincts : (i) un mécanisme dit de
"répression passive" et (ii) un mécanisme dit de "répression active" (Figure 3). A l'heure
actuelle, il est impossible de préciser quel mécanisme de répression est préférentiellement
utilisé dans le contrdle du cycle cellulaire.

Dans le premier cas, RB bloque I’activité transcriptionnelle des hétérodimeres
E2F1/DP1 par encombrement allostérique, en masquant le domaine d’activation de E2F1
situé dans son extrémité C-terminale (Helin et al, 1993; Ross et al, 1999). Cette association
prévient le recrutement du facteur basal de transcription TFIID, mais aussi de co-activateurs
transcriptionnels tels que p300/CBP, GCNS5, TRAPP et Tip60 (Trouche et al, 1996;
McMahon et al, 1998; Ross et al, 1999; Lang et al, 2001; Taubert et al, 2004). RB peut
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¢galement réguler E2F1 a travers une interaction additionnelle qui inhibe la liaison a ’ADN
de E2F1 (Dick & Dyson, 2003).

Dans le second cas, la liaison de RB a E2F1 convertit l'activité de I'hétérodimeére E2F-
DP d'activateur en répresseur actif de la transcription via le recrutement sur les promoteurs
des génes cibles de E2F1 de protéines possédant des activités histone déacétylase, histone
méthyltransférase, ADN méthyltransférase ainsi que des activités de remodelage de la
chromatine ATP-dépendant (pour revues, Harbour & Dean, 2000; Ferreira et al, 2001). La
spécificité des complexes co-répresseurs recrutés par le complexe E2F-RB semble dépendre
du type de promoteur et du contexte cellulaire (cellule quiescente versus cellule en

prolifération par exemple) (Balciunaite et al, 2005).

Répression
passive
— C
:
CDK4/6-cycD T
CDK2-cycE T 5 <
B Activation
Répression
active

—

Figure 3 : Deux mécanismes de répression de la transcription dépendante de E2F par fixation de
RB aux complexes E2F-DP au cours de la phase G0/G1 du cycle cellulaire.

(A) Répression passive par fixation de RB au niveau du domaine de transactivation de E2F1, ce qui inhibe
I’activation transcriptionnelle de E2F. (B) Répression active par recrutement de facteurs de remodelage de
la chromatine tels que les HDACs et modifications de I’extrémité N-terminale des histones au niveau des
promoteurs de génes cibles. (C) Les complexes CDK4/6-cycline D et CDK2-cycline E phosphorylent RB
entrainant la libération de E2F et I’activation de ses génes cibles.

D’apres Bell & Ryan, 2004.

b) Activation de la transcription dépendante de E2F1

Au cours de la transition G1/S du cycle cellulaire ou lors de la ré-entrée en cycle de
cellules quiescentes, les complexes E2F/RB subissent toute une cascade d’événements post-
traductionnels qui vont permettre d’activer le programme transcriptionnel de E2F1 et
d’induire le passage en phase S (Figure 4). Durant la phase G1, la protéine RB est

hypophosphorylée ce qui lui confére la capacité de se complexer a E2F1 et de la maintenir
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sous une forme inactive. En réponse a des signaux mitogénes, les complexes cycline D-
CDK4/6 et cycline E-CDK2 phosphorylent RB en milieu et en fin de G1 respectivement
(Figure 4). 11 existe alors une accumulation de molécules E2F1 "libres" qui corréle avec une
activation de la transcription dépendante de E2F1.

A ce stade, la protéine E2F1 est a son tour phosphorylée par le complexe cycline D-
CDK4/6 sur les résidus sérine en position 332 et 337 (Fagan et al, 1994). Ces
phosphorylations augmentent sa stabilité et empéchent sa liaison a RB. E2F1, par une boucle
de rétrocontrole positive, est alors capable d'induire sa propre expression, ce qui représente un
niveau supplémentaire de régulation de son activité au cours de la progression dans le cycle

cellulaire.

Figure 4 : Régulation de I’activité de E2F1 au cours du cycle cellulaire.

La transition entre les phases G1 et S du cycle cellulaire est controlée par la voie E2F1/RB. En fin de phase
G1, la phosphorylation séquentielle de RB par les complexes cycline D-CDK4/6 et cycline E-CDK2
entraine la dissociation des complexes E2F1/RB. RB est maintenu sous une forme phosphorylée inactive
jusqu’en fin de phase S. Au moment de la transition G1/S, E2F1 est phosphorylé par le complexe cycline
D-CDK4/6 (Fagan et al, 1994; Mann & Jones, 1996), acétylé par p300/CBP (Martinez-Balbas et al, 2000;
Tsantoulis & Gorgoulis, 2005), ce qui a pour effet d’accroitre sa stabilité et d’empécher sa liaison a RB,
permettant ainsi I’accumulation des formes libres de E2F1 au point de transition G1/S. Ces étapes sont
régulées négativement par les inhibiteurs des complexes cycline-CDK p16™** et p21VAF!

Les mécanismes moléculaires de 1’activation du programme transcriptionnel de E2F1
ne sont pas encore ¢lucidés en détail. Cependant, les données disponibles indiquent que E2F1

\

sous sa forme libre recrute et interagit avec différents complexes co-activateurs a activité

~22 ~



Introduction : 1. Le facteur de transcription E2F 1

histone acétyltransférase (HAT) (Figure 4). Il a ainsi ét¢ montré que I’activation de la
transcription médiée par E2F1 corréle avec 1’induction par les HATs p300/CBP et PCAF de
I’hyperacétylation des histones H3 et H4 au niveau de promoteurs cibles de E2F1 (Martinez-
Balbas et al, 2000; Trouche & Kouzarides, 1996). Plus récemment, une interaction de E2F1
avec la HAT Tip60 a été décrite dans un modele de surexpression. Dans ce systéme,
l'expression ectopique de E2F1 induit le recrutement de Tip60 et de quatre autres membres de
son complexe (TRRAP, p400, Tip48 et Tip49) au niveau de promoteurs régulés par E2F. De
facon intéressante, l'acétylation de E2F1 par p300/CBP (Morris et al, 2000; Trouche &
Kouzarides, 1996) ou Tip60 (Taubert et al, 2004) a été décrite comme stimulant son activité
transactivatrice. Le role de cette acétylation dans le contexte du cycle cellulaire reste a
démontrer. Enfin, d'autres types de protéines, telles que SP1, un facteur de transcription induit
par les signaux mitogenes (Karlseder et al, 1996), le facteur de transcription GABPy1 (Hauck
et al, 2002) ou des facteurs de croissance (Black & Azizkhan-Clifford, 1999) interagissent
spécifiquement avec E2F1 et régulent la transcription au niveau de promoteurs qui ne

comportent pas les éléments consensus classiques des E2Fs.

¢) Inactivation de E2F1

En milieu de phase S, le complexe cycline A-CDK2 interagit avec E2F1 via son
domaine de liaison a la cycline A (Xu et al, 1994; Peeper et al, 1995). Le complexe cycline
A-CDK2 induit paralléelement la phosphorylation du cofacteur DP, induisant la dissociation de
I'hétérodimere E2F1/DP1 et la phosphorylation de E2F1 lui-méme sur un résidu serine en
position 375 (Figure 4). Cette phosphorylation diminue ainsi la capacité de liaison de E2F1 a
I'ADN. Des données expérimentales avec un mutant de E2F1 incapable d'interagir avec le
complexe cycline A-CDK2 suggerent que l'inhibition de 1'activité E2F1 est importante pour
l'entrée en phase G2/M (Krek et al, 1995).

Le niveau d'expression de E2F1 est également contrdlé en seconde partie de phase S et
en phase G2 du cycle cellulaire par sa dégradation par la voie du protéasome. Dans ce
contexte, l'interaction directe de RB dans la région C-terminale de E2F1 le protege
efficacement de la dégradation (Campanero & Flemington, 1997) et allonge de plus de deux

fois la demi-vie du facteur. L'induction de l'expression de p14”*F

(ou de son homologue
murin p19**) ou de MDM2 entraine en retour l'induction de la dégradation de E2F1 par le

protéasome (Mundle & Saberwal, 2003; Rizos et al, 2007). A l'inverse, des modifications
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post-traductionnelles a type de phosphorylation ou d'acétylation contribuent également a
induire la stabilité et/ou 'accumulation de E2F1 "libre" dans la cellule par diminution de sa

dégradation (Loughran & La Thangue, 2000).

1.2.2 E2F1 : un régulateur des processus apoptotiques

Parallélement a I’induction d’une entrée en phase S, il a ét¢é montré dans différents
mode¢les expérimentaux que E2F1 peut induire la mort cellulaire par apoptose quand il est
surexprimé ou activé par un dommage de ’ADN (Shan & Lee, 1994; Wu & Levine, 1994;
Asano et al, 1996). Inversement, 1’inactivation de E2F1 s’accompagne d’une résistance a la
mort programmée dans certains types cellulaires. Plusieurs travaux montrent que cette
fonction pro-apoptotique serait spécifique a E2F1 (DeGregori et al, 1997; Kowalik et al,
1998; Lissy et al, 2000) alors que d’autres suggerent que E2F2 et E2F3 posséderaient aussi
cette capacité (Vigo et al, 1999; Ziebold et al, 2001).

Les voies de signalisation pro-apoptotiques médi¢ées par E2F1 sont multiples,
interconnectées et cooperent trés probablement pour induire la mort cellulaire programmée.
Elles impliquent les deux grandes voies apoptotiques que sont la voie intrinseque
mitochondriale et la voie extrinseque des récepteurs de mort. Ainsi, parmi les nombreuses
cibles transcriptionnelles de E2F1, on trouve des acteurs clés de la voie intrinseque incluant
des protéines pro-apoptotiques a domaine BH3 comme PUMA, NOXA, et BIM (Hershko &
Ginsberg, 2004), des protéines effectrices telles que APAF-1 (Moroni ef al, 2001; Furukawa
et al, 2002), ainsi que plusieurs membres de la famille des caspases (Nahle ef a/, 2002; Cao et
al, 2004; Hershko & Ginsberg, 2004). Concernant la voie extrinséque, plusieurs études
impliquent le facteur de transcription E2F1 dans la voie médiée par 1’activation du récepteur
de mort FAS. Notre groupe a notamment montré que E2F1 sensibilise les cellules primaires et
tumorales a I’apoptose médiée par le ligand FAS ou TRAIL, via I’inhibition de FLIPgpr,
conduisant ainsi au recrutement de la caspase-8 au niveau du DISC et & son activation (Salon
et al, 2006). Outre la stimulation directe de 1I’expression d’effecteurs pro-apoptotiques, E2F1
peut également inhiber des signaux anti-apoptotiques ou de survie, notamment le signal de

survie associé au récepteur du TNF (Tumor Necrosis Factor) (Phillips et al, 1999).

Dans les modéles animaux comme dans les systeémes de culture cellulaire, E2F1 est

capable d’induire 1’apoptose de facon dépendante ou indépendante de la protéine p53 (pour
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revues, Trimarchi & Lees, 2002; Bell & Ryan, 2004). Plusieurs mécanismes ont été proposés
pour D’induction de I’apoptose dépendante de p53. E2F1 stabilise p53 via 1’activation
transcriptionnelle de p14ARF (DeGregori et al, 1997; Bates et al, 1998; de Stanchina et al,
1998; Robertson & Jones, 1998). E2F1 est également capable dans des modeles murins et des
fibroblastes humains d’engager un processus apoptotique via p53 et ce, en 1’absence de
pl14*® suggérant I’existence de mécanismes alternatifs pour I’induction de p53 par E2F1
(Rogoff et al, 2002; Tolbert et al, 2002; Lindstrom & Wiman, 2003). En I’absence de p53,
I’induction par E2F1 de I’expression de p73 conduit a I’apoptose de divers types cellulaires

transformés ou non (Irwin et al, 2000; Lissy et al, 2000, Stiewe & Putzer, 2000).

Le role fonctionnel de E2F1 dans la réponse aux dommages de I’ADN a initialement
été suggéré par des études décrivant I’augmentation rapide de son niveau d’expression
protéique dans les cellules traitées par des agents induisant des dommages de I’ADN, et
montrant que 1’activité de E2F1 induite en réponse aux dommages de I’ADN peut résulter en
I’apoptose (Huang et al, 1997; Blattner et al, 1999; O’Connor & Lu, 2000; Lin et al, 2001;
Stevens et al, 2003). L’induction de E2F1 est liée en grande partie a une augmentation de la
stabilit¢ de la protéine en réponse a diverses modifications post-traductionnelles visant a
limiter son « turnover ». Ainsi, il a été décrit une phosphorylation de E2F1 sur son résidu
sérine en position 31 par les kinases détectrices de lésions ATM/ATR (Ataxia Telangiectasia
Mutated/Ataxia Telangiectasia and Rad3 Related) (Lin ef al, 2001) ainsi qu’une
phosphorylation sur son résidu sérine en position 364 par la kinase effectrice CHK2
(Checkpoint Kinase2) (Stevens et al, 2003). De facon intéressante, la phosphorylation de
E2F1 suite a une lésion de I’ADN est clairement connectée a 1’accumulation du niveau
protéique de E2F1 et a I’induction de I’apoptose (Lin et a/, 2001; Stevens et al, 2003) (Figure
5). E2F1 est également la cible d’acétylation sur différents résidus lysine par P/CAF, dont
I’activité HAT est stimulée en réponse aux dommages sur I’ADN. Il a été montré que cette
acétylation affecte 1’activité transcriptionnelle de E2F1 et favorise une réponse apoptotique
via I’induction sélective de p73 (Pediconi et al, 2003). De plus, le traitement des cellules par
I’étoposide, un inhibiteur de la topoisomérase II, induit une acétylation de E2F1 sur les
résidus lysine 873/874 dans la région C-terminale qui inclue le site de liaison a RB (Rubin ef
al, 2005). Cette double acétylation a pour conséquence d’empécher I’interaction RB/E2F1 et
d’activer E2F1 (Markham et al, 2006). L’ensemble de ces données suggére que les processus

de phosphorylation et d’acétylation de E2F1 pourraient jouer un role important au cours de la
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réponse cellulaire aux dommages de I’ADN, en régulant a la fois la stabilité et ’activité de

E2F1.

Parall¢lement a ses fonctions pro-apoptotiques, des données plus récentes ont mis en
¢vidence une activité anti-apoptotique E2F1. Ainsi, les résultats issus de 1’inactivation ou de
la surexpression de E2F1 dans des mod¢les murins montrent que E2F1 inhibe I’apoptose de
kératinocytes induite par irradiation aux ultraviolets B (Wikonkal et al, 2003; Berton et al,
2005). D’autres expériences d’inactivation de E2F1 au cours du développement chez la
drosophile démontrent également 1’existence d’activités simultanées anti-apoptotiques et/ou
pro-apoptotiques de E2F1 en fonction du type tissulaire envisagé (Dimova & Dyson, 2005;
Moon et al, 2005). Ces données en apparence contradictoires rehaussent donc le caractére
ambivalent de la protéine E2F1 qui ne peut étre simplement classée comme pro- ou anti-
apoptotique. Au contraire, les fonctions exercées par E2F1 sont complexes et dépendent bien
du contexte tissulaire, cellulaire et du stimulus. Ainsi, dans un contexte de croissance normale
ou en présence de facteurs de croissance, 1’activation de E2F1 pourrait contribuer a la
progression dans le cycle cellulaire plutot qu’a la survenue de 1’apoptose, sa capacité a activer
des signaux anti-apoptotiques de survie contribuant a cet effet. Dans ce contexte, il a été
montré que 1’activité pro-apoptotique de E2F1 était neutralisée par activation de la voie de
survie cellulaire RAS-PI3 Kinase (Hallstrom & Nevins, 2003; Hallstrom et al, 2008). De
facon intéressante, il a aussi ét¢ montré qu’E2F1 active AKT (Chaussepied & Ginsberg,
2004), suggérant 1’existence d’une boucle de rétrocontrdle anti-apoptotique initiée par E2F1.
A TDinverse, P’activation anormale ou inappropriée de E2F1 en I’absence de signaux de
croissance  pourrait conduire a [D’apoptose. L’importance de cette balance
prolifération/apoptose controlée par E2F1 dans le maintien de I’homéostasie tissulaire est
attestée par des données récentes montrant qu’une altération de cet équilibre coincide avec un

mauvais pronostic dans les cancers du sein et de I’ovaire (Hallstrom et a/, 2008).

1.2.3 Implication de E2F1 dans les processus de réparation des cassures de
I’ADN

Parallelement aux fonctions apoptotiques de E2F1 en réponse aux dommages de
I’ADN, des expériences de criblage des promoteurs possédant des sites de fixation a E2F1 ont
permis d’identifier un grand nombre de genes codant pour des protéines impliquées dans la

réparation de I’ADN et la recombinaison (Ishida er al/, 2001; Dimova et al, 2003). Les
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données existantes montrent I’implication de E2F1 dans le déclenchement des points de
controle permettant 1’arrét du cycle et la réparation de ’ADN (Huang ef al, 1997, Lin et al
2001, Stevens et al, 2003). Ainsi, le groupe de Liu et coll. a montré qu’en réponse aux
dommages de I’ADN, la protéine TopBP1 (DNA Topoisomerase II-B Binding Proteinl) se
fixe a E2F1 phosphorylé par ATM et inhibe son activité transcriptionnelle pro-apoptotique et
sa fonction proliférative (Liu ef al, 2003a). E2F1 est également impliquée dans le recrutement
du complexe de recombinaison/réparation des cassures double-brins de ’ADN MRN
(Mrel1/Rad50/Nbs1) aux origines de réplication (Maser et al, 2001). De plus, I’augmentation
de Pactivité de E2F1 pourrait conduire a la transactivation de génes codant pour des protéines
de recombinaison, de réparation et de régulation des points de contrdle telles que CHK1 (Urist
et al, 2004), BRCA1 (Wang et al, 2000a) ou les protéines de recombinaison homologue
RADS51 et RAD54 (Ren ef al, 2002) (Figure 5).

A) Interactions protéine-protéine B) Réponse transcriptionnelle
[ Stress génotoxique ] [ Stress génotoxique ]
l l T ATM
ATM/IATR
ATMIATR PICAF | CHK2 ?

CHK2 / /
Cetki D

l 7 Réparation de &9 ® ///: Apoptose
N ADN/ (E2F1) G

\ Survie cellulaire \ ==

Figure 5 : Réle de E2F1 dans la réponse aux dommages de I’ ADN.

En réponse a un stress génotoxique, la protéine E2F1 est phosphorylée par les kinases ATM et CHK2 et/ou
acétylée par D’acétyltransférase P/CAF en fonction du type de dommage subi par la cellule. Ces
modifications conduisent a sa stabilisation et a une augmentation de son activité : E2F1 pourrait alors (A)
participer au processus de réparation de I’ADN, activité qui aurait lieu indépendamment de son activité
transactivatrice mais nécessiterait son interaction avec les protéines NBS1 (Nijmegan breakage syndrome),
BRCALI (breast cancer gene 1) ou TopBP1 (ADN topoisomérase I binding protein 1); (B) activer un
panel de génes impliqués dans 1’induction de l’ap(igtose, tels que les geénes codant ATM, CHK1, APAFI
(Apoptosis protease-activating factor 1), p73 et p14™*", si les Iésions sont irréparables.

Adapté d’apres Stevens & La Thangue, 2004.

L’ensemble de ces constatations souligne I’ambivalence de E2F1 au cours de la
réponse aux dommages de I’ADN en terme de réponse thérapeutique aux drogues
cytotoxiques. En effet, si E2F1 est capable d’activer la réparation de ’ADN endommagg, il
pourrait étre un facteur contribuant a la chimiorésistance des cellules tumorales. A I’inverse,

sa capacité a induire 1’apoptose en réponse a des Iésions de I’ADN pourrait sensibiliser les
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cellules tumorales aux chimiothérapies. En accord, des essais précliniques ont montré la
capacit¢ de E2F1 a potentialiser les effets anti-tumoraux de divers agents cytotoxiques

(Rodicker et al, 2001; Dong et al, 2002; Elliot et al, 2002; Ma et al, 2003).
1.2.4 Controle des processus angiogéniques par E2F1

Des travaux récents ont mis en évidence une nouvelle fonction anti-angiogénique de la
protéine E2F1. En effet, Qin et collaborateurs ont montré dans des souris knock-out pour
E2F1 [Dexistence d’une angiogenése accrue en condition d’hypoxie, corrélée a une
augmentation significative de I'expression de I’ARNm du VEGF-A comparativement aux
souris sauvages. Dans des conditions d'hypoxie, E2F1 réprime l'activit¢é du promoteur du
VEGF par un mécanisme dépendant de p53 (Qin ef al, 2006). Cette méme équipe a caractérisé
des sites spécifiques de liaison a E2F1 situés a proximité des sites SP1 sur le promoteur du
VEGF. Dans une autre étude, le co-récepteur du récepteur VEGF-R2, NRP1 (neuropiline 1) a
¢été identifi¢ comme une cible transcriptionnelle directe de E2F1 (Jiang et al, 2007). Ces
données connectent donc E2F1 et le contréle du processus angiogénique, via une régulation

du VEGF notamment.

I.3. Role ambigu de E2F1 au cours de la tumorigenése

Le role de certains membres E2Fs, dont E2F1, dans le processus de tumorigenese a été
initialement suggéré par les données issues de modeles "in vitro" montrant dans des tests de
transformation de cellules en culture son pouvoir oncogénique (Johnson et al, 1994; Singh et
al, 1994; Xu et al, 1995). Au cours de cette derni¢re décennie, le développement de modeles
de souris transgéniques a permis de conforter le role critique qu’occupe E2F1 dans ce
processus, mettant en évidence des fonctions trés contrastées, oncogéniques ou suppressives

de tumeur.
1.3.1 Propriétés oncogéniques de E2F1
Le modele murin de tumorigenése cutanée a été souvent utilisé pour I'étude des

fonctions de E2F1 dans le développement tumoral. Dans ce modele, le géne e2fl est sous le

controle du promoteur du gene de la kératine 5. La pertinence de ce modele animal réside
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dans le fait que le promoteur de la kératine 5 n’est actif que dans les couches basales de
I'épiderme et autres muqueuses malpighiennes (Ramirez et al, 1994; Pierce et al, 1998a). De
facon importante, 1'expression ce transgeéne entraine une hyperplasie épidermique et une
hyperprolifération des cellules basales de 1'épiderme (Pierce et al, 1998a). De plus, ces souris
développent des tumeurs spontanées au niveau de la peau et d’autres tissus épithéliaux
exprimant E2F1 (Pierce et al, 1999). Le développement tumoral est plus rapide et les tumeurs
plus agressives lorsque p53 est inactivée, méme partiellement (Pierce et al, 1998b). Un autre
modele de la capacité oncogénique de E2F1 a été établi au cours de la tumorigenese
hépatique. L'expression d'un haut niveau de E2F1 sous le contrdle d'un promoteur de
l'albumine dans les hépatocytes conduit a la formation de tumeurs hépatiques, probablement

en coopération avec le proto-oncogene c-Myc (Conner et al, 2000).

Les propriétés oncogéniques de E2F1 pourraient dépendre de sa capacité a stimuler la
prolifération via la transactivation d’un certain nombre de génes régulant la progression du
cycle cellulaire et la réplication de I’ADN. Cependant, la surexpression dans des modeles
transgéniques des protéines E2F1 ou E2F4 entraine des niveaux similaires de prolifération
cellulaire et d’hyperplasie tissulaire, mais seules les souris transgéniques E2F1 développent
des tumeurs spontanées (Wang et al, 2000b). I1 est donc probable que d’autres fonctions plus
spécifiques a E2F1 contribuent a son activité oncogénique, dont notamment sa capacité a
inhiber la différenciation cellulaire (Dicker et a/, 2000), a inhiber 1’apoptose (Wikonkal et al,
2003) ou a engendrer une instabilité génétique (Pickering & Kowalik, 2006).

1.3.2 Propriétés suppressives de tumeur de E2F1

En accord avec I’ambivalence de ses fonctions rapportée « in vitro », E2F1 a
¢galement démontré des propriétés suppressives de tumeur dans des modeles murins, qui
dépendraient trés largement du type tissulaire et du contexte cellulaire. Ainsi, I’inactivation de
E2F1 chez la souris prédispose au développement d’un certain nombre de tumeurs agressives,
incluant des adénocarcinomes pulmonaires hautement invasifs, des lymphomes et des
sarcomes de D’appareil génital (Yamasaki et al, 1996). La fréquence de formation de ces
tumeurs est dix fois plus élevée chez les souris E2F1-/- que chez les souris sauvages
(Yamasaki et al, 1996). D’autre part, il a aussi été décrit que la perte d’expression de E2F1
conduit a la mise en place d’une résistance a 1’apoptose des thymocytes et une croissance

thymique nettement majorée chez les jeunes animaux, allant de pair avec 1’émergence de
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thymomes et de lymphomes chez les souris plus agées (Field ef al, 1996). Les mécanismes par
lesquels E2F1 exercerait ses fonctions suppressives de tumeur pourraient reposer sur sa
capacit¢ a induire l'apoptose, a stimuler l'entrée des cellules en sénescence prématurée
(Russell et al, 2006), a contribuer au processus de réparation de I'ADN ou a inhiber

I'angiogenese.

1.3.3 Altération de I’expression de E2F1 dans les tumeurs humaines

De nombreuses études ont mis en évidence une dérégulation de 1’activité de E2F1
dans différents cancers humains, souvent corrélée a un mauvais pronostic. Cette dérégulation,
associée soit a une amplification génique, soit a une altération de I’expression protéique, peut
avoir un role causal dans ces tumeurs. Ainsi, I’amplification du géne e2fl a été décrite dans
des métastases ganglionnaires de mélanomes (Nelson et al, 2006) et dans de rares cas de
carcinomes pulmonaires non a petites cellules (Gorgoulis et al, 2002). D’autre part,
I’altération de 1’expression protéique de E2F1 a été rapportée dans différents types de tumeurs
malignes et de maniére intéressante, en accord avec ses propriétés ambivalentes, I'expression
protéique de E2F1 peut soit étre augmentée, soit diminuée en fonction du type tumoral
considéré. Ainsi, la protéine E2F1 est indétectable dans les cellules carcinomateuses
prostatiques par rapport aux cellules du parenchyme prostatique normal (Zacharatos et al,
2004). Au contraire, de hauts niveaux d’expression de E2F1 sont observés dans les
carcinomes du sein, du colon, de 1’cesophage et de la vessie (Bramis et al, 2004; Ebihara et al,
2004; Zacharatos et al, 2004), ainsi que dans des glioblastomes (Alonso et al, 2005),
comparativement au tissu normal associé. De fagon importante, dans les cancers bronchiques,
notre groupe a décrit une expression différentielle de E2F1 en fonction du type histologique
considéré (Eymin et a/, 2001). Ainsi, une surexpression de la protéine E2F1 est observée dans
90% des carcinomes pulmonaires a petites cellules, tandis que la protéine reste faiblement
exprimée ou quasi indétectable dans 90% des adénocarcinomes pulmonaires et dans 82% des
carcinomes malpighiens en comparaison avec le tissu pulmonaire normal. Ces résultats

suggerent un role ambivalent de la protéine E2F1 dans nos mod¢les d’études.
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1. EPISSAGE DES PRE-ARNmM ET PROTEINES SR

I1.1. Généralités sur I’épissage

11.1.1 Définition de I’épissage

Chez les eucaryotes, les genes nucléaires codant pour les protéines sont presque
toujours constitués d’une suite de séquences codantes, appelées exons, interrompue par des
séguences non codantes et non traduites qui doivent étre éliminées (car elles contiennent entre
autre des séquences répétées ou des codons d’arrét de la traduction), dénommées introns.
L’épissage constitutif est le processus nucléaire par lequel les séquences introniques des ARN
pré-messagers (pré-ARNmM) sont excisées et les séquences exoniques sont reliées les unes aux
autres, pour former I’ARN messager (ARNm) mature. La maturation des ARNm requiert
également 1’ajout d’une coiffe en 5° du pré-ARNm ainsi que 1’addition d’une séquence de
polyadénylation appelée queue poly(A) en 3°. Ces ARNmM sont ensuite transportés dans le

cytoplasme pour y étre traduits en protéines au niveau des ribosomes.

L’¢épissage est un phénomene largement répandu chez les eucaryotes supérieurs et
pourrait concerner plus de 90 % des transcrits chez certaines especes. Un géne typique de
mammifere contient de 7 a 8 exons (donc de 6 a 7 introns) répartis sur environ 16 kb et
produit un ARNm d’environ 2,2 kb. De maniére générale, les exons sont relativement courts
et encadrés par de longues séquences introniques. Ainsi, chez I’homme, la taille moyenne
d’un exon varie de 75 a 150 nucléotides tandis que les introns font en moyenne 3500
nucléotides (Deutsch & Long, 1999), cette taille pouvant méme atteindre 500 000 nucléotides
dans certains cas extrémes (Rowen et al, 2002). On peut donc imaginer le défi relevé par la

machinerie de I’épissage pour reconnaitre les exons au sein du genome.

A cOté de I'épissage constitutif éliminant les introns, il existe un second mode
d'épissage dénommé alternatif. En effet, chez les vertébrés, les sites d’épissage sont
géneralement dégenérés par rapport aux séquences consensus. De ce fait, différentes
séquences alternatives peuvent étre utilisées en tant que sites d’épissage et plusieurs ARNm

peuvent ainsi étre généres a partir d’un seul géne. L’épissage alternatif est semblable a
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I'épissage constitutif et met en jeu les mémes acteurs moléculaires mais dans ce cas, des
séquences exoniques peuvent aussi étre excisées. Les eucaryotes supérieurs et les virus
utilisent 1’épissage alternatif pour accroitre la capacité codante de leur génome. Ce processus
est considéré comme la source la plus importante de diversité protéique chez les vertébrés
(pour revue, Black, 2000). Dans certains cas extrémes, il permet a un seul gene de coder plus
de protéines que tous les autres réunis. C'est le cas du gene Dscam de la drosophile qui
contient 95 exons éepissés alternativement et peut générer potentiellement plus de 38 000
isoformes protéiques différentes (Schmucker et al, 2000). Chez ’homme, 1’épissage alternatif
concerne plus de 70 % des genes (Johnson et al, 2003) et permet d’expliquer la disparité
numérique qui existe entre le faible nombre de génes codant pour des protéines (environ 26
000) et le nombre de protéines humaines estimé a plus de 90 000 (Modrek & Lee, 2002). Pres
de 80% des événements d'épissage alternatif ont pour conséquence de modifier la séquence
codante conduisant a la production de protéines distinctes. L’épissage alternatif représente
donc une importante source de diversité fonctionnelle et joue un réle fondamental dans le
développement des cellules, 1’organisation des tissus et méme le développement d’un
individu. Au niveau physiologique, il contrdle de multiples programmes cellulaires. En
contrepartie, comme nous le verrons par la suite, il est aussi a I’origine de pathologies trés

diverses.

11.1.2 Mécanismes moléculaires de I’épissage

11.1.2.1 Séquences nécessaires a I’identification et I’élimination d’introns

Les introns renferment un ensemble de séquences conservées permettant leur
reconnaissance par la machinerie d’épissage. Les sequences d’épissage constitutif sont
relativement conservees et correspondent aux sites 5’ donneur et 3” accepteur. A I’extrémité
5’ de chaque intron se trouve le site 5° donneur d’épissage dont la s€quence se rapproche du
consensus CAG/GUGAGU (« / » = jonction intron/exon), le dinucléotide GU en 5’ de I’intron
étant le motif le plus conservé. La definition du site 3’ accepteur d’épissage (situé a
I’extrémité 3’ de I’intron) est plus complexe. En effet, chez les vertébrés, il renferme la boite
de branchement, une séquence polypyrimidine et le site 3’ proprement dit. La boite de
branchement est localisée a environ 40 nucléotides en amont du site 3’ d’épissage. Chez les
vertébrés, la séquence consensus établie pour la boite de branchement est tres dégénérée :

YNYURAC (Y = pyrimidine) avec un résidu adénosine conservé qui joue un réle central dans
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la réaction d’épissage. La sequence polypyrimidine correspond a un enchainement de 10 a 20
résidus pyrimidine, tandis que le site d’épissage 3’ proprement dit situé a la jonction 3’
intron/exon se caractérise par une courte séquence conservée YAG/G (Y = U ou C) (Figure
6A). En revanche, les sites alternatifs sont généralement moins conformes, ce qui les rend

plus sensibles a une régulation par des éléments auxiliaires situés a proximité.

A Boite de ) o
Site d’épissage 5 branchement Site d’épissage 3’
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Figure 6 : L’épissage, un processus en deux étapes qui requiert des séquences spécifiques.

(A) Profil des séquences consensus au site d’épissage 5°, au point de branchement et au site d’épissage 3’.
La fréquence des 4 nucléotides A, C, G et T a chaque position est représentée par la taille des caractéres.
Les séquences les plus conservées sont les dinucléotides GU et AG, respectivement en 5’ et en 3’ de
I’intron, et le nucléotide A au niveau du point de branchement. Les rectangles représentent les exons, et les
traits pleins les introns. (Py)n : région riche en pyrimidines. (B) Réaction d’excision-épissage d’un ARN
pré-messager. L’épissage d’un pré-ARNm se déroule en deux étapes successives, impliquant chacune une
réaction de trans-estérification Une molécule de pré-ARNm est représentée ici schématiquement avec un
intron (trait noir) entouré par deux exons. Les deux étapes de la réaction implique des attaques nucléophiles
(fleches rouges) sur les liaisons phoshodiester terminales (cercle bleu) par le 2° hydroxyle du point de
branchement(A) et par le 3’ hydroxyle de ’exon 5’ respectivement. Les produits de cette réaction sont
d'une part les deux exons ligaturés correctement et d'autre part, I'intron cyclisé au niveau de lI'adénosine du
point de branchement. En raison de sa forme particuliére, cette forme de l'intron est appelée lasso ou lariat.
Le lasso sera par la suite ouvert par une enzyme de débranchement en vue d’étre recyclé.

11.1.2.2 Processus réactionnel de I’épissage
La réaction d’épissage proprement dite s'effectue en deux temps (Figure 6B). Elle

débute par une attaque nucléophile du 2'-OH du ribose de I'adénosine de la boite de

branchement sur le phosphate de la jonction exon-intron en 5'. Apres cette coupure, le 3'-OH
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libéré au niveau de I'exon situé en amont attaque le phosphate de la jonction intron-exon situé
en aval. Les produits issus de cette réaction sont d'une part, les deux exons ligaturés
correctement et d'autre part, l'intron cyclisé au niveau de l'adénosine de la boite de
branchement. En raison de sa forme particuliere, cette forme de I'intron est appelée lasso ou
lariat. Le lasso est finalement ouvert par une enzyme de débranchement afin de pouvoir étre
recyclé par des nucléases. L’excision et 1’épissage représentent donc I’action conjointe
d’enzymes et de ribozymes qui catalysent la coupure de I’ARN (endoribonucléases) et la

fermeture de la bréeche (ARN ligases).

11.1.2.3 Assemblage des complexes spliceosomaux et facteurs protéiques
participant a cet assemblage

La réaction d’épissage est catalysée et régulée par un complexe nucléaire sophistiqué appelé
splicéosome (pour revue, Jurica & Moore, 2003). Cette structure dynamique comprend 5
particules  ribonucléoprotéiques appelées UsnRNP  (Uridine-rich  Small  Nuclear
Ribonucleoparticle) et de nombreuses protéines non-snRNP. Les particules shRNP U1, U2,
U4/U6, U5 sont 4 éléments majeurs pour la formation des complexes splicéosomaux. Chaque
particule UsnRNP est constituée d’un ou plusieurs UsnRNA (Uridine-rich Small Nuclear
Ribonucleic acid) entouré(s) d’un anneau heptamérique composé de 7 protéines communes,
les protéines Sm, et d’un nombre variable de protéines spécifiques a chaque UsnRNP. Les
UsnRNA sont des petits ARN de 100 a 300 nucléotides, riches en résidus uridine, tres
conservés chez les eucaryotes, et qui adoptent une structure secondaire et tertiaire

caractéristiques.

Ces dernieres années, de nombreux progres ont été accomplis dans 1’identification des
composants des complexes splicéosomaux. Des analyses protéomiques ont permis la
purification de certains de ces complexes et I’examen de leur contenu en protéines, y compris
celles associées de maniere transitoire (Hartmuth et al, 2002). Les complexes splicéosomaux
s’assemblent autour de I’intron a éliminer de maniere séquentielle et coordonnée. Chez les
vertébrés, les premiers facteurs s’associant au pre-ARNmM ont pour réle de reconnaitre les sites
donneurs et accepteurs d’épissage. Une fois ces sites définis, les autres facteurs d’épissage
s’assemblent a leur tour sur le pré-ARNm pour les étapes couplées d’élimination des introns

et de ligation des exons flanquants.
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Les études de ’assemblage des complexes splicéosomaux sur le pré-ARNm réalisées
«in vitro » ont permis de mettre en évidence la formation de 5 complexes possédant une
mobilité électrophorétique différente lorsqu’ils sont fractionnés par électrophorese sur gel non
dénaturant (Jurica et al, 2002) : les complexes H, E, A, B et C. Chacun de ces complexes
correspond a I’assemblage ordonné de particules snRNP et de protéines non-snRNP. De
nombreuses protéines splicéosomales n’appartenant pas aux particules UsnRNP participent
¢galement a I’assemblage des UsnRNP sur le pré-ARNm et s’associent aux complexes
splicéosomaux de manicre stable ou transitoire.

De fagon remarquable, I’assemblage se fait par étapes. Il est initié¢ par des associations
stables de la particule SnRNP U1 au niveau du site d’épissage 5° (Michaud & Reed, 1991), de
la protéine SF1 au niveau de la boite de branchement et du facteur auxiliaire U2AF au niveau
de la séquence polypyrimidine. L’ensemble de ces protéines participe a la formation du
complexe précoce ou d’engagement (complexe E). L hydrolyse de I’ATP conduit ensuite a la
formation du complexe A, lequel est caractérisé par 1’association stable de la particule ShRNP
U2 au niveau de la boite de branchement. Enfin, 1’incorporation de la tri-snRNP (U4/U6-U5)
au sein des complexes pré-splicéosomaux suivie de réarrangements structuraux massifs
conduit a la formation des complexes catalytiques actifs B et C. C’est au cours de la formation

de ces deux derniers complexes qu’a lieu la réaction d’épissage proprement dite (Figure 6B).
11.1.2.4 Les différents modes d’épissage alternatif
Parallélement a 1’épissage constitutif, des ARNm distincts peuvent étre produits a
partir d’'un méme gene par différents procédés. A ce jour, 5 types d’épissage alternatif ont été

décrits dans la littérature (Figure 7).

Les exons dits « cassettes » : ils sont soit inclus, soit exclus de ’ARNm mature. Ils

représentent les événements d’épissage alternatif les plus fréquents et sont en géneéral de petite
taille et exprimés de maniére tissu-spécifique. De ce cas, I'utilisation des sites 5 et 3’
correspondants est tissu-spécifique. Par exemple, le proto-oncogene c-SRC codant une
tyrosine kinase subit un épissage tissu-spécifique. L’inclusion de 1’exon N1 dans les neurones
conduit a I’insertion de 6 acides aminés dans le domaine SH3 de la protéine kinase, ce qui
affecte sa capacité d’interaction avec d’autres partenaires protéiques (pour revue, Brown &

Cooper, 1996).
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Les sites d’épissage 5° et 3’ alternatifs : Plusieurs sites d’épissage 5’ ou 3’ alternatifs en

competition les uns avec les autres peuvent étre présents dans une méme séquence exonique.
La sélection d’un des sites conduit a 1’expression d’un des variants d’épissage de ’ARNm
codant pour une isoforme protéique distincte. Ce systeme est largement utilisé par les virus

(pour revue, Akusjarvi & Stevenin, 2003).

La rétention d’intron : Un intron peut étre inclus dans ’ARNm. Dans ce cas, on parle de

rétention d’intron. Cette rétention peut étre tissu-spéecifique. Chez la drosophile par exemple,
I’épissage du 3° intron de I’élément P produit une transposase dans les cellules germinales,
alors que sa rétention dans les cellules somatiques conduit a la production d’une protéine qui

réprime la transposition (Laski et al, 1986).

Les exons dits mutuellement exclusifs : ils ne sont jamais présents ensemble dans les ARNm

matures, bien qu’ils aient des sites 5’ et 3” fonctionnels. Par exemple, les exons 2 et 3 du pré-
ARNm de I’a tropomyosine de rat sont mutuellement exclusifs et leur inclusion est tissu-
spécifique. En effet, I’exon 2 est utilisé exclusivement dans les cellules des muscles lisses

tandis que I’exon 3 est utilisé dans les autres types cellulaires (Wieczorek et al, 1988).

Promoteurs ou sites de polyadénylation alternatifs : Le choix des promoteurs transcriptionnels

et des sites de polyadénylation influence 1’identité des exons terminaux d’'un ARNm. Les
génes ayant des promoteurs multiples présentent une organisation propice a la régulation

cloisonnée au niveau des différents tissus.

Typiquement, un pré-ARNm contenant plusieurs exons peut subir différents patrons
d’épissage alternatif (pour revue Black, 2003). Le choix des sites d’épissage peut dépendre du
type cellulaire, de 1’état de différenciation de la cellule, de I’activation des voies de
signalisation ou encore du sexe de I’individu. Tous les pré-ARNm qui subissent I’épissage

alternatif présentent des sites d’épissage faibles.

~36 ~



Introduction : II. Epissage des pré-ARNm et protéines SR

Pré-ARNm Variants d’épissage
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Figure 7 : Représentation des différents modes d’épissage alternatif et constitutif.

Sont représentés en vert les exons constitutifs, en orange les exons alternatifs, et en traits pleins les introns.
Différentes combinaisons d’assemblage des exons, voire de rétention d’intron sont possibles. En outre,
I’épissage alternatif peut conduire a I’utilisation de sites de polyadénylation distincts. L’utilisation de
promoteurs multiples peut également dicter le choix d’épissage.

Adapté d’apres Blencowe, 2006.

11.1.3 Régulation de I’épissage alternatif

Les événements d’épissage alternatif ne doivent rien au hasard. Plusieurs études ont
attesté de variations des profils d’épissage d’un méme géne au cours du développement, selon
le tissu ou D’activité cellulaire considéré, mais également en réponse a la stimulation par des
facteurs de croissance tels que des cytokines ou des hormones. Ces données prouvent que
I’épissage est un mécanisme finement régulé et que les signaux extracellulaires peuvent
influer sur I’apparition de tel ou tel transcrit. Cette régulation fait intervenir des séquences
exoniques ou introniques agissant en “cis" et des facteurs protéiques liant ces séquences

agissant en "trans".
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11.1.3.1 Des sites d’épissage sous-optimaux et des éléments de séquences
régulatrices agissant en *'cis™

Tous les prée-ARNm épissés alternativement possédent la caractéristique d’avoir des
sites d’épissage faibles ou sous-optimaux. A la différence des sites d’épissage forts utilisés
constitutivement qui possedent des séquences fortement similaires aux séquences consensus
établies pour les sites d’épissage 5’ et 3°, les sites d’épissage sous-optimaux comportent
fréquemment des séquences dégénérées par rapport aux séquences consensus. Ainsi, les sites
3’ faibles ont souvent un enchainement de pyrimidines entrecoupé de purines et/ou une
séquence de branchement non canonique, parfois méme 1’adénosine qui sert au branchement
est substituée par un autre nucléotide. Ces caractéristiques rendent moins efficiente
I’interaction des composants du splicéosome avec les séquences situées aux jonctions exon-
intron et intron-exon. Dans ce cas, I’assemblage des complexes splicéosomaux est guidé et
facilité par des facteurs protéiques qui se fixent a des éléments régulateurs présents a
I’intérieur des exons et /ou des introns. Il existe deux types de séquences régulatrices : des
séquences activatrices ESE (Exonic Splicing Enhancer) ou ISE (Intronic Splicing Enhancer)
et des séquences inhibitrices ESS (Exonic Splicing Silencer) ou ISS (Intronic Splicing

Silencer) (Figure 8).

Figure 8 : Régulation de I’épissage alternatif par des séquences régulatrices.

L’épissage alternatif est contrdlé par ’existence, au niveau du pré-ARNm, de séquences régulatrices
définies sur la base de leur localisation et de leur activité. Il existe des séquences exoniques activatrices
ESE (Exonic Splicing Enhancer) et inhibitrices ESS (Exonic Splicing Silencer), ainsi que des séquences
introniques activatrices ISE (Intronic Splicing Enhancer) et inhibitrices 1SS (Intronic Splicing Silencer).
Les ESE et ISE fixent des protéines de la famille SR qui vont activer les sites d’épissage adjacents ou
inhiber les séquences inhibitrices, tandis que les ESS et ISS répriment les sites d’épissage ou les séquences
activatrices via la fixation des protéines de la famille hnRNP. Le choix des exons alternatifs (représentés ici
en gris) dépend donc de la balance entre les éléments régulateurs sur le pré-ARNm et le ratio des protéines
régulatrices interagissant avec eux.

Adapté d’apreés Blencowe, 2006.

Ces éléments régulateurs activateurs ou inhibiteurs agissent par I’intermédiaire de

leurs partenaires protéiques. Ainsi, les protéines hnRNP sont la plupart du temps associées
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aux séquences inhibitrices tandis que les protéines SR, comme nous le détaillerons plus tard,
sont recrutées au niveau des séquences activatrices. Différentes approches, expérimentales et
informatiques ont été développées pour identifier ces différentes sequences regulatrices
(Fairbrother & Chasin, 2000; Zhang & Chasin, 2006). D’une manicre générale, la distribution
des séquences activatrices ou inhibitrices varie en fonction des exons constitutifs, des exons
alternatifs et des introns. En effet, on trouve une forte proportion de séquences inhibitrices
dans les introns tandis que les exons constitutifs sont riches en séquences activatrices. De
facon intéressante, les exons alternatifs contiennent quasiment autant de séquences

activatrices que des séquences inhibitrices (pour revue, Blencowe, 2006).

11.1.3.2 Facteurs protéiques impliqués dans I’épissage et agissant en "'trans"’

Deux grandes familles protéiques jouent un role déterminant dans la régulation de
I’épissage et le choix des exons a épisser : les protéines de la famille SR (Serine/Arginine-
rich) et les protéines de la famille hnRNP (Heterogeneous Nuclear Ribonucleoprotein). Ces
protéines influencent toutes, de facon dépendante de leur concentration, de leur localisation
et/ou de leur activation, 1’assemblage des complexes splicéosomaux aux sites d’épissage, en
interagissant avec d’autres facteurs d’épissage et/ou les séquences régulatrices présentes au
niveau du pré-ARNm.

La famille des protéines hnRNP comprend une vingtaine de membres nommés hnRNP
Al a U (Choi & Dreyfuss, 1984), dont les plus représentés sont hnRNP Al, A2, B1, B2, C1 et
C2. Elles sont trés abondantes dans la cellule, jusqu’a 100 millions de copies par cellule. Ces
protéines contiennent un ou plusieurs domaines de fixation a I’ARN appelés domaines RRM
(RNA Recognition Motif) généralement localisés dans leur région N-terminale, ainsi que des
domaines dits auxiliaires. Au sein du noyau, les protéines hnRNP sont majoritairement
localisées dans le nucléoplasme. Certaines sont capables de faire la navette entre le noyau et
le cytoplasme, comme c’est le cas de la protéine hnRNP A1 (Pinol-Roma & Dreyfuss, 1992).
Les protéines hnRNP sont présentes sur chaque transcrit de géne codant une protéine et
peuvent intervenir indirectement sur la maturation des transcrits. Elles peuvent également agir
de maniére spécifique sur la régulation de 1’épissage alternatif d’un pré-ARNm en se fixant
avec une tres forte affinité sur les séquences régulatrices ESS et en réprimant 1’épissage. La
protéine hnRNPA1 est un régulateur négatif de ’utilisation des sites d’épissage, aussi bien 5’
que 3°. Il a ainsi ét¢ montré qu’au niveau du site 5’ d’épissage, la protéine hnRNPAL est un
antagoniste des activités des protéines SR (Mayeda & Krainer, 1992; Caceres et al, 1994).
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A coté de la famille des protéines hnRNP, la famille des protéines SR joue un role clé
au cours des différentes étapes du processus d’épissage. Ces protéines se caractérisent par un
ou deux domaines de fixation a I’ARN, de type RRM, et un domaine RS riche en résidus
sérine et arginine. Les protéines SR sont essentielles a la définition de 1’exon chez les
eucaryotes supérieurs (pour revue, Graveley, 2000), et sont aussi bien impliquées dans
’épissage constitutif que dans les régulations de I’épissage alternatif. Nous reviendrons dans

un prochain chapitre sur cette famille de régulateurs clés de I’épissage.

A la lumiere des données disponibles dans la littérature, il est manifeste qu’un jeu
délicat existe entre les séquences agissant en "cis" et les facteurs agissant en "trans" pour

moduler 1’épissage des exons (pour revue, Smith & Valcarcel, 2000).

11.1.4 Couplage entre transcription et épissage

Initialement, il a été supposé que les molécules d’ARNm étaient épissées seulement
apres avoir été complétement synthétisées et libérées de la matrice ADN. Cependant, les
points de vue actuels supportent largement le concept d’un couplage spatial et temporel entre
la transcription et I’épissage qui apporte un niveau supplémentaire de régulation de 1’épissage.
Le couplage transcription/épissage s’appuie sur diverses constatations. Le premier argument
historique en faveur du couplage transcription/épissage repose sur 1’observation de la
formation de boucles d’introns sur le pré-ARNmM naissant durant la transcription de génes
embryonnaires chez la drosophile (Beyer & Osheim, 1988). Ainsi, 1’épissage semble dans la
plupart des cas étre initié co-transcriptionnellement, avec une cinétique identique a celle de la
transcription. Néanmoins, 1’épissage co-transcriptionnel n’est pas obligatoire. Dans les génes
longs par exemple, certains introns peuvent étre épissés de maniere co-transcriptionnelle
tandis que d’autres peuvent étre excisés une fois la transcription terminée. Un second
argument en faveur du couplage transcription/épissage est 1’observation d’une co-localisation
des acteurs moléculaires régulant ces deux processus. Ainsi, les facteurs d’épissage
s’accumulent a proximité des sites de transcription actifs au sein de corps nucléaires appelées
"speckles” (Huang & Spector, 1991), et le reperage des transcrits poly(A) avec une sonde
oligo (dT) ou le marquage d’une sous-unité de I’ARN polymérase II ont révélé leur
localisation dans les speckles (Carter et al, 1993; Mortillaro et al, 1996). De plus, plusieurs
génes se localisent a la périphérie ou a I’intérieur des speckles (Huang & Spector, 1991; Jolly

et al, 1999; Brown et al, 2008). On peut également souligner le fait que certaines protéines
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affichent une dualité¢ de fonctions, en agissant sur les deux procédés a la fois, comme c’est le
cas de I’activateur transcriptionnel E2 du papilloma virus humain (Lai et al, 1999) ou du co-
activateur thermogénique PGC-1 (Monsalve et al, 2000). De facon intéressante, PCG-1
affecte 1’épissage alternatif uniquement lorsqu’il est recruté au niveau des complexes

interagissant avec les régions promotrices.

Un déterminant majeur de la coordination physique et fonctionnelle des étapes de
transcription et maturation de I’ARNm est le domaine C-terminal (CTD) de I’ARN
polymérase II. Constitué¢ de 52 répétitions de la séquence consensus YSPTSPS chez ’homme,
il agit comme une Véritable plateforme de recrutement en fixant directement les facteurs des
machineries de transcription et d’épissage. Par exemple, il a été mis en évidence ’interaction
de ’ARN polymérase II avec les protéines de la famille SR (Das et al, 2007) ainsi qu’avec
d’autres composants du splicéosome tels que U2AF et les différentes protéines snRNPs
(Mortillaro et al, 1996; Robert et al, 2002; Kameoka et al, 2004). Ces interactions
permettraient le positionnement des facteurs d’épissage a proximité étroite de I’ARN naissant,
et favoriserait un épissage co-transcriptionnel plus performant (Figure 9). De facon
importante, les changements dynamiques et séquentiels de la phosphorylation du CTD
semblent jouer des rbles significatifs dans ce contexte. Pendant 1’étape d’initiation de la
transcription, lorsque I’ARN polymérase Il est située sur des régions promotrices proximales,
les séquences consensus du CTD sont phosphorylées sur la sérine en position 5 (Ss). Par la
suite, lorsque I’ARN polymérase II devient processive, la phosphorylation augmente sur la
sérine en position 2 (S,), catalysée par le complexe kinase pTEFb. C’est a ce stade que le
CTD peut interagir avec différents facteurs d’épissage et faciliter leur recrutement au niveau
de ’ARNm naissant (Hirose & Ohkuman, 2007). En outre, des données suggerent un role
plus direct du CTD dans la reconnaissance de I’exon et conduisent a spéculer que le CTD ne
serait pas seulement une plateforme de fixation des facteurs d’épissage, mais permettrait aussi
le rapprochement et la juxtaposition d’exons consécutifs, facilitant ainsi 1’assemblage du
splicéosome (Zeng & Berget, 2000; Maniatis & Reed, 2002). De plus, la vitesse d’élongation
de ’ARN polymérase II joue également un réle dans la régulation de 1’épissage alternatif
(Kadener et al, 2002; de la Mata et al, 2003; Kornblihtt, 2006). Ainsi, une ARN polymérase 11
peu processive ou faisant des pauses internes au cours de 1’é¢longation offrirait un temps plus
long pour la reconnaissance des sites d’épissage faibles par la machinerie d’épissage et
favoriserait ainsi I’inclusion d’exons alternatifs. A I’inverse, une ARN polymérase II ayant

une vitesse ¢élevée ou ne faisant pas de pauses internes encouragerait 1’exclusion d’exons
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possédant des sites d’épissage sous-optimaux. La encore, les changements dans la vitesse
d’¢longation de I’ARN polymérase II mettent en jeu des modifications de la phosphorylation
de son domaine CTD (Batsche et al, 2006, Kornblihtt, 2006). Par exemple, il a été observé
que le ralentissement de la vitesse d’¢longation de I’ARN polymérase II au niveau du gene
CD44 s’accompagnait de la phosphorylation de la sérine en position 5 du CTD (Batsche et al,
2006). De plus, une étude récente a montré que la protéine SR SC35 régulait positivement
I’étape d’élongation de la transcription au niveau de génes spécifiques via une augmentation
de la phosphorylation du CTD de I’ARN polymérase II au niveau de la sérine 2 (Lin et al,
2008).

é|ongution —
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d'épissage
transcription | ‘
k\ CTD

UlsnRNP p52

Protéine €2 Spl'l/PU.l / '
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Facteurs impliqués dans la
transcription et 'épissage

Figure 9 : Transcription et épissage, deux événements couplés pour un meilleur contréle de
I’expression génique.

Outre la protéine oncogénique Spi-1/PU.1, plusieurs exemples de protéines impliquées dans les deux
processus, transcription et épissage, sont déja connues : P52, un activateur transcriptionnel, est capable
d’interagir avec le facteur d’épissage SF2/ASF (Ge et al, 1998). sSnRNP U1, facteur d’épissage essentiel du
splicéosome, peut se lier a plusieurs protéines impliquées dans la transcription: le facteur d’élongation
TAT-SF1 (Fong & Zhou, 2001), le facteur général de transcription TFITH, et méme I’ARN polymérase 11
(Kwek et al, 2002). La protéine €2, activateur transcriptionnel des genes viraux, peut elle aussi interagir
avec des facteurs d’épissage de la famille des protéines SR ou avec des protéines associées aux snRNP (Lai
et al, 1999). CAP: capping de ’ARNm ; CTD: domaine carboxyterminal de I’ARN polymérase II.

D’apreés Theoleyre & Baklouti, 2004.

Un autre argument en faveur du couplage entre transcription et épissage repose sur
I’observation que les co-régulateurs transcriptionnels de certains facteurs de transcription
recrutés au niveau des promoteurs de leurs génes cibles sont non seulement capables
d’augmenter la quantité du transcrit, mais aussi de modifier la nature des variants d’épissage
synthétisés par ces genes (Auboeuf et al, 2002, 2004a, 2004b, 2005; Dowhan et al, 2005).

Dans certains cas, les effets de ces co-régulateurs transcriptionnels sur 1’épissage sont

dépendants du promoteur. Ces données indiquent que 1’épissage des transcrits pourrait aussi
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étre contrdlé par des facteurs de transcription. C’est le cas du facteur de transcription Spi-
1/PU.1 (Hallier et al, 1998) qui régule I’épissage de facon dépendante de sa liaison au
promoteur de ses genes cibles (Guillouf et al, 2006) (Figure 9). Les facteurs de transcription
peuvent également moduler la vitesse d’élongation de I’ARN polymérase 1. Par exemple, le
facteur de transcription oncogénique EWS-FLil affecte le ratio des variants d’épissage de la
cycline D1 en diminuant la vitesse d’¢longation de I’ARN polymérase II au niveau de ce géne
(Sanchez et al, 2008). Finalement, ils peuvent recruter des facteurs de remodelage de la
chromatine qui alterent la structure chromatinienne, favorisant ainsi 1’accés des composants
spliceosomaux sur le pré-ARNm néo-synthétisé. Inversement, les protéines contrélant
I’épissage peuvent affecter la transcription. Ainsi, les travaux de Fong et Zhou ont montré que
les particules snRNP du splicéosome interagissent avec le facteur de transcription et
d’¢longation TAT-SF1 et stimulent fortement 1’élongation transcriptionnelle (Fong & Zhou,
2001). De méme, la snRNP U1 s’associe au facteur général de transcription TFIIH et régule
I’initiation transcriptionnelle, en addition de son rdle dans 1’épissage (Kwek et al, 2002)

(Figure 9).

De facon importante, les données de la littérature les plus récentes indiquent que le
couplage entre la transcription et 1’épissage s’inscrit probablement dans un processus
dynamique plus global ou entre en jeu la structure de la chromatine. Plusieurs observations
vont dans ce sens. L’épissage alternatif peut étre régulé par les enzymes de remodelage de la
chromatine. Par exemple, la trichostatine A (TSA), un puissant inhibiteur des histones
déacétylases, favorise I’exclusion d’exons alternatifs, vraisemblablement via
I’hyperacétylation de 1’extrémité N-terminale des histones et 1’accélération du passage de
I’ARN polymérase II (Nogues et al, 2002). De plus, le complexe de remodelage SWI/SNF
régule positivement 1’inclusion d’exons alternatifs de divers genes, incluant ceux codant pour
les protéines d’adhérence E-cadhérine et CD44, le régulateur du cycle cellulaire cycline D1
ainsi que le facteur pro-apoptotique BIM (Batsche et al, 2006). Dans ce cas, la protéine BRM,
la sous-unité ATPase du complexe SWI/SNF, interagit directement avec les complexes
contenant les ShARNs Ul et U5 de méme qu’avec la protéine de liaison a I’ARN Sam68
(Figure 10). Enfin, il a été récemment rapporté un role de [Iactivitt HAT de
I’acétyltransférase GCNS5 dans le recrutement co-transcriptionnel de la particule SnRNP U2 au
niveau de la boite de branchement (Gunderson & Johnson, 2009).
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Figure 10 : Régulation de I’épissage du pré-ARNm par la structure chromatinienne et par les
enzymes de remodelage de la chromatine.

L’extrémité N-terminale des histones présente une haute affinité pour I’ARN du fait de sa charge positive.
Le modéle présenté ici suggere que les queues N-terminales des histones pourraient capturer les molécules
de pré-ARNm immeédiatement apres leur synthése et les libérer seulement apres leur prise en charge par les
autres protéines de liaison a ’ARN. L’épissage serait ainsi facilité par les protéines régulatrices de la
structure chromatinienne et les informations épigénétiques portées par les histones. Par exemple, le
complexe de remodelage de la chromatine SWI/SNF qui s’associe aux snRNAs (en particulier avec U5)
pourrait aider au recrutement des complexes splicéosomaux au niveau de leurs substrats ARN. Les
modifications des histones et le degré de compaction de la chromatine différent entre introns et exons. Ces
différences dans la structure chromatinienne pourrait influer sur les interactions histone-ARN et aider la
machinerie du splicéosome a reconnaitre les séquences introniques.

D’apreés Allemand et al, 2008.

En accord avec un réle de la structure chromatinienne « per se » dans le controle de
I’épissage, deux études indépendantes ont récemment montré que les séquences ADN
associées aux nucléosomes étaient préférentiellement localisées au niveau des exons
(Schwartz et al, 2009; Tilgner et al, 2009). De facon remarquable, la longueur d’un seul tour
d’ADN autour du nucléosome est la méme que celle d’un exon humain typiquement reconnu
par le splicéosome. Cette corrélation entre la distribution des nucléosomes et 1’architecture
exon-intron pourrait donc jouer un role critique dans la reconnaissance des exons au sein du
prée-ARNm au cours de 1’épissage co-transcriptionnel et supporte un modéle dans lequel les
nucléosomes pourraient servir de «ralentisseurs » a ’ARN polymérase II au cours de
I’élongation (Figure 10). Par ailleurs, des travaux récents ont démontré un enrichissement de
la triméthylation de la lysine 36 de I’histone H3 (H3K36me3) au niveau des exons
comparativement aux régions introniques (Kolasinska-Zwierz et al, 2009). Cette signature
épigénétique exonique pourrait également contribuer au recrutement des facteurs d’épissage a
la chromatine.

Cette derniére hypothese a été confortée par des travaux montrant que deux facteurs
d’épissage, les protéines SR SRp20 et SF2/ASF, interagissent avec les histones d’ une maniére

dépendante de la phosphorylation de 1’histone H3 sur sa sérine en position 10 (Loomis et al,
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2009). Des expériences de FRET suggerent une interaction directe possible du facteur
d’épissage SC35 avec I’ADN (Sapra et al, 2009). Par ailleurs, plusieurs marques
épigénétiques des histones faciliteraient le recrutement des facteurs d’épissage aux éléments
régulateurs agissant en "cis" de I’ARN naissant et affecteraient la sélection des sites
d’épissage. Ainsi, il a été montré que la protéine de reconnaissance de 1’histone H3
trimethylée sur la lysine en position 4 (H3K4me3) CHD1 s’associe aux facteurs
splicéosomaux et facilite leur recrutement au niveau des molécules d’ARN néo-synthétisées,
potentialisant ainsi I’efficacité d’épissage (Sims et al, 2007). Dernierement, une autre étude a
montré que la protéine MRG15 qui se lie a I’histone H3 triméthylée sur la lysine en position
36 (H3-K36me3) interagit directement avec le régulateur d’épissage PTB (Polypyrimidine
Tract Binding protein) et module la sélection des sites d’épissage dépendant de PTB (Luco et
al, 2010). Ces travaux soutiennent 1’existence de systémes « adaptateurs », comprenant une
ou plusieurs marques épigénétiques d’histones qui interagisse(nt) avec une protéine de liaison
a la chromatine spécifique, elle-méme interagissant avec une protéine impliquée dans la
régulation de 1’épissage (Figure 11). Ces données renforcent 1’idée d’un roéle direct des

modifications des histones dans le contrdle de 1’épissage.

DD

@ @ o

* H3-Kdme1
@ H3-K36me3

Figure 11 : Modé¢le du recrutement des facteurs d’épissage par les modifications épigénétiques
des histones durant la transcription.

Le systtme dit « adaptateur » met en jeu une signature épigénétique des histones (H3-K36me3), une
protéine de liaison a la chromatine (MRG15) et un régulateur d’épissage (PTB). Il permet la lecture des
marques des histones par la machinerie du splicéosome et améliore 1’efficacité de I’épissage du pré-ARNmM
et I’¢longation de la transcription.

D’aprés Luco et al, 2010.

Ces différentes observations déemontrent donc I’existence d’un couplage réciproque

entre transcription et épissage et d’une interconnexion fonctionnelle reliant les protéines de

ces deux machineries. Il est par conséquent possible que 1’altération de 1’un de ces deux
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événements se répercute sur 1’autre. De plus, ces interconnexions pourraient gouverner des
événements d’épissage spécifiques d’un tissu, d’un stade de développement ou d’un état

pathologique de la cellule.

I1.2. Les protéines SR

Parmi toutes les protéines nécessaires a 1’épissage, la famille des protéines SR joue un
role crucial a la fois dans I’épissage constitutif et alternatif, et ce, depuis les étapes précoces
de définition d’exon et d’assemblage des complexes splicéosomaux, jusqu’a des événements
post-épissage. La dénomination de ces protéines est liée a la présence d’un domaine C-
terminal riche en enchainements Sérine (S) — Arginine (R) appelé domaine RS. Découvertes
initialement chez la drosophile (Amrein et al, 1988), ces protéines sont particulierement bien
conservées chez les métazoaires et les plantes, ainsi que chez certaines espéces d’eucaryotes

inférieurs comme Schizosaccharomyces pombe (Gross et al, 1998).
I1.2.1 Présentation de la famille des protéines SR

Depuis 1991, dix protéines SR, avec des tailles variant de 20 a 75 kDa, ont été
identifiées chez I’homme : SF2/ASF (Ge et al, 1991; Krainer et al, 1991), SC35 ou SRp30b
(Fu & Maniatis, 1992a), SRp20 (Ayane ef al/, 1991), SRp30c, SRp40, SRp55 (Screaton et al,
1995), 9G8 (Cavaloc et al, 1994), SRp75 (Zahler et al, 1993), SRp54 (Chaudhary et al, 1991)
et SRp46 (Soret et al, 1998) (Figure 12). Les protéines SR sont toutes abondantes, certaines
sont méme présentes a plus de 10’ molécules par noyau de cellule. Chaque membre de la
famille des protéines SR présente les criteres suivants (Zahler et al, 1992): (1) capacité
d’induire 1’épissage « in vitro » lorsque la protéine SR est ajoutée a un extrait cytoplasmique
S100, déficient pour cette fonction, du fait de la présence en quantité treés limitée des
différents facteurs d’épissage ; (2) organisation structurale similaire comprenant un ou deux
domaines de reconnaissance de I’ARN (RRM) en N-terminal et un domaine riche en
enchainements de dipeptides RS ou SR nommé domaine RS en C-terminal; (3)
reconnaissance par I’anticorps monoclonal mAb104 dirigé contre les phosphosérines, les
sérines du domaine RS étant phosphorylées (Roth ef al, 1990) ; (4) purification en chlorure de

magnésium ; (5) conservation en taille et en séquence au cours de 1’évolution. Selon que leur
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domaine de fixation a I’ARN renferme respectivement un ou deux motifs RRM, les protéines

SR sont sub-divisées en 2 sous-familles : (i) de type SC35 ou (ii) de type SF2/ASF.

SRp20

sc35
SRpa8
SRp54 | RRM | RS |

SRp30c
SF2/ASF | RRM1 | RRM2 [RS|

SRp40 RRM1 | RRM2 | RS

SRp55 | RRM1 [ RRM2 [ RS |
SRp75 | RRM1 | RRM2 | RS |
9G8 _RRM_[2n]| RS |

Figure 12 : Organisation structurale de la famille des protéines SR humaines.
Les domaines structuraux des protéines SR sont représentés sur ce schéma. RRM = RNA Recognition
Motif ; RS = domaines riches en résidus sérine et arginine ; Zn = motif en doigt de zinc.

Plus récemment, des études génomiques a large €chelle ont permis d’identifier un
grand nombre de protéines contenant un domaine RS. La plupart d’entre elles sont conservées
chez les eucaryotes supérieurs et fonctionnent non seulement dans 1’épissage du pré-ARNm
ou dans le métabolisme de I’ARN, mais aussi dans d’autres processus cellulaires tels que le
remodelage de la chromatine, la transcription et la progression du cycle cellulaire (Boucher et
al, 2001). Cependant, de part leurs différences structurales, leur manque de reconnaissance
par 1’anticorps mAb104, ou I’absence d’un motif RRM, ces protéines ont ét¢ dénommées
protéines SR-like ou SR-related (SRr). Certaines de ces protéines sont des facteurs d’épissage
comme U2AF> et U2AF®, d’autres sont des protéines de particules snRNP (U1-70K, U5-
100K et [U4/U6.U5]-27K), d’autres enfin sont des protéines régulatrices de 1’épissage
(hTra2a et hTra2p) ou des protéines co-activatrices (SRm160 et SRm130) (Blencowe et al,
1999). On trouve également dans cette catégorie des ARN hélicases (hPrp16, HRH1), et de
maniere intéressante, une famille de protéines kinases impliquée dans la phosphorylation du

domaine RS des protéines SR (CLK/STY 1, 2, 3).
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I1.2.2 Principales caractéristiques structurales des protéines SR

Les protéines SR ont une organisation structurale commune caractéristique (Graveley,
2000). Elles contiennent un ou deux domaines de liaison a I’ARN dans la région N-terminale
dénommés domaines RRM, et un domaine riche en sérine et en arginine de longueur variable
dans leur extrémité C-terminale appelé domaine RS. Les domaines RRM et RS sont
modulaires. En effet, les domaines RRM peuvent étre échangés entre les protéines SR
(Chandler et al, 1997) et peuvent fixer ’ARN en 1’absence du domaine RS (Zuo & Manley,
1993). Les domaines RS sont également interchangeables (Chandler et al, 1997; Wang et al,
1998a) et peuvent fonctionner méme quand ils sont fusionnés a un domaine RRM hétérologue
(Graveley & Maniatis, 1998). Les caractéristiques structurales d’une protéine SR entiére n’ont
pas encore €té¢ décryptées. Seule la structure des domaines RRM isolés a été analysée par
spectroscopie a résonance magnétique nucléaire (RMN) et aucune information structurale
détaillant le domaine RS n’est disponible a ce jour. Cela peut s’expliquer par la faible
solubilité de ces protéines sous leur forme libre et I’état inconnu de phosphorylation des

résidus sérines a 1’intérieur du domaine RS.

I1.2.2.1 Le domaine RRM de fixation a ’ARN des protéines SR

Les domaines RRM (RNA Recognition Motif) sont les motifs structuraux de fixation a
I'ARN les plus fréquemment retrouvés chez 1'homme et ils déterminent la spécificité de
liaison a I’ARN des protéines qui les renferment. Ces domaines contiennent environ 90 acides
aminés et sont caractérisés par 2 séquences signature, I'une constituée de 8 résidus, RNP-1
(RGFGFVXF) et l'autre constituée de 6 résidus, RNP-2 (LFVGNL). L'unique domaine RRM
de SC35 ainsi que le domaine RRM1 d'ASF/SF2 portent chacun les deux séquences signature
et seraient capables de conférer une spécificité¢ de sélection du site d’épissage (Dauksaite &
Akusjarvi, 2004). Pour la majorité¢ des protéines SR possédant deux domaines de liaison a
I’ARN, le second ne correspond pas vraiment a la séquence consensus du RRM et fait
référence au domaine RRM homologue (RRMH). La seule exception est la protéine 9G8 qui
contient un domaine RRM et un domaine en doigt de zinc capable de s’associer a ’ARN

(Cavaloc et al, 1994) (Figure 12).

De nombreuses études ont cherché a caractériser les séquences ARN reconnues par

chacune des protéines SR (Tacke & Manley, 1995; Tacke et al, 1997; Liu et al, 1998; Cavaloc
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et al, 1999; Liu et al, 2000). Plusieurs approches ont ét¢ développées et notamment la
méthode SELEX (Systematic Evolution of Ligands by EXponential enrichment) qui implique
la sélection des sites de fixation de haute affinité a partir d’un mélange de séquences ARN
randomisées (Tuerk & Gold, 1990). Cette technique a permis 1’identification de sites de
fixation de haute affinité pour SF2/ASF et SC35 (Tacke & Manley, 1995), SRp40 (Tacke et
al, 1997), ainsi que pour 9G8 et SRp20 (Cavaloc et al, 1999). Ces sites de fixation sont
constitués de séquences riches en purines ressemblant aux séquences des sites d’épissages 5’
ou aux séquences exoniques. De nombreuses approches bio-informatiques ont également été
employées pour définir des séquences susceptibles de controler I’inclusion d’exon. La
conclusion émanant de ces diverses expériences est que les protéines SR reconnaissent un
large éventail de séquences ARN. Cependant, elles n’ont pas toutes la méme spécificité de
fixation a I'ARN et les séquences consensus qu’elles reconnaissent sont plutdt dégénérées.
Ces informations témoignent donc d’une activité différentielle des protéines SR dans le
contrble de 1'épissage alternatif (Tacke & Manley, 1999). Parallélement a leur capacité a lier
I’ARN, des études structurales plus récentes ont également montré que certains domaines

RRM sont utilisés pour établir des interactions protéine-protéine (Maris et al, 2005).

11.2.2.2 Le domaine RS des protéines SR

Le domaine C-terminal des protéines SR contient un grand nombre d'enchainements
de dipeptide RS (jusqu'a 80% dans le domaine de SC35). La longueur du domaine RS varie
de 24 (SRp30c) a 316 résidus (SRp75). 1l a été¢ démontré que le domaine RS agit comme une
plateforme d'interactions protéine-protéine. En effet, il participe aux interactions protéiques
avec un grand nombre d’autres facteurs d’épissage contenant un domaine RS (Wu &
Maniatis, 1993; Kohtz et al, 1994), comme les protéines SR-like (Blencowe et al, 1999), mais
aussi avec d’autres facteurs de régulation de la machinerie d'épissage, tels que les protéines
Tra, Tra2, Ul-70K et U2AF® (Wu & Maniatis, 1993; Amrein et al, 1994; Kohtz et al, 1994).
De fagon intéressante, il a ét¢ montré que les domaines RS étaient suffisants pour médier ces
interactions protéiques. Ces interactions impliquent des arginines chargées positivement et des
sérines phosphorylées, indiquant clairement que la phosphorylation du domaine RS
conditionne fortement les interactions des protéines SR avec leurs partenaires et donc leur
activité (Graveley et al, 1998). Parallélement, comme nous 1’aborderons plus en détail dans la
suite de ce chapitre, le degré de phosphorylation du domaine RS conditionne aussi la

localisation sub-cellulaire des protéines SR, et notamment leur ciblage dans les speckles
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nucléaires (Hedley et al, 1995; Caceres et al, 1997) ou leur recrutement au niveau des sites
actifs de transcription (Misteli et al, 1998). Le domaine RS est aussi impliqué dans le
transport noyau-cytoplasme de certaines protéines SR (Caceres et al, 1998) et dans la
rétention nucléaire de la protéine SC35 (Cazalla et al, 2002). Enfin, des données récentes ont
montré que le domaine RS peut aussi étre en contact direct avec le pré-ARNm via la boite de
branchement et le site d’épissage 5°, suggérant une voie alternative pour promouvoir
I’assemblage du splicéosome (Shen et al, 2004). Ce domaine RS est donc essentiel a
I’activation des protéines SR tant par les interactions protéine-protéine et protéine-ARN qu’il

engage, que par son effet sur la localisation sub-cellulaire de ces protéines.

I1.2.3 Mécanismes d’action des protéines SR

I1.2.3.1 Role des protéines SR dans I’épissage constitutif et alternatif

Les protéines SR participent a de multiples étapes dans 1’assemblage du splicéosome
ce qui les rend essentielles, aussi bien dans I’épissage constitutif que dans I’épissage
alternatif. Dans 1’épissage constitutif, les protéines SR assurent un role de "ciment" des les
¢tapes précoces de 1’assemblage des complexes splicéosomaux et contribuent aussi a la
définition des exons et des introns (Sanford ef al, 2005). Ces effets requierent leur fixation via
leur domaine RRM a des séquences exoniques spécifiques (role exon-dépendant), mais aussi
leurs interactions via leur domaine RS avec des partenaires protéiques (role exon-

indépendant).

a) Role dans I’épissage constitutif

La sélection des sites d’épissage est médiée par la fixation des protéines SR via leur
domaine RRM sur les séquences exoniques activatrices (ESE) du pré-ARNm. Ainsi, au cours
de la formation du complexe E, les protéines SR, notamment les protéines SF2/ASF et SC35,
fixées sur leur ESE interagissent physiquement avec la protéine U2AF™ via leur domaine RS,
conduisant au recrutement de la sous-unité U2AF® sur I’enchainement de pyrimidines
localisé en amont du site 3’ d’épissage de I’intron précédent (Tian & Maniatis, 1993; Wu &
Maniatis, 1993). Par la suite, ce complexe stimule le recrutement de la protéine snRNP U1 sur
le site d’épissage 5’ en aval de I’exon (Graveley, 2000) (Figure 13A). Ainsi, les protéines SR

fixées aux ESE fonctionnent comme des activateurs généraux pour permettre la définition de
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I’exon (Lam et al, 2002). Les analyses cinétiques ont démontré que 1’activité relative des
protéines SR fixées aux éléments ESE détermine I’amplitude de promotion de I’épissage.
Cette activité dépend du nombre de protéines SR assemblées sur une séquence ESE donnée et
de la distance entre cette séquence et I’intron. Il a également été montré que ’activation de
1’épissage est proportionnelle au nombre de répétitions sérine-arginine retrouvées a 1’intérieur
du domaine RS de la protéine SR fixée. Ainsi, la quantit¢ de répétitions sérine-arginine
semble dicter 1’activation potentielle des protéines SR (Graveley et al, 1998). L’activation de
’épissage par les ¢léments ESE peut aussi impliquer d’autres facteurs protéiques, en plus des
protéines SR, tels que les co-activateurs d’épissage SRm160/300 ou la protéine Tra2
(Eldridge et al, 1999; Graveley, 2000) (Figure 13B). Ces co-activateurs favorisent et
stabilisent les interactions entre les particules UsnRNP et les protéines initiées dans les

premiceres €tapes du processus d’épissage.

Les protéines SR régulent aussi 1’épissage de manicre exon-indépendante, c’est-a-dire
via des mécanismes ne nécessitant pas leur interaction avec les séquences exoniques
activatrices (ESE) (Hertel ef a/, 1999). Ainsi, il a été proposé que les protéines SR favorisent
le rapprochement et I’appariement entre les sites d’épissage 5’ et 3’ de l’intron par un
mécanisme nommé "cross-intron interaction", facilitant I’excision des introns de grande taille
(Graveley, 2000). Cette idée est basée a I’origine sur 1’observation que la protéine SR SC35
peut promouvoir I’interaction entre les particules snRNP Ul et U2 sur le pré-ARNm (Fu &
Maniatis, 1992b). Ce mod¢le a par la suite été renforcé par I’observation que les protéines SR
forment des "ponts" au travers de 1’intron, via ’interaction simultanée de leur domaine RS
avec d’autres protéines SR et les protéines U1-70K et U2AF*°, composants fixés aux sites
d’épissage 5’ et 3°, respectivement (Wu & Maniatis, 1993) (Figure 13C).

De plus, parallelement a leur role dans la formation du complexe E, les protéines SR
sont impliquées dans les étapes plus tardives de la réaction d’épissage, notamment dans
I’incorporation du complexe protéique tri-snRNP U4/U6°U5 au sein du splicéosome
(Roscigno & Garcia-Blanco, 1995; Tarn & Steitz, 1995) (Figure 13D). Méme si le
mécanisme exact de ce recrutement n’est pas encore complétement €lucidg, il semblerait que
les protéines SR interagissent avec deux protéines spécifiques de 65 et 110 kDa (Roscigno &
Garcia-Blanco, 1995; Sanford et al, 2005) qui contiennent elles aussi un domaine RS
(Teigelkamp et al, 1997). Enfin, les protéines SR sont requises pour 1’épissage dit en "trans",
une réaction dans laquelle les sites d’épissage 5’ et 3’ proviennent de molécules d’ARN

distinctes (Bruzik & Maniatis, 1995; Chiara & Reed, 1995). De facon importante, les sites de
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fixation aux protéines SR ne sont pas limités aux exons épiss€s constitutivement, mais
concernent aussi les exons épissés alternativement. Il est donc vraisemblable que les protéines

SR se fixent a la grande majorité, voire a la totalité¢ des exons.

A

aH0 O&

—Py—AG| [ESE| Exon [ESE| |GU—

SRm160/130

C

Figure 13 : Activation de I’épissage par les protéines SR de maniére exon-dépendante ou exon-
indépendante.

(A) Modéle du recrutement de U2AF. La définition de I’exon par U2AF au site d’épissage 3’ et snRNP Ul
au site d’épissage 5’ est facilitée par la fixation des protéines SR aux éléments ESE. (B) Mode¢le de co-
activation. Les protéines SR fixées aux ESE peuvent recruter des co-activateurs d’épissage SRm160/300
qui interagissent aussi avec les particules snRNP Ul et snRNP U2. Py : enchainement de pyrimidines. (C)
Modg¢le du "cross-intron interaction". Les protéines SR peuvent favoriser I’appariement des sites d’épissage
5’ et 3° en interagissant simultanément avec snRNP Ul et U2AF au travers de I’intron. (D) Modéle du
recrutement de tri-snRNP U4/U6<US. Les protéines SR peuvent contribuer a I’incorporation de la particule
tri-snRNP U4/U6+U5 au sein du splicéosome partiellement assemblé.

D’apreés Graveley, 2000, Sanford et al, 2005; Shepard & Hertel, 2009.

b) Roéle des protéines SR dans I’épissage alternatif

Certains exons alternatifs sont caractérisés par des séquences d'épissage sous-
optimales, notamment au niveau de la boite de branchement et de la s€quence polypyrimidine
au niveau du site 3’ d’épissage. La fixation des protéines SR sur les séquences ESE peut
compenser la faiblesse de ces séquences polypyrimidine en recrutant la protéine U2AF et en
amorgcant le processus de définition de 1'exon (Blencowe, 2000). Par ailleurs, les protéines SR
fixées sur des séquences ESE peuvent réguler l'inclusion d'exons alternatifs en supprimant

l'effet négatif des protéines de la famille hnRNP fixées sur des séquences exoniques
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inhibitrices (ESS). Plusieurs ¢tudes ont permis de montrer que les protéines SR et hnRNP A/B
inhibitrices agissent de maniére antagoniste par un mécanisme dépendant de leur
concentration (pour revue, Smith & Valcarcel, 2000). Leurs sites de fixation sur I’ARN sont
généralement juxtaposés, ce qui, par encombrement stérique, empéche la fixation simultanée
des 2 types de protéines. Ainsi, en ’absence de protéines SR sur les séquences ESE, la
fixation de hnRNP Al sur des séquences inhibitrices ESS de 1'exon bloque le recrutement de
la protéine U2AF au site 3' d'épissage et prévient l'inclusion de I'exon alternatif. De ce fait, le
ratio entre les protéines SR et hnRNP A/B est d’une grande importance dans la régulation de
I’épissage alternatif, et aurait un rdle crucial dans le contrdle de 1’épissage alternatif régulé de
maniére tissu-spécifique ou au cours du développement.

De facon intéressante, certaines protéines SR peuvent parfois avoir des effets
compleétement opposés sur la sélection des sites d’épissage alternatifs. Par exemple, les
protéines SF2/ASF et SC35 agissent de facon antagoniste dans la régulation de I'épissage
alternatif du pré-ARNm de la B-tropomyosine (Gallego et al, 1997), ou SC35 se comporte
comme un répresseur de I'épissage d'une maniére tissu-spécifique. Une autre étude plus
récente montre aussi la capacité de SC35 et SF2/ASF a fonctionner comme antagonistes dans
la régulation de 1'épissage alternatif du géne codant pour I’hormone de croissance humaine.
Dans ce cas encore, SC35 se comporte comme répresseur pour la sélection de I'exon 3 (Solis
et al, 2008). Dans la régulation de 1'épissage alternatif du pré-ARNm SRp20, SF2/ASF est
antagoniste de SRp20 (Jumaa & Nielsen, 1997). Enfin, des données trés récentes présentent
les protéines SC35 et SRp40 comme des antagonistes de SF2/ASF et SRp55 dans le controle
de I’épissage alternatif du pré-ARNm du médiateur de la coagulation TF, via un mécanisme

de fixation compétitive au niveau de certains sites d’épissage (Chandradas et al, 2010).

Dans presque tous les cas, les protéines SR interagissent avec des séquences exoniques
du pré-ARNm. II existe cependant des exemples de fixation des protéines SR a I’intérieur des
introns, ou elles fonctionnent comme des régulateurs négatifs de 1’épissage en interférant avec
I’assemblage productif du splicéosome (Kanopka et al, 1996; Buratti et al, 2007). Ainsi, de
manicre analogue a certains facteurs de transcription, les protéines SR peuvent fonctionner
selon le contexte, soit comme des régulateurs positifs, soit comme des régulateurs négatifs de
I’épissage. Comme nous |’aborderons plus tard, la phosphorylation des protéines SR peut

aussi conditionner leur effet répresseur versus activateur (Feng et al, 2008).
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I1.2.3.2 Role des protéines SR dans les mécanismes cellulaires post-épissage

Un sous-groupe de protéines SR incluant SF2/ASF, SRp20 et 9GS, fait
continuellement la navette entre le noyau et le cytoplasme (Caceres et al, 1998). De fait, ces
protéines SR jouent un role non seulement dans les processus nucléaires d’épissage, mais
¢galement dans le transport et la traduction des ARNm ¢€pissés dans le cytoplasme (Caceres et
al, 1998) (Table 1). Dans ce contexte, il a été¢ démontré que les protéines SRp20, 9G8 et
SF2/ASF stimulent 1’export nucléo-cytoplasmique de ’ARNm en interagissant avec le
récepteur d’export nucléaire des ARNm TAP/NFX1 et en facilitant I’interaction de I’ARNm
¢épissé avec ce récepteur (Huang & Steitz, 2001; Huang et al, 2003). Par exemple, dans des
cellules de mammifgres et des ovocytes de Xénope, les protéines SR 9G8 et SRp20 favorisent
I’export nucléaire de I’ARNm ¢épissé de 1’histone H2A en se fixant sur une séquence de 22
nucléotides de ’ARNm (Huang & Steitz, 2001). De plus, les protéines SR sont impliquées
dans le controle de la stabilit¢ des ARNm ainsi que dans la surveillance et 1’¢limination des
ARNm anormaux. Le NMD (Non Sense Mediated mRNA Decay) est un mécanisme post-
transcriptionnel utilisé par les cellules eucaryotes pour cibler et dégrader les ARNm anormaux
présentant des codons stop prématurés, et ainsi éviter la syntheése de protéines tronquées
pouvant avoir des conséquences néfastes sur la cellule. De fagon intéressante, la surexpression
de certaines protéines SR, incluant SF2/ASF, SC35, SRp40 et SRpS5, stimule fortement le
NMD (Zhang & Krainer, 2004). Cet effet nécessite la présence de leur domaine RS mais ne
semble pas dépendre de leur capacité a faire la navette entre le noyau et le cytoplasme,
suggérant un rdéle de ces protéines dans les étapes nucléaires du NMD. Les protéines SR
modulent aussi la stabilité des ARNm indépendamment du mécanisme de NMD. Par exemple,
la protéine SC35 présente a une concentration €élevée controle la stabilité et le transport de
I’ARNm de SV40 (Wang & Manley, 1995), et la protéine SF2/ASF régule la stabilité
cytoplasmique de ’ARNm de PKCI-1 (Protein Kinase C-Interacting protein), via son
interaction avec des séquences spécifiques du site 3> UTR de PKCI-1 (Lemaire et al, 2002).
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Protéine SR Epissage Epissage Répression (Navette nucléo-| Export de Stabilité de | Dégradation des | Traduction de
constitutif alternatif | de I'épissage | cytoplasmique | I'ARNm I'ARN ARNm non-sens I'ARNm
SRp20 + + - + + ND - -
9G8 + + + + ND - +
SRp30c + + - ND ND ND ND ND
SF2/ASF + + + + - + + +
8SC35 + + + - - ND + -
SR38 - - + ND ND ND ND ND
SRpd0 + + - - ND ND + -
SRpd6 + + - ND ND ND ND ND
SRp34 + + - ND ND ND ND ND
SRpss + + - ND ND ND + ND
SRp75 + + - ND ND ND ND ND

Table 1 : Roles des protéines SR dans les processus de régulation post-transcriptionnelle de
I'expression des génes.

Les divers roles décrits pour les protéines SR dans le métabolisme de 'ARNm indiquent que les membres
de cette famille sont des acteurs multifonctionnels qui régulent aussi bien I'épissage et 1'export des ARNm
que leur traduction. (+): effet démontré ; (-): pas d'effet ; ND: effet non déterminé.

Adapté d'apres Sanford et al, 2005.

Par ailleurs, les protéines SR participent activement au controle de la traduction des
ARNm. Ainsi, SF2/ASF s’associe aux polyribosomes et améliore 1’efficacité de traduction par
un mécanisme mettant en jeu la phosphorylation de 4E-BP1, un inhibiteur de I’initiation de la
traduction, via la voie de signalisation mTOR (mammalian Target of Rapamycin) (Sanford et
al, 2004; Karni et al, 2008; Michlewski et al, 2008). De fagon intéressante, SF2/ASF est
capable de co-réguler I’épissage dans le noyau et la traduction dans le cytoplasme d’un méme
ARNm (Sanford et al, 2008), indiquant que les protéines SR peuvent agir a différentes étapes
de I’expression génique d’un méme gene. D’autres protéines SR jouent aussi un role dans la
traduction. Ainsi, il a été montré que la protéine SRp20 potentialise la traduction d’'un ARN
viral initiée au site interne d’entrée des ribosomes dénommé IRES (Internal Ribosome Entry
Site) (Bedard et al, 2007), tandis que la protéine 9G8 joue un rdle dans la traduction d’un
ARNm non épissé contenant un ¢€lément de transport constitutif ou CTE (Constitutive
Transport Element) (Swartz et al, 2007). Les protéines SR peuvent également influer sur la
traduction des ARNm de maniére plus indirecte. Par exemple, la protéine SF2/ASF module
I’épissage alternatif des pré-ARNm codant pour les kinases impliquées dans la régulation de
I’initiation de la traduction que sont MNK2 [MAPK (mitogen-activated protein kinase)-
interacting kinase 2] et S6K1 (S6 kinase 1) (Karni et al, 2007). Enfin, des données récentes
impliquent les protéines SR dans le contrdle de I’expression de microARN (miARN). Ainsi, il

a été¢ montré qu’indépendamment de ses fonctions d’épissage, SF2/ASF se fixe directement au
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transcrit primaire du miARN miR-7 et favorise sa maturation (Wu et al, 2010). L’ensemble de

ces travaux atteste des roles critiques joués par les protéines SR tout au long du cycle de vie

des molécules d’ARNm.

I1.2.4 Régulation de ’activité des protéines SR

De nombreuses études ont montré que les résidus sérine au sein du domaine RS des
protéines SR sont phosphorylés et déphosphorylés d’une mani¢re dynamique, et ce, dans
différents compartiments cellulaires. Ces cycles de phosphorylation/déphosphorylation des
protéines SR contrdlent leurs interactions protéine-protéine et protéine-ARN au cours de la
réaction d’épissage, mais affectent aussi leur localisation nucléaire et leur capacité a faire la
navette noyau-cytoplasme (Lin ef al, 2007; pour revue, Stamm, 2008) (Figure 14). « In fine »,
la balance phosphorylation/déphosphorylation conditionne donc [’activité¢ globale des

protéines SR.

Stimuli externes

N

| Signalisation
cellulaire
Autophosphorylation
Modification m
niveau Kinases Phosphatases
transcriptionnel 1!

Transcription
( Pol II-dépendante)

G . /

Co-facteurs
transcriptionnels

Autorégulation !
(épissage) !

v ‘
Navette Co-facteurs

nucléo-cytoplasmique d’épissage
v
Séquences ARN \ v

ciblées - Régulation de

» | I’épissage alternatif

Figure 14 : Les protéines SR sont les acteurs majeurs d’un réseau de voies de signalisation
conduisant a la régulation de I’épissage alternatif.

Les protéines SR sont symbolisées par le rectangle central qui renferme le domaine de liaison a I’ARN
(RRM) et le domaine RS représentés par des ovales. Les fleches doubles représentent les interactions
développées par les différents domaines, soit avec I’ARN, soit avec d’autres protéines. L’interaction entre
le domaine RRM et les co-facteurs d’épissage est représentée sous la forme d’une double fléche pointillée
du fait que cette interaction n’a été¢ décrite que pour le co-facteur RBMY.
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I1.2.4.1 Role de la phosphorylation des protéines SR dans la réaction d’épissage

La phosphorylation des protéines SR est essentielle aux étapes précoces de
I’assemblage du splicéosome via la modulation des interactions des protéines SR avec les
composants splicéosomaux mais aussi avec I’ARN. Ainsi, la phosphorylation de SF2/ASF
conditionne a la fois sa capacité a interagir avec I’ARN et avec Ul170kDa permettant la
reconnaissance efficace des sites d’épissage (Xiao & Manley, 1997), alors que sa
déphosphorylation détermine le bon déroulement de la réaction catalytique d’épissage apres
assemblage du splicéosome (Cao et al, 1997). En accord avec ces données, le traitement
d’extraits nucléaires par des inhibiteurs de phosphatases n’empéche pas l’assemblage du
splicéosome mais bloque complétement la réaction d’épissage (Mermoud et al, 1994). Ces
¢tudes indiquent qu’un cycle dynamique de phosphorylation/déphosphorylation est nécessaire
a la réaction d’épissage. D’ailleurs, le maintien des protéines SR sous une forme hyper- ou
hypophosphorylée inhibe leur activité biologique et la sélection d’exons alternatifs (Kanopka
et al, 1998; Prasad et al, 1999; Sanford & Bruzik, 1999). La sélection du site d’épissage peut
étre aussi modulée en fonction du degré de phosphorylation des protéines SR. Par exemple, il
a ¢été montré chez la drosophile que la mutation d’une kinase affecte le choix du site 3’
d’¢épissage (Du et al, 1998). Enfin, la phosphorylation détermine aussi le type d’activité des
protéines SR. Ainsi, la phosphorylation de la protéine SR SRp38 qui posséde des fonctions de
répresseur distinctes des autres membres de la famille SR (Shin ez al, 2005) la transforme en
activateur d’épissage via la stimulation du recrutement des protéines snRNP Ul et U2 sur le
prée-ARNm (Feng et al, 2008). L’ensemble de ces données témoigne donc d’un role critique
du niveau de phosphorylation des protéines SR dans le contrdle de leur activité d’épissage
mais aussi dans la détermination de leur spécificité. De plus, la phosphorylation de 9G8 ou
SF2/ASF par la voie AKT affecte non seulement 1’épissage, mais aussi la traduction de
I’ARNm ¢épissé (Blaustein et al, 2005), suggérant que la phosphorylation affecte aussi les

activités post-épissage des protéines SR.

11.2.4.2 Role de la phosphorylation dans la localisation sub-nucléaire des
protéines SR

Dans le noyau, les protéines SR sont dispersées dans le nucléoplasme, mais sont aussi
enrichies dans des corps nucléaires appelés « speckles » ou encore « domaines SC35 » (Fu &

Maniatis, 1990; Misteli et al, 1997; Hall et al, 2006). La localisation subnucléaire des

~587 ~



Introduction : II. Epissage des pré-ARNm et protéines SR

protéines SR dans les speckles et leur recrutement aux sites actifs de transcription dépend
largement de leur degré de phosphorylation (Misteli et a/, 1998). Par exemple, il a été montré
que I’hyperphosphorylation des protéines SR par les kinases CLK/STY ou SRPKs provoque
leur redistribution des speckles vers les zones actives en épissage, avec pour conséquence
directe des changements dans la sélection des sites d’épissage (Wang et al, 1998b; Hartmann
et al, 2001). A l’inverse, la phosphorylation des protéines SR en réponse a la surexpression
d’AKT n’induit pas de désorganisation des speckles, ni de relocalisation des protéines SR
dans le cytoplasme (Blaustein et al, 2005).

D’un nombre compris entre 20 et 50 par noyau, les speckles sont des structures
hétérogenes qui varient par leur forme et leur taille (entre 0,5 et 3 um) en fonction des
caractéristiques métaboliques de la cellule. Dans les speckles sont concentrées environ 100
protéines différentes incluant des facteurs de transcription, d’épissage et de transport de
I’ARNm. Apres leur découverte, les speckles ont longtemps été considérés comme de simples
sites de stockage des différents facteurs d’épissage (Zhang et al, 1994; Lamond & Spector,
2003). En effet, les premicres études ont montré que la libération des protéines SR a partir des
speckles dans le nucléoplasme via la phosphorylation de leur domaine RS est nécessaire a leur
fonction d’épissage et a leur accumulation aux sites actifs de transcription (Caceres et al,
1997; Duncan et al, 1998; Misteli et al, 1998). Si ce modele est sans doute valable pour un
certain nombre de geénes, des études plus récentes suggerent cependant un role beaucoup plus
actif des speckles dans le couplage transcription/épissage (Hall et a/, 2006; Stamm, 2008).
Ainsi, ’expression de plusieurs génes est directement associée a ces domaines nucléaires
(Weit et al, 1999; Brown et al, 2008) qui semblent capables de lier d’une maniére spatiale les
processus d’expression et de maturation des pré-ARNm.

Selon le modele le plus récent de la structure des speckles, les sites actifs de
transcription et d’épissage des pré-ARNm se localisent a la périphérie des speckles dans des
zones appelées « paraspeckles ». Ces régions sont significativement enrichies en ARN
poly(A) et contiennent également différents facteurs d’épissage dont les protéines SR. Une
fois épissé, I’ARNm mature diffuse vers ’intérieur des speckles et s’associe avec des facteurs
d’export concentrés a ce niveau, permettant le transport de ’ARNm vers le cytoplasme. Par
ailleurs, il a été mis en évidence la présence dans les speckles de certains facteurs impliqués
dans les processus de NMD dont les protéines RNPS1 et Y14 (Gehring ef al, 2005), suggérant
que ces structures puissent aussi servir de sites « contrdle qualité » de I’ARNm avant son

export vers le cytoplasme (Molenaar et al, 2004).
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I1.2.4.3 Role de la phosphorylation des protéines SR dans la navette noyau-
cytoplasme

Certaines protéines SR, comme SF2/ASF, SRp20 et 9GS, sont capables de faire la
navette entre le noyau et le cytoplasme (Caceres et al, 1998). Ce mouvement nécessite les
domaines RS et RRM. Ainsi, le statut de phosphorylation/déphosphorylation conditionne
I’interaction des protéines SR avec les systémes d’export et d’import nucléaires. Par exemple,
les protéines SF2/ASF et 9GS interagissent avec le récepteur d’export nucléaire TAP/NFX1
via des séquences de leur domaine RRM et aussi la déphosphorylation de leur domaine RS
(Huang & Steitz, 2001; Huang et al, 2003, 2004; Lai & Tarn, 2004). Dans le cytoplasme, la
déphosphorylation du domaine RS favorise l’interaction de la protéine SF2/ASF avec
I’ARNm ¢€pissé et supporte son role au cours de la traduction (Sanford et al, 2005). Ainsi, les
formes hypophosphorylées des protéines SR s’accumulent majoritairement dans le cytosol
(Sanford et al, 2005). Leur ré-import nucléaire se fait via leur interaction avec le récepteur
d’import hMtr10/Transportine-SR et nécessite leur re-phosphorylation par des kinases
cytoplasmiques, principalement les kinases SRPK1 et SRPK2 (Lai et al, 2001; Ding et al,
2006). La phosphorylation des protéines SR dans le cytoplasme pourrait donc agir comme un
« switch » entre le dépot des ARNm dans le cytoplasme et le réimport nucléaire de ces

protéines (Gilbert & Guthrie, 2004).

Les protéines qui ne font pas la navette, comme c’est le cas de la protéine SC35,
présentent un signal de rétention nucléaire NRS (Nuclear Retention Signal) au niveau de leur
domaine RS (Cazalla et al, 2002). La phosphorylation de la protéine SC35 induit sa
localisation dans les speckles, mais contrairement aux protéines SR "navette" qui subissent
une déphosphorylation a I’issue de 1’épissage de I’ARNm et sortent associées avec lui dans le
cytoplasme ou elles sont recyclées, la protéine SC35 reste séquestrée dans le noyau. Des
données récentes ont montré que les voies de recyclage des protéines SR qui font la navette et
les protéines SR nucléaires sont différentes (Lin et al, 2005; Tenenbaum & Aguirre-Ghiso,
2005) (Figure 15). Le groupe de Lin a démontré que la protéine SC35 est fortement résistante
a la déphosphorylation par les phosphatases. Le domaine NRS de la protéine SC35 est
responsable de cette résistance mais les mécanismes par lesquels SC35 et les autres protéines
SR qui restent dans le noyau sont recyclées ne sont pas encore bien compris. L’accessibilité
du domaine RS de la protéine SC35 pour la phosphorylation par les kinases mais sa résistance

a l'action des phosphatases suggerent que: (i) soit ce domaine subit des changements
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conformationnels spécifiques apres sa phosphorylation au cours de 1’épissage et 1’assemblage
du splicéosome; (ii) soit il recrute spécifiquement des cofacteurs, qui masquent le domaine RS
et bloquent ainsi 1’accés des phosphatases (Tenenbaum & Aguirre-Ghiso, 2005) (Figure 15).
En accord avec ce modeéle, le transfert du signal NRS dans la structure de la protéine SF2/ASF
induit une résistance de son domaine RS pour I’activité des phosphatases et sa rétention dans
le noyau (Lin et al, 2005). Les auteurs évoquent aussi la possibilité que la capacité du NRS a
séquestrer les protéines SR dans le noyau peut étre liée a une hyperphosphorylation de ces
protéines a la fin de processus de la maturation de 'ARNm par des kinases nucléaires de la

famille "CDC2-like" localisées dans les speckles, dont les membres STY/CLK1 et CLK2-4.

Protéines SR qui font la navette Protéines SR qui he font pas la havette
P P
[rem ——=&sD | RRM_———=(Rs )
ARNM ey ARNM ey
Co-facteurs <mmm Phosphatase
A,B,C
P
RRM ﬂ
(A ) P P
. A[RRM ———(Rs 7 CRsD | RRM | RsD
m
Changement Facteur de
conformationnel? bloquage?
Résistance a la Résistance a la
phosphatase phosphatase
Noyau ) ( ) ( Noyau
Cytosol Cytosol
Export du complexe SR-ARNm (recyclage Recyclage des protéines SR sans export
par réimportation dans le noyau) dans le cytoplasme

Figure 15 : Deux voies distinctes de recyclage des protéines SR au cours de I’épissage et la
maturation de ’ARNm.

Les protéines SR phosphorylées se concentrent dans les speckles nucléaires ou elles induisent les processus
d’épissage du pré-ARNm. A la fin de la maturation de I’ARNm, les protéines SR qui font la navette entre le
noyau et le cytoplasme (a gauche) sont déphosphorylées par des phosphatases et les complexes protéines
SR-ARNm sont exportés dans le cytoplasme. Les protéines SR sont ensuite recyclées par phosphorylation
et réimportation dans le noyau. Par opposition, les protéines SR qui ne sont pas capables de faire la navette
(a droite) apres phosphorylation par les mémes ou d’autres kinases restent dans le noyau. Ces protéines sont
résistantes a la déphosphorylation, a la suite soit de changements de conformation du domaine RS ou d’une
autre partie de la protéine, soit du recrutement d’autres co-facteurs (en orange) qui bloquent I’accés aux
phosphatases.

Adapté d’apres Tenenbaum & Aguirre-Ghiso, 2005.
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I1.2.4.4 Kinases et phosphatases impliquées dans le controle de Ila
phosphorylation réversible des protéines SR

Plusieurs familles de kinases phosphorylant le domaine RS des protéines SR ont été
décrites. Elles sont localisées dans des compartiments cellulaires distincts, et agissent par des
mécanismes spécifiques. La recherche de protéines ayant un role dans la dissolution des
speckles au cours de la mitose (Spector ef al, 1991) a conduit a 1’identification de SRPK1
(Gui et al, 1994). SRPK2 a ét¢ identifi¢ sur la base de son homologie a8 SRPK1 (78%) (Wang
et al, 1998b). Ces kinases sont majoritairement cytoplasmiques mais leur localisation
nucléaire a été décrite (Wang ef al, 1998b), et notamment la relocalisation nucléaire de
SRPK1 au cours de la transition G2/M (Ding et al, 2006). La phosphorylation des protéines
SR, et notamment SF2/ASF, par les kinases SRPKs augmente leur interaction avec d’autres
protéines a domaine RS, telles que Ul1-70, et la surexpression de I’une ou 1’autre de ces
kinases induit la redistribution des protéines SR des speckles vers le nucléoplasme (Wang et
al, 1998b). De plus, un role des kinases SRPK1 et SRPK2 dans I’assemblage du complexe
splicéosomal a été récemment décrit, via leur interaction respective avec la protéine snRNP
Ul et le complexe tri-snRNP U4/U6°US5 (Mathew et al, 2008). Parallelement a leur role au
cours de la formation du splicéosome, les kinases SRPKs jouent un role crucial dans I’import
nucléaire des protéines SR faisant la navette nucléo-cytoplasmique. Ainsi, le réimport
nucléaire de SF2/ASF requiert sa phosphorylation séquentielle et processive par SRPK1 dans
le cytoplasme (Hamelberg et al, 2007; Hagopian et al, 2008; Ngo et al, 2008). Dans ce cas, la
reconnaissance et la phosphorylation préalable d’un seul résidu sérine situé a I’extrémité C-
terminale du domaine RS permettent la phosphorylation séquentielle et directionnelle des
autres résidus (Ngo et al, 2008). Par la suite, il a ét¢ déterminé que le second domaine RRM
de SF2/ASF est essentiel au processus d’initiation de la phosphorylation (Ma et al, 2009).
D’autre part, il a récemment été rapporté une interaction directe entre SRPKI1 et les co-
chaperonnes HSP40/DNAjc8 et AHA1 dans le cytoplasme, connectant ainsi la kinase aux
systemes moléculaires chaperons contenant HSP70 et HSP90 (Zhong et al, 2009). De fagon
intéressante, I’inhibition de I’activit¢ ATPase de HSP90 ou des conditions de choc osmotique
induisent la dissociation de SRPK1 des complexes chaperons et sa translocation dans le
noyau, avec pour conséquence des modifications du degré de phosphorylation des protéines

SR et des altérations dans la sélection des sites d’épissage (Zhong et al, 2009).
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La famille des kinases nucléaires CDC2-like ou CLK contient au moins quatre
membres, STY/CLKI1 et CLK-2, -3, -4, qui interagissent et phosphorylent les protéines SR
(Colwill et al, 1996) et sont impliquées dans le contrdle de I’épissage (pour revue, Stamm,
2008). Ces kinases possédent une dualité de spécificité et s’autophosphorylent sur des résidus
Tyr aussi bien que sur des résidus Ser/Thr (Lee et al, 1996; Nayler et al, 1997). Des
modifications dans le niveau de phosphorylation de CLK/STY peuvent affecter son activité et
sa spécificité (Prasad & Manley, 2003). La phosphorylation des protéines SR par les kinases
CLK induit leur relocalisation des speckles vers les zones actives en épissage (Colwill et al,
1996; Hartmann et al/, 2001) et influence leur activité d’épissage (Prasad et al, 1999). En
contraste avec les données obtenues avec SRPK1, CLK/STY peut phosphoryler I’ensemble du
domaine RS de SF2/ASF, conduisant soit a sa libération des speckles nucléaires (Ngo et al,
2005), soit a sa rétention dans le cytosol (Caceres ef al, 1998). Ces données suggerent que le
niveau d’activation des kinases CLK/STY pourrait donc conditionner 1’activité des protéines
SR et les profils d’épissage (Hartmann et al, 2001). Des inhibiteurs pharmacologiques de
CLK/STY sont d’ailleurs a 1’étude (Muraki et al, 2004). Parmi les autres kinases impliquées
dans la phosphorylation des protéines SR se trouvent la topoisomérase 1 (Labourier et al,
1998; Soret et al, 2003), la glycogeéne synthase kinase-3 (GSK3) (Hernandez et al, 2004) ou la
voie PI3Kinase/AKT qui est activée en réponse a la stimulation par les facteurs de croissance
et qui phosphoryle les protéines SF2/ASF, SRp40 et 9GS, induisant ainsi des changements
dans I’épissage alternatif des pré-ARNm de la protéine kinase C (PKC) ou de la fibronectine
(Blaustein et al, 2005; Patel et al, 2005). De fagon intéressante, des études commencent a
mettre en évidence des interconnexions entre les différentes kinases pour controler la
phosphorylation des protéines SR. Ainsi, dans un modele de mort neuronale, il a été
récemment montré qu’AKT phosphoryle SRPK2 sur son résidu Thr492 et stimule sa
translocation nucléaire conduisant a la phosphorylation de SC35, a ’accumulation de cycline
D1 et a ’apoptose (Jang et al, 2009). De la méme facon, un effet coopératif des kinases
AKT2 et CLK/STY pour le controle de 1’épissage du pré-ARNm de la PKCB, via une
modification du statut phosphorylé des protéines SR, a été décrit en réponse a ’insuline (Jiang

et al, 2009).

Contrairement aux kinases, les données concernant les phosphatases impliquées dans
la déphosphorylation des protéines SR sont plus éparses. Les protéines PP1, PP2Cy et PP2A
sont & ce jour les seules phosphatases capables de déphosphoryler les protéines SR. Il a été

montré que la déphosphorylation est nécessaire pour la réaction de trans-estérification (Cao et
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al, 1997; Shi et al, 2006). De plus, la modulation de 1’activité des phosphatases « in vitro » et
« in vivo » influence le choix des sites d’épissage (Novoyatleva et al, 2008). Dans ce contexte,
il a ét¢ identifié au sein du domaine RRM des protéines SF2/ASF et SRp30c un motif
phylogénétiquement conservé (RVXF) de liaison a la protéine PP1 (Misteli & Spector, 1996)
qui est nécessaire a la sélection des sites d’épissage « in vivo ». Par ailleurs, il a ét¢ montré
que la phosphatase PP1 fait la navette entre différents compartiments cellulaires (Trinkle-
Mulcahy et al, 2003), suggérant que cette phosphatase puisse participer a la
déphosphorylation des protéines SR a la fois dans le noyau et dans le cytoplasme. Au cours du
choc thermique, 1’activation de PP1 par dissociation d’avec son inhibiteur NIPP1 induit la

déphosphorylation spécifique de SRp38 (Shi & Manley, 2007).

S'il apparait donc que les cycles de phosphorylation/déphosphorylation des protéines
SR conditionnent leur activité et leur localisation subcellulaire, trés peu de données existent
néanmoins concernant les voies de signalisation qui régissent I’expression et/ou ’activité de
ces kinases et/ou phosphatases. De méme, les génes dont 1'épissage est spécifiquement
modulé en réponse a 'activation de telles ou telles kinases/phosphatases demeurent largement

méconnus.

I1.2.4.5 Autres modifications post-traductionnelles des protéines SR

Outre la phosphorylation des résidus sérine au niveau de leur domaine RS, des travaux
récents indiquent que les protéines SR sont également soumises a d’autres modifications post-
traductionnelles qui moduleraient leurs activités biologiques. Ainsi, une analyse protéomique
globale de la méthylation des arginines a identifié¢ 3 sites de méthylation sur SF2/ASF au
niveau des résidus 93, 97 et 109 (Ong et al, 2004). La méthylation de ces trois arginines
conditionne la localisation subcellulaire de SF2/ASF, laquelle en retour détermine les activités
de la protéine dans P’activation du NMD et la régulation de I’épissage alternatif d’ARNm
endogenes (Sinha ef al, 2010). Par ailleurs, 1’analyse globale de 1’acétylation de protéines au
niveau de résidus lysines par spectrométrie de masse de haute résolution montre que plusieurs
protéines SR pourraient étre acétylées, comme par exemples SF2/ASF, SC35 ou encore
SRp20 (Choudhary et al, 2009). Cependant, le role de cette acétylation dans les fonctions

exercées par les protéines SR demeure a ce jour inconnu.
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I1.2.4.6 Régulation transcriptionnelle et post-transcriptionnelle des protéines SR

A coté des modifications post-traductionnelles, peu de données existent concernant les
facteurs régulant le niveau d’expression des protéines SR. Pourtant, I’identification des
mécanismes contrdlant leur expression apparait importante dans la mesure ou, comme discuté
précédemment, le ratio entre les différents facteurs SR agissant parfois de facon antagoniste
va conditionner en aval les profils d’épissage. Il a été récemment montré que la protéine E2
du virus HPV16 transactive le promoteur du gene sf2/asf (Mole et al, 2009), suggérant que la
machinerie virale, pour parfaire son cycle de réplication, contrdle les processus d’épissage
cellulaire via la transactivation de facteurs d’épissage. De fagon intéressante, un des exemples
de régulation des protéines SR les mieux caractérisés est illustré par I’existence commune
d’épissage improductif des génes SR (Lareau et al, 2007; Ni et al, 2007). Ainsi, certaines
protéines SR régulent négativement 1’épissage de leurs propres transcrits. Par exemple, SRp20
se fixe sur son pré-ARNm, modifie son ¢pissage et conduit a la synthése d’une protéine
présumée inactive, dépourvue de son domaine RS (Jumaa & Nielsen, 1997). De fagon
inattendue, SF2/ASF antagonise 1’effet de SRp20 dans ce contexte (Jumaa & Nielsen, 1997).
D’autre part, la surexpression de SC35 dans les cellules HeLa entraine une diminution
significative des niveaux endogeénes de son propre ARNm, qui s’accompagne de changements
dans I’abondance relative de ses ARNm ¢pissés alternativement. Les variants issus de cet
épissage sont pris en charge par la machinerie du NMD, résultant en une diminution globale
du niveau d’ARN codant pour SC35 (Sureau et al, 2001). De plus, une diminution de
I’expression des ARNm codant pour SF2/ASF ou SRp30 a été observée en réponse a leur
surexpression (Wang et al, 1996; Lopato et al, 1999). Ainsi, la capacité¢ des protéines SR a
auto-contrdler leur niveau de transcrits apparait comme un mécanisme commun susceptible
d’affecter leur niveau d’expression. Enfin, les protéines SR peuvent réguler leur propre
expression de maniere plus indirecte. Ainsi, SF2/ASF potentialise la maturation du
microARN miR-7, et en retour, le miR-7 mature réprime la traduction de SF2/ASF en ciblant

sa région 3°’UTR (Wu et al, 2010).
I1.2.5 Fonctions biologiques des protéines SR
En contraste avec la multitude de connaissances disponibles sur les protéines SR d’un

point de vue biochimique, peu de données existent concernant leurs fonctions « in vivo ». Les

expériences d’inactivation de géne ont mis en évidence les réles fondamentaux des protéines
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SR dans la viabilité cellulaire et dans le développement de I’animal. Au niveau physiologique,
elles participent a la régulation de la croissance cellulaire, méme si dans ce contexte, leurs
genes cibles sont encore mal connus. En outre, leurs réles dans le contrdle de processus

cellulaires tels que 1’apoptose ou la réparation de I’ADN commencent seulement a émerger.

I1.2.5.1 Réle des protéines SR dans la viabilité cellulaire et le développement

Les protéines SR jouent un role au cours du développement. Chez la drosophile, la
protéine SR B52/SRp55 joue un role fondamental dans les étapes du développement (Ring &
Lis, 1994; Peng et al, 1995) et les protéines SF2/ASF et SC35 participent au développement
du systeme oculaire (Gabut et al, 2007). De plus, I’inactivation de SF2/ASF chez C. elegans
conduit a la mort embryonnaire (Longman et al, 2000). Chez la souris, I’inactivation du géne
SRp20 bloque le développement a un stade précoce (Jumaa et al, 1999) et I’inactivation de
SC35 dans le thymus conduit a un défaut de maturation des cellules T, via la modification de
I’épissage du récepteur CD45 (Wang et al, 2001). De méme, 1’ablation tissu-spécifique de
SC35 dans le cceur de souris transgéniques conduit a des hypertrophies cardiaques via la
diminution de I’expression des récepteurs a canaux calciques cardiaques RyR2 (Ding et al,
2004). Enfin, DP’inactivation de SF2/ASF durant le développement cardiaque post-natal
entraine une cardiomyopathie causée par la dérégulation d’événements d’épissage touchant
les transcrits codant pour la kinase CaMKIlIdelta (Ca2+/calmodulin-dependent kinase Ildelta)
(Xu et al, 2005). Ces données identifient SF2/ASF comme un régulateur d’épissage
fondamental du processus de reprogrammation cardiaque. Les protéines SR prises
individuellement ne fonctionnent pas de maniere équivalente. Par exemple, il a montré dans
une lignée cellulaire de poulet que SF2/ASF est un facteur essentiel pour la viabilité cellulaire
et que son inactivation n’est pas compensée par I’expression des autres protéines SR, révélant
une fonction non-redondante de SF2/ASF dans ce contexte (Wang et al, 1996). 1l apparait
donc que les protéines SR ne sont pas redondantes entre elles et pourraient agir de fagon tissu-

dépendante et en alternance aux différents stades de la vie embryonnaire.
I1.2.5.2 Role des protéines SR au cours du cycle cellulaire
Les protéines SR ont récemment été impliquées dans le contrdle du cycle cellulaire, et

ce dans différentes especes. En premier lieu, il a été montré une dynamique différentielle

d’expression et de localisation subcellulaire de certaines protéines SR au cours des différentes
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phases du cycle (Tripathi & Parnaik, 2008). Par exemple, en interphase et en début de mitose,
la protéine SC35 se localise sous forme phosphorylée dans les speckles tandis que SF2/ASF
s’accumule dans les cellules en interphase (Kruhlak et al, 2000; Phair & Misteli, 2000). En
outre, SRp20 et SF2/ASF s’associent a la chromatine interphasique et post-mitotique, mais
sont dissociées de la chromatine mitotique (Loomis et al/, 2009). De fagon intéressante, ces
deux protéines SR se lient a I’extrémité N-terminale des histones, cette fixation étant
conditionnée par ’état de phosphorylation de la sérine 10 de I’histone H3 (H3S10P), une
marque épigénétique des chromosomes mitotiques. De fagon importante, la déplétion de
SF2/ASF conduit a la rétention des protéines HP1 au niveau de la chromatine mitotique et
entraine un retard de ’entrée des cellules en GO/G1 du cycle cellulaire. Ainsi, la capacité des
protéines SR a s’associer/se dissocier des chromosomes d’une manic¢re dépendante des
modifications de I’histone H3 contribuerait a 1’arrét en G2/M du cycle cellulaire et au défaut
d’entrée des cellules en GO/G1 (Loomis et al, 2009). Les auteurs de cette étude congoivent
donc que les protéines SR présentent une activité de « senseur chromatinien » qui, en

collaboration avec HP1, serait nécessaire a la progression du cycle cellulaire.

Par ailleurs, I’accumulation des transcrits codant pour SRp20 a été observée a la fin de
la phase G1 et en début de phase S du cycle cellulaire (Jumaa et al, 1997). De fagon
intéressante, des séquences consensus de liaison pour les facteurs de transcription de la
famille E2F ont ét¢ identifié sur le promoteur de SRp20, suggérant un role de cette protéine
SR dans le contrdle du cycle cellulaire par les facteurs de transcription E2Fs. Ces travaux
permettent d’envisager que 1’expression d’autres protéines SR soit également régulée au cours
du cycle et suggérent un role des protéines SR dans le contrdle de 1’expression et/ou de
I’activité de composants du cycle cellulaire. En accord avec cette hypothése, il a été montré
chez la drosophile que la protéine SR B52 participe au controle de la transition G1/S du cycle
cellulaire via la régulation de DI’épissage alternatif du gene e2f2 et le contrdle de son
expression (Rasheva et al, 2006). De plus, la perte d’expression de SC35 dans des fibroblastes
embryonnaires murins (MEF pour Mouse Embryonic Fibroblasts) induit 1’arrét des cellules en
G2/M du cycle. Cet effet dépend a la fois de 1’hyperphosphorylation de p53 médiée par
I’activation d’ATM et de I’hyperacétylation de p53 causée par I’augmentation de 1’expression
de p300 concomitante a 1’épissage aberrant de la déacétylase SIRT1 (Xiao et al, 2007). De
facon intéressante, les auteurs montrent aussi que la déplétion de SC35 induit I’expression des
inhibiteurs des complexes cdk/cycline p21™4F! et p27*""!. Ces données suggérent que la

protéine SC35 controle des voies spécifiques régulant la prolifération cellulaire. Une autre
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¢tude a rapporté que la réduction du niveau d’expression de SF2/ASF dans les cellules de
poulet (DT40) freine leur croissance cellulaire via un arrét du cycle cellulaire en G2/M (Li et
al, 2005). Enfin, 1’état de phosphorylation des protéines SR de méme que les kinases régulant
leur phosphorylation pourrait également jouer des roles importants dans le controle du cycle
cellulaire. Ainsi, la phosphorylation de SC35 par la kinase SRPK?2 induit la progression dans
le cycle cellulaire de neurones, via I’induction de la cycline D1 (Jang et a/, 2009). De méme,
la phosphorylation de la protéine SR acinus par SRPK2 entraine une augmentation de
I’expression de la cycline Al, conduisant a la prolifération cellulaire de cellules leucémiques
(Jang et al, 2008). Enfin, il a ét¢ montré que la phosphorylation de SF2/ASF par la
topoisomérase I est requise au cours de la phase de réplication de I’ADN (Tuduri et al, 2009).
L’ensemble de ces données indique que les protéines SR ainsi que le niveau de leur
phosphorylation régulent la progression du cycle cellulaire, et ce a différentes phases du

cycle.

I1.2.5.3 Role des protéines SR dans ’apoptose et la réponse aux dommages de
I’ADN

Il est maintenant bien documenté que 1’épissage alternatif régule 1’apoptose via la
production de variants d’épissage codant pour des protéines aux fonctions distinctes voire
méme opposées. Par exemple, certaines caspases, telles que les caspases -2, -8 et -9, sont
régulées par épissage alternatif donnant lieu a des isoformes pro- et anti-apoptotiques (pour
revue, Schwerk & Schulze-Osthoff, 2005). De fagon intéressante, il a été décrit un réle des
protéines SR dans le contrdle de 1’épissage des caspases. Par exemple, les protéines SC35 et
SF2/ASF régulent 1’épissage alternatif de la caspase-2 en faveur de 1’isoforme longue pro-
apoptotique via I’exclusion d’un exon alternatif, tandis que hnRNP A1 favorise 1I’expression
de I’isoforme courte anti-apoptotique (Jiang et al, 1998). SF2/ASF est aussi capable de
réguler I’épissage de la caspase-9 en réponse aux céramides en faveur de 1’isoforme pro-
apoptotique (Chalfant et al, 2002; Massiello & Chalfant, 2006). En accord avec un rdle des
protéines SR au cours des processus apoptotiques, la surexpression de SC35 dans les cellules
HeLa induit leur apoptose (Jiang et al, 1998) et la neutralisation de SF2/ASF dans les cellules
de poulet (DT40) provoque I’arrét du cycle cellulaire en G2 et ’apoptose (Li et al, 2005).
Dans ce contexte, 1’inactivation de SF2/ASF prévient la fragmentation internucléosomale de
I’ADN en régulant 1’épissage alternatif du pré-ARNm de ICAD (Inhibitor of Caspase-
Activated DNase) (Li & Manley, 2006). Ainsi, les protéines SR apparaissent comme des
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régulateurs positifs ou négatifs de I’apoptose. La encore, le statut de phosphorylation des
protéines SR pourrait jouer un role dans le processus apoptotique. En effet, dans les cellules
Jurkat, les protéines SR sont déphosphorylées spécifiquement par la phosphatase PP1 en
réponse a I’activation du récepteur Fas ou au traitement par les céramides (Chalfant et al,
2001). De plus, I’activation des kinases SRPK1 et SRPK2 qui phosphorylent les protéines SR,
a été décrite dans les étapes précoces de 1’apoptose suivie de leur inactivation dans les phases
tardives (Kamachi et al, 2002). Enfin, il a ét¢ montré que la phosphorylation de SC35 par la
kinase SRPK2 provoque la ré-entrée dans le cycle cellulaire de neurones en phase terminale
de différenciation, puis leur mort cellulaire par apoptose via I’induction de la cycline D1 (Jang
et al, 2009).

De part leurs effets sur 1’apoptose, les protéines SR pourraient aussi participer a la
réponse des cellules aux dommages de I’ADN induits par des stress génotoxiques. Certaines
données vont dans ce sens. Ainsi, la protéine SC35 s’accumule dans les fibroblastes
BALB/3T3 en réponse aux rayons gamma (Cardoso et al, 2002), et la mitomycine C, un agent
anticancéreux, augmente ’activité de la topoisomérase I conduisant a la phosphorylation de
SF2/ASF et ’accumulation de p53 (Gobert ef al, 1996). De plus, en réponse a la mitomycine
C, le niveau d’expression de certaines protéines SR (SRp55, SRp30 et SRp40) augmente et
est corrélé a des modifications du profil d’expression de certains variants d’épissage, tels que
CD44 (Filippov et al, 2007). Dans ce contexte, la neutralisation de SRp55 dans les cellules
traitées augmente leur viabilité, suggérant aussi un réle de SRp55 dans la réponse au stress

génotoxique (Filippov et al, 2007).

I1.2.5.4 Role des protéines SR dans le maintien de la stabilité génomique

Les protéines SR participent également au maintien de la stabilit¢ du génome. Ainsi,
Li et collaborateurs ont montré que I’inactivation de SF2/ASF dans les cellules DT40 conduit
a la formation de structures dites en « R-loops » constituées d’un hybride entre I’ARNm
nouvellement transcrit et I’ADN, entrainant ’apparition de cassures double brin sur I’ADN a
I’origine d’instabilité génétique (Li & Manley, 2005). De méme, un autre groupe a mis en
évidence que la perte d’expression de SC35 induit une instabilité génomique dans des MEFs
(Xiao et al, 2007). Des données plus récentes indiquent que la topoisomérase I, une des
kinases impliquées dans la phosphorylation des protéines SR, prévient la formation des « R-
loops » d’une manic¢re dépendante de SF2/ASF au niveau des fourches de réplication,

suggérant que la phosphorylation de SF2/ASF par la topoisomérase I joue un role essentiel
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dans le maintien de la stabilit¢ génomique (Tuduri et al, 2009). L’ensemble de ces résultats
indique que les protéines SR auraient un rdle protecteur vis-a-vis de 1’intégrité du génome en
empéchant 1’hybridation des ARNm naissants avec la matrice ADN et donc la formation de

structures mutagenes, en accord avec leur role de « senseur chromatinien » (Loomis et al,

2009).

I1.3. Epissage et cancer

Les déréglements des processus d'épissage constitutif ou alternatif jouent un réle
majeur dans le développement de maladies variées, et notamment dans la pathologie
cancéreuse. Plusieurs études ont rapporté I'existence de profils d'épissage alternatif
différentiels entre tissus normaux et cancéreux, et des approches bioinformatiques ont
identifi¢ plusieurs centaines de variants d'épissage exprimés spécifiquement dans les cellules
cancéreuses (Wang et al, 2003; Xu & Lee, 2003; Hui et al, 2004; Xi et al, 2008). Par
exemple, 1I’étude menée par Xu et Lee a mis en évidence des variants d’épissage spécifiques
du cancer dans 316 génes (Xu & Lee, 2003). Plus récemment, une analyse génomique a
grande échelle réalisée dans les cancers du poumon a identifi¢ 13 % des 17800 génes
examinés comme possédant des transcrits alternatifs différemment exprimés entre
adénocarcinome pulmonaires et tissus normaux (Xi et al, 2008). Les transcrits aberrants
retrouvés dans les cellules cancéreuses sont pour la plupart pris en charge par les systemes de
surveillance cellulaires tel que le NMD et dégradés avant leur expression protéique.
Cependant, certains ARNm aberrants échappent a ces systémes et sont capables de produire
des isoformes protéiques aux propriétés potentiellement oncogéniques. L’ensemble de ces
données révele donc l'existence d'un lien étroit entre épissage et cancer. A ce jour, il reste a
déterminer si les variants d’épissage spécifiques du cancer apparaissent seulement apres la
transformation cellulaire ou s’ils sont I'un des ¢€léments contribuant au processus de
tumorigenese, de méme qu'il reste a caractériser plus en détail les mécanismes moléculaires
impliqués dans cette dérégulation. De fagon importante, les anomalies touchant 1’épissage
décrites dans les cancers affectent des génes associés a la prolifération cellulaire (oncogenes),
I’apoptose (genes suppresseurs de tumeurs), 1’invasion cellulaire, 1’angiogenése et/ou la
différenciation (Venables, 2006). Sur le plan mécanistique, deux grandes catégories
d'anomalies affectant 1'épissage ont été répertoriées (Faustino & Cooper, 2003). La premicre

catégorie comprend les anomalies dites en "cis" qui affectent les sites d'épissage ou les

~ 69 ~



Introduction : II. Epissage des pré-ARNm et protéines SR

¢léments régulateurs (ESE). La seconde catégorie concerne 1’altération de l'activité des

protéines agissant en "trans", c'est-a-dire les anomalies de la machinerie d'épissage.

11.3.1 Anomalies en " cis"

Les anomalies dites en "cis", qu’elles soient héritées (cellules germinales) ou acquises

(cellules somatiques) modifient 1’utilisation des sites d’€pissage constitutif ou alternatif au

sein du pré-ARNm. Elles résultent majoritairement de mutations ponctuelles a 1’intérieur des

séquences canoniques d’épissage au niveau des introns ou des exons. Ainsi, elles peuvent

¢liminer ou créer des sites d’épissage, modifier des séquences consensus ou affecter les

¢léments régulateurs tels que les séquences ESE. Dans la majorité des cas, |’utilisation de

sites d’épissage inhabituels ou la rétention d’intron introduit un codon stop prématuré sur

I’ARNm, résultant en sa dégradation par le NMD et en la perte fonction de 1’alléle muté

(Faustino & Cooper, 2003). Un certain nombre de ces mutations qui affaiblissent des sites

d’épissage ou en créent de nouveaux a été identifié¢ dans différents génes associés au cancer

(Srebrow & Kornblihtt, 2006) (Table 2).

Géne (Fonction) Pathologie Séquence mutée Consé quences moléculaires
Destruction du splicéosome mmer; site
IVS2+1A>G o L . .
LKBI Syndrome de Peutz- Jeghers (outation dans le site d'épissage 5' mute encore utilise, avec des sites
(suppressewr de tumewr)  [(augmentation dunsque cancéreux) . Anon cans e & d'épissage 3' cryptiques non canorngque; rveau
d'épissage 5' de lintron 2) .- .
protéique faible
Déltion de 30 cu 40 . . Y
. . o . |E berrant, activati tiutive de la
(L(rﬁ:‘o ine) Turmeur stromale gastromtestinale nucléotides comrprenant le site pgstzzie abetratll, actvation ConsHitve
ke dépissage 3 TVS10 P
CDHI7 . . . Géngration dume séquence IS8 (7); exclusion
+35A>
(LI-cadhérine) Carcnome hépatocellulaire IVS6+35A>G de Texon 7
CDHI7 . , il Mutation codon 651 Géngration d'une séquence ESS (7); exclusion
(LI-cadhérme) Carcmoms hépatoce exon 6 de l'exon 7
KLFS VS1-27G>A Génération d'un site de ﬁxatllo'n .(ISE) pour
de fume Cangcer de la prostate Bl VS AA" SRp40; nouveaux variants d'épissage agissant
(suppressewr de ) (alkle j) . des domi négatifs
HAST Myélomes rmilfiples E3 C7760T Exchsion de lexon 4
(hyaluronan synthase) p
BRCAI c du sein et de Tovai E18 G5199T (muxation Destruction dume séquence ESE,
(suppressewr de fumeur) ancer dusem e ovaite porctuelle dans 'exon 18) exclusion de lexon 18

Table 2 : Exemples de mutations dans des séquences d'épissage agissant en "cis" associées a des
pathologies malignes.
Adapté d'aprés Srebrow & Kornblihtt, 2006.
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Par exemple, une mutation héritée nonsense dans I’exon 18 du géne de susceptibilité¢ au
cancer du sein BRCAI perturbe un site de fixation de la protéine SF2/ASF, provoquant
I’exclusion inappropriée de cet exon et la modification d’un domaine protéique (Liu et al,
2001). Néanmoins, peu de mutations affectant les sites d'épissage ont été décrites parmi les
genes dont les patrons d'épissage sont anormaux dans les cancers, suggérant que ces
changements pourraient étre liés a des anomalies des facteurs protéiques agissant en "trans"

(Kim et al, 2008).

I1.3.2 Anomalies affectant les protéines régulant I’épissage

Les changements dans la concentration, la localisation, la composition ou I’activité des
facteurs régulateurs de I’épissage agissant en "trans" (protéines hnRNP et SR) peuvent aussi
affecter les processus d’épissage. De plus en plus d’évidences suggérent une connexion étroite
entre la dérégulation de 1’expression des protéines SR et hnRNP et le développement tumoral,
via une modification des patrons d’épissage de génes clés (Table 3). Par exemple, des
modifications des concentrations relatives des protéines SR ont été retrouvées au cours de la
progression du cancer mammaire chez la souris, et sont associées a des changements dans
I’épissage de CD44, une glycoprotéine membranaire impliquée dans les processus de
migration et d'adhésion cellulaires (Stickeler et a/, 1999). De tels changements ont également
¢été¢ mis en évidence dans des tumeurs pulmonaires chez la souris (Zerbe et al, 2004) et dans
des carcinomes du colon chez I’homme (Ghigna et al, 1998), en corrélation avec une
modification de la balance hnRNP A1-SF2/ASF. L’augmentation d’expression des protéines
SR est généralement corrélée a la progression tumorale, comme en témoigne 1’expression
¢levée de SF2/ASF, SC35 et SRp20 retrouvée dans les tissus ovariens malins (Fischer ef al,
2004) et de plusieurs protéines SR dans les cancers du sein (Stickeler ez al, 1999). Cependant,
les niveaux des transcrits de SF2/ASF, SRp40, SRp55 et SRp75 sont plus bas dans les
adénocarcinomes colorectaux non familiaux que dans les tissus sains adjacents, suggérant que
les niveaux des protéines SR dans les tissus cancéreux pourraient étre tissu-spécifiques
(Ghigna et al, 1998). L’expression de SF2/ASF est augmentée dans de nombreuses tumeurs
humaines, incluant les cancers du poumon, du colon, du rein, du foie, du pancréas et du sein,
par amplification génique ou surexpression de la protéine, ce qui affecte I’épissage alternatif
de genes suppresseurs de tumeurs (Bridging Integrator 1 ou BIN1) et d’oncogenes (kinases
MNK2 et S6K1) (Karni et al, 2007). Dans cette étude, les auteurs démontrent pour la

premicre fois que la dérégulation d’un facteur d’épissage, en 1’occurrence SF2/ASF, peut
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conduire a la transformation de fibroblastes immortalisés murins. SF2/ASF est aussi capable
de réguler I’épissage alternatif du proto-oncogeéne Ron conduisant a 1’accumulation d’une
isoforme constitutivement active ARon, qui augmente la mobilité cellulaire impliquée dans le
processus de métastases (Ghigna et al, 2005). Ces études identifient donc SF2/ASF comme un
proto-oncogene (Karni et al, 2007). De plus, les relations existant entre SF2/ASF et certaines
voies de signalisation cellulaire telles que [D’initiation de la traduction avec 4E-BP1
(Michlewski et al, 2008) ou la synthése protéique avec mTORC1 (Karni et al, 2008),
pourraient largement accroitre son potentiel oncogénique. Ces travaux suggerent aussi que
d’autres facteurs d’épissage anormalement exprimés dans les cellules cancéreuses pourraient
avoir des propriétés oncogéniques dans certains types cellulaires ou dans des contextes
génétiques spécifiques. Ainsi, SC35 régule 1’épissage du suppresseur de tumeur KLF6 en

réponse a la caféine (Shi ef al, 2008).

Bien que trés peu documentées, des modifications post-traductionnelles, telles qu'une
phosphorylation anormale des protéines SR, ou des modifications de la localisation
subcellulaire de ces protéines pourraient aussi contribuer au processus de carcinogenese. Cette
hypothese est supportée par 1’observation de 1’hyperphosphorylation de plusieurs protéines
SR dans les tumeurs humaines, notamment dans les cancers ovariens (Fischer et al, 2004). De
plus, la kinase SRPK1 qui phosphoryle les protéines SR est surexprimée dans les cancers du
sein, du colon, du pancréas et des testicules (Hayes ef al, 2007). Enfin, I’expression anormale
des facteurs d’épissage dans les cellules tumorales pourrait également étre impliquée dans la
résistance des cellules aux drogues couramment utilisées en thérapie anticancéreuse. Par
exemple, I’augmentation d’expression des facteurs d’épissage SRp20 et PTB (Polypyrimidine
Tract-binding Protein) dans les cancers ovariens correle avec la production d’isoformes
d’épissage alternatif de MRP1, lequel confére une résistance accrue a la doxorubicine (He et
al, 2004). SRPK1 est un facteur de résistance a l'apoptose induite par la gemcitabine et le

cisplatine (Sanz et al, 2002; Schenk et al, 2004).
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Nom (noms alternatifs)

Tissu(s) cancéreux ARNm affecté(s)

Facteurs protéiques régulant
I'épissage dont I'expression est

augmentée dans les cancers

Protéines SR et SR-like

Cobn, thyroide, petit ntesti, rem, poumen et RON, BIN1, S6K1,

SF2/ASF (SFRS1) e MNK2
8C35 (SFRS2) Owvaire, poumo, sen -
SRp20 (SFRS3) Ovaire MRPI1
SRp40 (SFRSS) Sein CD44
SRp55 (SFRS6) Sein .
TRA2-B1 (SFRS10) Sein CD44
SRm160 (SRRM1) Epithélhm thymique, estomac et rem CD44

Protéines hnRNP

mRNP Al (HNRNPA1)

Poumen, sem et ovaire -

ImRNP Bl (HNRNPA2B1) |Poumon -
ImRNP F (HNRNFPF) Cobn -
Lignées cellulares dérvées du cancer de
ImRNP L (HNRNPL) Fecsophage -
ImRNP K (HNRNPK) Cobrectal et oral -
PTB (PTBP1, HNRNPI) Glieblastome et ovare FGFR1, MRP1
| Autres facteurs YB-1 (YBX1) Ovare CcDa4
Vessie, sem, cobrn, pounon, ovare, pancréas
SPF45 (RBM17) et prostate FAS
SRPK1 (SFRSK1) Pancréas, sem, colon, lencémie 4 celules T et K2
leucémie myéloide chrenique
HuR (ELAVLI1) Scin ct ovaire FAS
HuD> (ELAVL4) Leucéme agné lynphoblastique 4 celules T |IK
Sam68 (KHDRBS1) Prostate -
Facteurs protéiques régulant
I'épissage dont I'expression est
diminuée dans les cancers
Protéines hnRNFP ImRNP E2 (PCBP2) Oral -
| Antres facteurs U2AF35 (U2AF1) Pancréas CCK-B
SF1 (3f1) Cobrectal WISP1, FGFR3
RBMS3 (LUCAI1S) Poumon -

Table 3 : Facteurs d'épissage altérés dans les cancers et cibles potentielles.
Adapté d'aprés Grosso et al, 2008.

En conclusion, des mutations affectant le choix des sites d'épissage, 1'assemblage du

splicéosome ou les facteurs régulant 1'épissage pourraient participer au développement des

cancers, via la modification de processus cellulaires cruciaux comme la prolifération

cellulaire, 1'apoptose ou l'invasion (Figure 16). Il reste maintenant a déterminer: (i) quelles

sont les voies de signalisation impliquées dans ces effets; (ii) quels facteurs protéiques
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controlent I'expression des facteurs d'épissage dans les cancers; (iii) quels sont les facteurs

d'épissage dérégulés dans les cancers et leurs génes cibles dans ce contexte.

Voies de signalisation

VMV,

Mutations
des sites
d’épissage

Facteurs
d’épissage

des profils
d’épissage

Prolifération | «—— | Dérégulation des processus cellulaires | —— | Apoptose
| Différenciation | Invasion

Figure 16 : Causes et possibles conséquences fonctionnelles des anomalies affectant 1'épissage des
pré-ARNm.

Des mutations touchant des séquences agissant en "cis" ainsi que des modifications de l'expression et/ou de
l'activité des facteurs régulant 1'épissage ou encore de la balance entre ces facteurs modifient les patrons
d'épissage de génes spécifiques et conduisent a la dérégulation de processus cellulaires cruciaux tels que la
prolifération ou l'invasion cellulaire & 1’origine du cancer.

D’aprés Srebrow & Kornblihtt, 2006.
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III. L’ACETYLATION DES PROTEINES NON-
HISTONES

III.1. Aspects généraux de I’acétylation

II1.1.1 Définition

L’acétylation est une modification post-traductionnelle réversible des protéines
largement répandue chez les eucaryotes. L’état d’acétylation des protéines est contrdlé par
deux familles d’enzymes aux activités opposées mais en équilibre permanent : les histones
acétyltransférases (HATSs) et les histones déacétylases (HDACs) qui ajoutent et enlevent,

respectivement, un groupement acétyle sur des résidus lysines spécifiques.

L’acétylation des lysines a été initialement découverte comme une modification
épigénétique des histones, d’ou le nom couramment employé pour les enzymes catalysant
cette réaction. Il a été proposé que 1’acétylation des histones altere les interactions histone-
ADN pour créer une architecture chromatinienne plus permissive a la transcription (pour
revue, Shahbazian & Grunstein, 2007). A ce titre, cette modification est presque
invariablement associée a 1’activation de la transcription. A I’inverse, la déacétylation correle
avec une répression de la transcription. Des investigations plus récentes ont mis en évidence
que DP’acétylation des lysines pouvait €galement avoir lieu sur des protéines non-histones.
Ainsi, les études de protéomique ont identifi¢ un nombre toujours plus important de substrats
non-histones soumis a acétylation, notamment des facteurs de transcription et des co-
régulateurs transcriptionnels (Iwabata et a/, 2005; Kim ef al, 2006a) (Table 4). Dernierement,
une analyse par spectrométrie de masse a grande échelle a identifi¢ 3600 sites d’acétylation
sur 1750 protéines (Choudhary et al, 2009). De fagon importante, cette étude révele que
I’acétylation des lysines cible préférentiellement de larges complexes macromoléculaires
impliqués dans divers processus cellulaires, tels que le remodelage de la chromatine, le cycle
cellulaire, I’épissage des ARNm, le transport nucléaire, le métabolisme €nergétique et le
remodelage du cytosquelette d’actine (Table 4). De fagon trés intéressante, les domaines
structuraux les plus enclins a acétylation sont les motifs de reconnaissance de ’ARN ou

domaines RRM, retrouvés entre autres au sein des proté¢ines SR (Choudhary et al, 2009).
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Fonction

Protéines

Facteurs de transcription

pS3, p73, c-Myc, c-Jun, AML1, BCL-6, E2F1, E2F2, E2F3,
GATA-1, GATA-2, GATA-3, GATA-4, Ying Yang 1 (YY1),
NT-KB (RelA/p65), MEF2, CREB, HIF-1a, BETA-2, POP-1,
IRF-2, IRF-7, SRY, EKLF, TCF, NF-Y, STAT3, MyoD

Récepteurs aux stéroides

Récepteur des androgénes, récepteur ¢ des oestrogénes,
récepteur des glucocorticoides

Co-régulateurs transcriptiormels

RB, DEK, MSL-3, HMGI(Y YHMGAL1, CiBP2, PGC-1a

Médiateurs de signalisation

Smad7, B-caténine, IRS-1, ¢dk9

Enzymes de réparation de ' ADN

Ku70, WRN, TDG, NEIL2, FEN1

Enzymes du métabolisme

Acétyl-CoA synthétase, pyruvate kinase

Facteurs de I'mport micléare

Importine-a1, Rchl

Protéines de structure

Tubuline-c, acting, cortacting

Protémes chaperonnes

HSP90, IISP70

Mediateurs de I'mflarmmation

HIMGBI1

Proténes virales

E1A, I-HDAg, S-HDAg, antigéne T SV40, Tat HIV

Table 4 : Exemples de protéines non-histones substrats d'acétylation.
Adapté d'apres Di Gennaro et al, 2004, Glozak et al, 2005; Xu et al, 2007, Yang & Seto, 2007.

L’ensemble de ces travaux souligne donc le role fondamental de 1’acétylation dans le

contrdle de fonctions cellulaires essentielles. Ainsi, les HATs et les HDACs peuvent étre
considérées comme des facteurs multifonctionnels, agissant non seulement sur la
transcription, mais aussi sur une variété d’autres processus cellulaires. La suite de ce chapitre

sera essentiellement consacrée a I’acétylation des protéines non-histones.

I11.1.2 Acteurs moléculaires de I’acétylation/déacétylation

I11.1.2.1 Les histones acétyltransférases (HATs)

Les histones acétyltransférases sont généralement des protéines de haut poids
moléculaire et des co-activateurs transcriptionnels agissant dans le noyau ou dans le
cytoplasme de la cellule. La quasi-totalit¢ de ces enzymes fonctionne comme sous-unité
catalytique au sein de complexes multi-protéiques. Chez ’homme, une trentaine de protéines
possédant une activité histone acétyltransférase a été identifiée. Ces protéines peuvent étre
subdivisées en trois groupes majeurs sur la base de motifs structuraux hautement conservés.
On retrouve la famille GNAT (GCNS related N-AcetylTransferase) qui contient 1’enzyme
P/CAF (p300/CBP Associated Factor) (Yang et al, 1996), la famille p300/CBP (p300/CREB
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Binding Protein) (Ogryzko et al, 1996), et la famille MYST, qui inclue les protéines
humaines MOZ (MOnocytic leukaemia Zinc finger protein), MORF (MOnocytic leukemia
zinc finger Related Factor) et Tip60 (Tat Interacting Protein 60 kDa) (Borrow et al, 1996;
Kamine et al, 1996; Champagne et al, 1999). Chacune de ces HATs posséde une spécificité
de substrats particuliere et différentes HATs sont susceptibles d’acétyler un résidu lysine

donné.

I11.1.2.2 Les différentes classes d’histones déacétylases

Les histones déacétylases font partie de la superfamille des métalloenzymes a zinc et
ont été classées, a la suite d’analyses phylogénétiques, selon leur homologie de séquence avec
les HDACs de la levure Saccharomyces cerevisiae, leur poids moléculaire et leur localisation
intracellulaire (de Ruijter et al/, 2003). A ce jour, 18 HDACs humaines ont été identifiées.
Elles se répartissent en trois grandes classes distinctes :

- Les HDACs de classe I : il s’agit des HDACs 1, 2, 3 et 8. Ces HDACSs sont des homologues
du répresseur transcriptionnel de levures yRPD3 (yeast Reduced Potassium Dependency 3).
Ces enzymes présentent une structure compacte. Elles sont exprimées dans la plupart des
tissus et lignées cellulaires, et sont présentes majoritairement dans le noyau.

- Les HDACs de classe I : il s’agit des HDACs 4, 5, 6, 7, 9 et 10 (pour revue, Verdin et al,
2003). Ce sont des homologues de yHDAT1 (yeast Histone Deacetylase-Al). Elles sont tissu-
spécifiques et peuvent faire la navette nucléo-cytoplasmique en réponse a divers signaux
cellulaires. Elles peuvent étre subdivisées en deux sous-classes, HDACs Ila (HDACs 4, 5, 7 et
9) et HDACs IIb (HDAC: 6 et 10), basées sur leur homologie de séquence et I’organisation de
leurs domaines. Les HDAC:s IIb se caractérisent par la duplication de leurs domaines HDACs,
méme si celle-ci n’est que partielle dans le cas de HDACI10.

- Les HDACs de classe III ou sirtuines : elles ne montrent aucune homologie avec les
HDAC:s de classe I et II. Ce sont des HDACs similaires a ySIR2 (yeast Silent Information
Regulator 2) dont I’activité enzymatique dépend du NAD+. On y retrouve SIRT 1, 2, 3, 4, 5,
6 et 7. Cette classe de HDACs est la moins bien caractérisée (pour revue, Saunders et al,
2007).

La derniere déacétylase connue est HDACI11. Celle-ci possede des homologies a la
fois avec les HDACs de classe I et celles de classe II. Pour cette raison, elle n’est répertoriée

dans aucune des différentes classes.
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Les HDACs présentent un domaine catalytique hautement conservé d’environ 390
acides aminés. De manicre similaire aux HATs, elles existent dans de larges complexes a
I’intérieur des cellules. Elles posseédent des spécificités de substrats et la plupart d’entre elles

peuvent, tout du moins « in vitro », déacétyler des protéines non-histones.

II1.2. Exemples d’enzymes a activité acétyltransférase et a activité
déacétylase

IIL.2.1 L’acétyltransférase Tip60: une protéine clé de la réponse aux
dommages de PADN

I11.2.1.1 Structure et caractéristiques générales de Tip60

La protéine Tip60 a originellement été identifiée comme une acétyltransférase
cellulaire interagissant avec la protéine Tat du virus HIV-1 (Kamine et al, 1996). D’un point
de vue structural, Tip60 est constituée en position N-terminale d’un chromodomaine et en C-
terminal d’un domaine MYST trés conservé (Figure 17). Le domaine MYST est le domaine
catalytique. Il contient une petite séquence (résidus 335-404, « domaine HAT conservé ») qui
lie I’acétyl-co-enzyme A et le substrat et qui est conservée au sein des autres familles
d’histones acétyltransférases. Le domaine MYST possede également un motif en doigt de zinc
Cys-Cys-His-Cys, qui est essentiel a 1’activité acétyltransférase de Tip60 et pour ses
interactions protéine-protéine (Xiao et al, 2003). A son extrémit¢ C-terminale, Tip60
renferme un domaine d’interaction avec les récepteurs nucléaires (Gaughan et al, 2001).
Tip60 est une protéine ubiquitaire, instable, de demi-vie courte (30 a 190 minutes) selon le
type cellulaire étudi¢ (Legube et al, 2002; Eymin et al, 2006). En I’absence de stimuli, un
faible niveau d’expression de Tip60 est maintenu dans la cellule via 1’activation du

protéasome.

Outre sa capacité a acétyler les histones de coeur, Tip60 peut également acétyler des
protéines non-histones telles que les facteurs de transcription p53 (Tang et al, 2006) et c-Myc
(Patel et al, 2004), le récepteur aux androgénes (AR) (Gaughan et al, 2002), la kinase ATM
(Sun et al, 2005) ou encore le suppresseur de tumeur RB (Leduc et al, 2006). Les études « in
vitro » suggerent qu’il n’existerait pas de motif consensus apparent pour la fixation de Tip60 a

ses substrats. La protéine Tip60 existe au sein d’un complexe multi-protéique nucléaire stable
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constitué d’au  moins 18 sous unités telles que la protéine TRRAP
(TRansformation/tRanscription domain-Associated Protein), 1’ATPase p400/Domino, la
protéine inhibitrice de croissance ING3 et le facteur BAF53 (53 kDa BRG-1/human BRM-
associated factor). Ce complexe réalise la plupart des fonctions transcriptionnelles et de

réponse aux dommages de I’ADN de Tip60.

Doigt Domaine HAT Séquence
Chromodomaine de Zn conservé NR
1 513

Domaine catalytique MYST

Figure 17 : Représentation schématique des différents domaines de I’histone acétyltransférase
Tip60.

La protéine Tip60 contient dans sa partie N-terminale un chromodomaine qui lui confére la capacité
d’interagir avec les lysines méthylées des histones. Tip60 posséde un domaine catalytique MYST dans sa
région C-terminale qui est constitué d’une courte séquence correspondant au domaine HAT conservé qui
fixe l’acétyl-CoA et le substrat, ainsi que d’un motif en doigt de zinc essentiel a son activité
acétyltransférase et requis pour les interactions protéine-protéine. A son extrémité C-terminale est retrouvée
une séquence d’interaction avec les récepteurs nucléaires (NR).

D’apreés Sapountzi et al, 2006.

I11.2.1.2 Fonctions biologiques de Tip60

La protéine Tip60 est connue pour étre recrutée par un nombre varié¢ de facteurs de
transcription au niveau de leurs promoteurs cibles ou elle participe a ’acétylation des histones
et a ’activation transcriptionnelle (Figure 18). Ainsi, Tip60 est impliqué dans de nombreuses
voies de signalisation telles que la voie de signalisation de c-Myc, du récepteur aux
androgenes et de NFkB. Tip60 est aussi engagé dans le programme transcriptionnel de E2F1.
En effet, le complexe Tip60 est recruté sur les promoteurs des genes cibles de E2F1 ou il est
responsable de I’acétylation de 1’histone H4. Ces genes cibles incluent les génes codant pour
pl07 (pocket protein p107), PCNA (Proliferating Cell Nuclear Antigen), MCM3 et MCM4
(Minichromosome maintenance 3/4) (Taubert et al, 2004). Parallélement a 1’acétylation des
histones au niveau de ces promoteurs, Tip60 est aussi capable d’acétyler directement c-Myc et
de le stabiliser (Patel ef al, 2004). A I’'inverse, méme si Tip60 est généralement considéré
comme un co-activateur de la transcription des genes, il existe des cas ou sa présence réprime
I’expression de geénes cibles. Notamment, Tip60 réprime 1’activité transcriptionnelle du

facteur de transcription STAT3 via le recrutement de HDAC7 (Xiao et al, 2003).
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-

Cor!tr(‘_)le Réponse aux
transcriptionnel dommages de 'ADN Apoptose

N\ :

Initiation de la réponse

Activation Répression Acétylation et activation ATM A4"—Cti‘.’ati°" 53
E2F, Myc, NFkB, STAT3, CREB, ; Collaboration avec d'autres
. (complexe MRN requis)
p53,'re.cepteurs TEL, ZEB,... composants complexe
nucléaires (AR), l TipB0 (ex: ING3)

UBF,... Relaxation chromatinienne

Hyperacétylation histone H4
Recrutement machinerie de réparation

|

Etapes finales
Eradication marques yH2AX

Figure 18 : Fonctions biologiques de I’acétyltransférase Tip60.

Outre son implication dans le contrdle transcriptionnel, la protéine Tip60 participe activement a la réponse
aux dommages de I’ADN et peut initier I’apoptose dépendante de p53 lorsque les 1ésions de I’ADN sont
trop importantes pour étre corrigées.

Tip60 est impliqué dans la réponse aux dommages de I’ADN, et ce a différents
niveaux (Figure 18). Il participe a I’initiation de la réponse aux lésions sur I’ADN en réponse
au stress génotoxique. Ainsi, des travaux ont montré que Tip60 active la kinase ATM (Ataxia
Telangiectasia Mutated) en 1’acétylant ce qui conduit ensuite a ’activation de toute la cascade
de phosphorylations nécessaire a la réparation des lésions de I’ADN (Sun ef al, 2005). Plus
récemment, la méme équipe a montré que le complexe MRN (Mrel1/Rad50/Nbsl), un
senseur des cassures double brin, recrute Tip60 via son chromodomaine au niveau de la lysine
9 triméthylée de I’histone H3 et stimule son activité acétyltransférase envers ATM (Sun et al,
2009, 2010), faisant de Tip60 un acteur trés précoce de la réponse aux dommages de I’ADN.
D’autre part, Tip60 permet la relaxation de la chromatine, via notamment 1’hyperacétylation
de I’histone H4 au niveau des cassures (Murr et al, 2006). Cette ouverture de la chromatine
faciliterait 1’accés a la machinerie de réparation (Tamburini & Tyler, 2005). D’ailleurs, Tip60
est capable de recruter directement des acteurs du processus de réparation, tels que les sous-
unités RRM1 et RRM2 de la ribonucléase réductase (Niida er al, 2010). Enfin, Tip60
participerait aux étapes finales de la réparation de ces 1ésions en permettant I’éradication des
marques YH2AX aprés achévement du processus de réparation (Kusch et al/, 2004). L’activité

acétyltransférase de Tip60 est également requise dans le déclenchement de 1’apoptose
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dépendante de p53 lorsque les 1ésions de ’ADN sont trop importantes pour étre réparées
(Figure 18). Dans ce contexte, il a été montré que I’acétylation de p53 par Tip60 module la

décision entre arrét du cycle cellulaire et apoptose (Tang et al, 2006).

I11.2.2 HDACS6 : une déacétylase cytoplasmique singuliére

I11.2.2.1 Description générale de HDAC6

Découverte en 1999 (Verdel & Khochbin, 1999), I’histone déacétylase HDACG6 est
une enzyme unique qui posséde des caractéristiques structurales et fonctionnelles bien
spécifiques. En effet, a la différence des membres des classes I et Ila des HDACs, HDAC6
posséde, dans sa région N-terminale, deux domaines déacétylases (Figure 19) qui sont
conservés au cours de 1’évolution. L’analyse initiale de I’activité catalytique de ces deux
domaines HDACs suggérait qu'ils pouvaient fonctionner indépendamment ’'un de 1’autre
(Grozinger et al, 1999). Néanmoins, des études plus approfondies de l'influence interne des
deux domaines dans le processus de déacétylation ont remis en question ce résultat, en
montrant que P’activité catalytique de HDACG6 reposait soit sur la présence simultanée des
deux domaines (Zhang et al, 2006), soit uniquement sur la présence du second domaine
catalytique (Zou et al, 2006). Un autre aspect remarquable de HDAC6 est la présence, en son
extrémité C-terminale, d’un motif en doigt de zinc conservé, appelé domaine ZnF-UBP
(Seigneurin-Berny et al, 2001) (Figure 19). Ce domaine a la particularit¢ de fixer
spécifiquement les chaines mono- et poly-ubiquitinylées (Seigneurin-Berny et al, 2001; Hook
et al, 2002; Boyault et al, 2006). Chez la souris, HDAC6 est activement maintenue dans le
cytoplasme et peut, sous certaines conditions, étre partiellement délocalisée dans le noyau
(Verdel et al, 2000). En effet, un fort signal d’export nucléaire (NES) localisé¢ dans le premier
domaine catalytique prévient 1’accumulation de la protéine dans le noyau. De fagon
intéressante, bien que cette séquence NES soit conservée dans la protéine HDAC6 humaine,
une autre région de la protéine située entre le second domaine déacétylase et le domaine C-
terminal ZnF-UBP, assure un ancrage stable de la protéine dans le cytoplasme. Ce domaine,
nommé SE14, n’est pas conservé dans les autres especes et se caractérise par la succession de
8 répétitions d’un tétradécapeptide contenant des enchainements Ser-Glu (Bertos et al, 2004)

(Figure 19).
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NES DD1 DD2 SE14 ZnF-UBP
1 - J 1215
1 ~ l
Exclusi Activité catalytique Ancrage
xclusion :
nucléaire cytoplasmique Liaison a
I'ubiquitine

Figure 19 : Organisation structurale de la déacétylase HDAC6 humaine.

La protéine HDAC6 est le seul membre de la famille des histones déacétylases a posséder une pleine
duplication de son domaine catalytique (DD1 + DD2). Chez ’homme, HDAC6 possede deux domaines
distincts qui lui conférent une localisation cytoplasmique stable : un signal d’export nucléaire (NES)
conservé dans son extrémité N-terminale et un domaine nommé SE14 qui assure I’ancrage de la protéine
dans le compartiment cytoplasmique. Dans la région C-terminale de la protéine est retrouvé un domaine
ZnF-UBP qui permet la fixation de la protéine avec une haute affinité aux molécules d’ubiquitine. SE14 :
Tétradécapeptide contenant des enchainements Ser-Glu ; ZnF-UBP : Ubiquitin hydrolase-like Zinc Finger.
D’aprés Boyault et al, 2007a.

111.2.2.2 Les substrats de HDAC6

Bien que la dénomination "histone déacétylase" soit utilisée dans un but de
simplification pour la nomenclature, le premier substrat physiologique de HDAC6 découvert
fut 'a-tubuline cytoplasmique (Hubbert et al/, 2002; Matsuyama et al, 2002) et non les
histones. Depuis, au moins trois autres substrats non-histones ont été identifiés : la chaperonne
HSP90 (Bali et al, 2005; Kovacs et al, 2005) qui fait partie d’un complexe essentiel pour la
stabilité et la fonction des "protéines clientes" importantes dans 1'homéostasie cellulaire, mais
aussi plus récemment la cortactine (Zhang et al, 2007a) et la B-caténine (Li et al, 2008). En
revanche, méme si une forte activité histone déacétylase est attribuée a HDAC6 "in vitro”
(Grozinger et al, 1999; Haggarty et al, 2003; Zhang et al, 2003), une telle activité n’a toujours

pas été démontrée "in vivo".

Malgré une rétention active de HDAC6 dans le cytoplasme (Verdel et al, 2000; Bertos
et al, 2004), plusieurs études ont rapporté son interaction avec des protéines nucléaires ainsi
que son impact sur 1’activité transcriptionnelle de différents facteurs. Ainsi, des expériences
de transfection transitoire ont montré que le recrutement de HDAC6 au niveau de promoteurs
réprime la transcription, suggérant que la présence de HDAC6 dans le noyau aurait un impact
sur l'activité de certains genes (Westendorf et al, 2002; Girdwood et al, 2003; Zhang et al,

2003). De plus, des expériences de déacétylation réalisées «in vitro » indiquent que
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I’extrémité N-terminale acétylée de 1’histone H4 est susceptible d'étre déacétylée par HDAC6
(Matsuyama et al, 2002; Zhang et al, 2003). Ces observations laissent penser que HDAC6
pourrait participer a la déacétylation trés localisée d'histones, dans certains types cellulaires
ou en réponse a certains signaux spécifiques. Il a également ét¢ montré que HDAC6 peut
interagir avec le facteur de transcription Runx2. La déacétylase est alors recrutée sur la
chromatine et réprime activité du promoteur p21"**! dans des lignées fibroblastiques ou
ostéoblastiques (Westendorf et al, 2002). Par ailleurs, une association de HDAC6 avec des
co-répresseurs transcriptionnels tels que LCoR (Ligand-dependent CoRepressor) a été décrite.
Cette interaction identifie un mécanisme supplémentaire de répression par LCoR (Fernandes
et al, 2003). HDACS6 interagit aussi avec la protéine HDACI11 localisée uniquement dans le
noyau, méme si les significations et les fonctions biologiques de cette interaction ne sont pas
encore ¢lucidées (Gao et al, 2002). Enfin, le recrutement de HDAC6 par I'histone
acétyltransférase p300 sumoylée, exclusivement nucléaire, fournit un argument de plus pour

une action de HDACG6 dans le noyau (Girdwood et al, 2003).

111.2.2.3 Fonctions cellulaires de HDAC6

Une multitude de données indique un lien étroit entre la protéine HDACG et la voie
ubiquitine-protéasome qui est le principal mécanisme de dégradation des protéines cellulaires.
L’ubiquitination est une modification post-traductionnelle des protéines médiée par une
cascade enzymatique, impliquant une enzyme d’activation de 1’ubiquitine (Ub) E1, des
enzymes de conjugaison E2, et des ubiquitine ligases E3, ces derniéres existant en trés grand
nombre dans les cellules. La protéolyse médiée par la voie du protéasome implique deux
¢tapes : une étape de polyubiquitination des substrats suivie par la dégradation des protéines
ubiquitinylées par le complexe du protéasome 26S (Hochstrasser, 1996). 1l a été montré que
HDAC6 peut non seulement interagir avec des chaines mono- et poly-ubiquitinylées
(Seigneurin-Berny et al, 2001; Hook et al, 2002; Boyault et al, 2006), mais aussi former un
complexe, tout du moins chez la souris, avec deux protéines impliquées dans la régulation de
la dégradation dépendante de 1’ubiquitine, nommées p97/VCP et PLAP (phospholipase A2
activating protein) (Seigneurin-Berny ef a/, 2001). Les fonctions dépendantes de I’ubiquitine
de HDACS6 ont été par la suite investiguées et ont révélé que HDAC6 était impliquée dans le
controle du « turn-over » des protéines ubiquitinylées. Ainsi, la fixation de haute affinité¢ de
HDACG6 a I’ubiquitine empéche la reconnaissance des protéines ubiquitinylées par d’autres

facteurs fixant I’ubiquitine et retarde leur dégradation ultérieure par le protéasome ou par les
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protéases spécifiques de 1’ubiquitine (Boyault et al, 2006). Son activité de fixation de
I’'ubiquitine a également été montrée comme cruciale dans la réponse cellulaire protectrice
envers I’accumulation des agrégats de protéines mal repliées et hautement ubiquitinylées. Ce
mécanisme de défense utilise un transport actif dépendant des microtubules pour acheminer
les agrégats protéiques disséminés dans la cellule vers des structures péricentriolaires appelées
«aggrésomes » (Kawaguchi et al, 2003). HDAC6 joue également un role central dans
I’interconnexion entre le dysfonctionnement du protéasome et 1’activation de 1’autophagie, un
processus physiologique assurant le renouvellement des protéines et des organelles cellulaires
par les lysosomes (Pandey et al, 2007). Enfin 1’équipe de Saadi Khochbin a récemment
démontré le role de HDAC6 dans une troisitme voie de défense cellulaire contre
I’accumulation d’agrégats protéiques, résultant en 1’induction d’une réponse de type « choc
thermique ». Celle-ci fait intervenir les chaperons moléculaires dits « de choc thermique » ou
HSP (Heat Shock Protein) qui sont sous le controle transcriptionnel du facteur de transcription
HSF1 (Heat Shock Factor 1). Suite a ’accumulation de protéines ubiquitinylées, HDAC6 peut
induire la dissociation du complexe contenant HSF1 sous forme inactive, libérant ainsi HSF1
qui, activé, peut alors conduire la transcription des génes HSP (Boyault et al, 2007b). En
résumé, 1’ensemble de ces données indique que HDAC6 coordonne toutes les voies de
réponse cellulaire a I’accumulation cytotoxique des agrégats protéiques.

En outre, différentes études ont mis en évidence un role de HDAC6 dans les processus
dépendants du cytosquelette tels que le remodelage du réseau d’actine et I’endocytose, les
dynamiques de ’adhérence cellulaire et la motilité (Hubbert et al, 2002; Gao et al, 2007;
Zhang et al, 2007a).

II1.3. Conséquences fonctionnelles de P’acétylation des protéines
non-histones

Le premier effet de 1’acétylation réversible des lysines est la neutralisation de leur
charge positive et par conséquent la modulation des propriétés électrostatiques et
biochimiques des protéines qui portent cette modification post-traductionnelle. Ainsi,
I’acétylation des protéines non-histones, au méme titre que la phosphorylation, contrdle leurs
fonctions, incluant leurs interactions protéine-protéine, leur stabilité, leur activité et leur

localisation subcellulaire (pour revue, Glozak et al, 2005) (Table 5).
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Implication biologique Protéines acétylées
Augmentation de la fixation al'ADN Diminution de la fixation aI'ADN

Fixation 8 'ADN P53, STAT3, GATA, E2F1, p50 (NFxB),

p65 (NFxB), c-Myb, MyoD, HNF-4, AML1, HMG-A]l, HMG-N2, YY1, Fen-1
KLF13

Activation transcriptionnelle Inactivation transcriptionnelle

Expression génique P53, STAT3, AR, GATA, EKLF, MyoD,
E2F1, p65 (NFKB), p73, Bcl-6, B-caténine, HIF-1a, STATI1, FOXO1, FOX04

KLFS35, 8pl, RIP140

Augmentation de la stabilité protéique Diminution de la stabilité protéique

Stabilité protéique P53, p73, B-caténine, Smad-7, c-Myc,

HIF-1a, RB, GATAI, SV40 T-Ag
Runx3, AR, E2F1, H2A z, NF-E4, HNF6

Augmentation Diminution

Interactions protéiques STAT3, AR, EKLF, Importine A, STATI,

TFIIB, @-tubulme, actine, cortactine P65(RelA), Ku70, HEPSO

Ac — Noyau Ac — Cytosol
P/CAF, SRY, PCNA, POP-1, HNF4 c-Abl, p300, PAP

Localisation subcellulaire

Table 5 : Conséquences fonctionnelles de 1'acétylation de protéines non-histones (liste non
exhaustive).
D'apres Spange et al, 2009.

Il est maintenant bien établi que 1’acétylation régule les propriétés de facteurs de
transcription, telles que leur capacité a lier I’ADN et a activer la transcription (Table 5). Par
exemple, I’acétylation de p53 et E2F1 augmente leur fixation a ’ADN et leur activité
transcriptionnelle (Gu & Roeder, 1997; Martinez-Balbas et al, 2000). A I’inverse,
I’acétylation des facteurs de transcription HMGI (high mobility group I) inhibe leur fixation a
I’ADN (Munshi et al, 1998). L’acétylation des protéines régule aussi le « turn-over » des
protéines (pour revue, Sadoul et al, 2008) (Figure 20). Ainsi, la plupart des exemples décrits
dans la littérature désigne 1’acétylation des lysines comme une modification post-
traductionnelle stabilisatrice. L’acétylation rentre alors en compétition avec 1’ubiquitination
au niveau du méme résidu lysine et stabilise la protéine acétylée. Dans ce cas, la balance entre
les activités des HATs acétylant donc stabilisant les protéines et les HDACs les déacétylant
donc stimulant leur dégradation contrdle le « turn-over » de ces protéines. En accord avec
cette notion, il a été¢ montré que des HDACs étaient impliqués dans controle de la stabilité des
facteurs de transcription p53 (Ito et al, 2002) et Runx3 (Runt-related transcription factor 3)
(Jin et al, 2004). Plus récemment, il a aussi €té démontré que I’acétylation accroit la stabilité
des membres de la famille MYC (pour revue, Vervoorts et al, 2006) et de la B-caténine (Ge et
al, 2009). Par ailleurs, lorsque ’acétylation et 1’ubiquitination affectent deux résidus lysine

différents, la stabilisation en réponse a I’acétylation pourrait étre liée a un changement
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conformationnel qui empéche I’ubiquitination ou bien a une stimulation de 1’interaction de la
protéine acétylée avec un partenaire qui masque le site d’ubiquitination (Figure 20). Par
exemple, P/CAF acétyle et stabilise E2F1 par un mécanisme mettant en jeu une stimulation de
I’interaction de E2F1 acétylé avec RB (lanari et al, 2004). A I’inverse, d’autres observations
indiquent que I’acétylation des lysines peut promouvoir la dégradation protéique (Figure 20).
Le plus souvent, 1’acétylation d’un résidu lysine génére une interaction avec une protéine
partenaire, et notamment avec des E3 ubiquitine ligases, qui vont ubiquitinyler la protéine
acétylée. C’est le cas pour HIF-1a (Hypoxia-inducible factor 1a) dont I’acétylation augmente
son interaction avec pVHL, une ubiquitine ligase (Jeong ef al, 2002) ou RB dont ’acétylation
promeut son interaction avec MDM2 et possiblement son ubiquitination (Chan et a/, 2001).
De plus, I’acétylation de protéines chaperonnes telles que HSP90 peut modifier son

interaction avec ses protéines « clientes » et conduire a leur dégradation (Yu et al, 2002).
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Figure 20 : Principaux mécanismes de régulation de la stabilité protéique mettant en jeu
I’acétylation des lysines.

(A) Stabilisation protéique par effet de compétition. Le site d’acétylation et le site d’ubiquitination sont
localisés sur le méme résidu lysine. Ainsi, I’acétylation de cette lysine empéche son ubiquitination et
conduit a la stabilisation de la protéine. Dans ce contexte, les HATs assurent la stabilit¢ de la protéine
déubiquitinylée en protégeant le résidu lysine cible de I’action d’enzymes E3. A l’inverse, les HDACs
laissent libre le résidu lysine accepteur d’ubiquitine et préparent la protéine a 1’ubiquitination et a la
dégradation par le protéasome. (B) La stabilisation protéique en réponse a 1’acétylation peut étre liée a une
stimulation de I’interaction de la protéine acétylée avec des partenaires qui masque le site d’ubiquitination
et la protége de I’activité E3 ubiquitine ligase. (C) Stimulation de la dégradation protéique par acétylation.
L’acétylation d’un résidu lysine spécifique peut créer un site de fixation pour le recrutement d’un complexe
a activité E3 ubiquitine ligase qui permet I’ubiquitination de la protéine et sa dégradation ultérieure par le
protéasome.

Adapté d’apres Caron et al, 2005.
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De facon intéressante, les HATs et HDACs contrdlent aussi les voies de dégradation
par le protéasome de protéines cibles en combinant plusieurs domaines fonctionnels au sein
d’une méme enzyme. Par exemple, il existe des enzymes combinant a la fois des activités
d’acétylation et d’ubiquitination. C’est le cas de ’acétyltransférase p300/CBP qui possede
une activité de poly-ubiquitination de type E4 qui fonctionne indépendamment de son activité
HAT. Cette activité E4 est impliquée dans le contrdle de la stabilité de p53 (Grossman et al,
2003) et de Tip60 (Col et al, 2005). De méme, 1’acétyltransférase P/CAF renferme dans sa
région N-terminale un domaine a activité E3 ligase (Linares et al, 2007). En outre, des HATs
et HDACs sont retrouvées dans des complexes multi-protéiques contenant des enzymes de la
machinerie de I’ubiquitination. Par exemple, 1’acétyltransférase Tip60 interagit avec les E3
ubiquitine ligases MDM?2 (Col et al, 2005; Legube et al, 2002) et Pirh2 (Logan et al, 2004),
méme si I’impact de cette interaction sur 1’ubiquitination des substrats demeure largement
inconnu. Un autre exemple est celui de HDAC1 qui s’associe avec MDM?2 et déacétyle p53
permettant son ubiquitination et sa dégradation (Ito ef al, 2002). Finalement, 1’acétylation peut
¢galement influencer la stabilité protéique de maniére plus indirecte. Ainsi, l’activité
déacétylase de HDAC6 peut potentiellement controler la stabilité d’une variété de protéines
cellulaires normalement stabilisées par HSP90, comme le récepteur aux glucocorticoides
(Kovacs et al, 2005) et I’oncoprotéine de fusion RUNXI-ETO (Yang et al, 2007). Par
ailleurs, il a été montré que 1’acétylation de 1’ubiquitine E3 ligase MDM?2 conditionne son

inactivation et permet de stabiliser p53 (Wang et al, 2004).

A la lumiere de ces nombreuses données, il est donc devenu évident que les HATs et
les HDACs interviennent dans le contréle de la demi-vie d’un grand nombre de protéines, et

ce a différents niveaux.

I11.4. Les inhibiteurs des histones déacétylases (HDACi)

Comme nous avons pu le constater précédemment, le controle du niveau d’acétylation
par les HATs et les HDACs constitue une étape essentielle dans la régulation de fonctions
cellulaires. De ce fait, I’obtention de produits capables de moduler ces activités présente un
intérét évident, tant sur le plan cognitif qu’appliqué. A ce jour, il n’existe pas de molécules
capables d’agir sur les HATs, méme si il a été découvert qu’un co-répresseur transcriptionnel,

appelé NIR (Novel INHAT Repressor), possédait une activité inhibitrice a I’encontre des
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HATSs p300/CBP et P/CAF (Seo et al, 2001). En revanche, de nombreux composés d’origine
naturelle, en particulier des antibiotiques antifongiques, se sont révélés exercer une puissante

action d’inhibition des HDAC:s.

I11.4.1 Classification des inhibiteurs de HDACs

Il existe de nombreux inhibiteurs de HDACs des classes I et II qui sont répertorié€s en
quatre grandes familles en fonction de leur structure chimique (Marks et al, 2004) :
(i) Les dérivés d’acide hydroxamique : dans cette classe, on retrouve notamment la
trichostatine A (TSA), un antifongique naturel, et le suberoylanilide hydroxamic acide
(SAHA) qui sont deux des inhibiteurs de HDACs les plus connus.
(ii) Les tetrapeptides cycliques : ils constituent la classe la plus complexe au niveau structurel.
On y retrouve notamment le depsipeptide, la trapoxine A (TPX), un métabolite fongique, et
I’apidicine.
(iii) Les acides gras a chaine courte : les principaux inhibiteurs de cette classe sont le sodium
butyrate (NaBu), le phénylbutyrate et I’acide valproique. Le NaBu a été la premiere molécule
inhibitrice de HDACs décrite (Boffa et al, 1978). 1l est le plus employé dans les études « in
vitro » (Davie et al, 2003) mais son utilisation a été¢ abandonnée dans les études « in vivo » du
fait de sa courte durée de demi-vie et de ses effets obtenus qu’a de fortes concentrations.
(iv) Les benzamides : la molécule la plus utilisée de cette classe est le MS-275. Leur pouvoir

inhibiteur de HDACs est moins puissant que pour les autres classes.

Les HDAC:s de classe III sont inhibées par un nombre plus restreint de molécules. On
peut citer par exemple le nicotinamide (Jackson et al, 2003) et le sirtinol (Grozinger et al,

2001). Des inhibiteurs naturels de SIRT1 ont également été identifiés (Olaharski et a/, 2005).

I11.4.2 Mécanisme d’action et effets biologiques des HDACi

Les inhibiteurs de HDACs agissent vraisemblablement par 1’intermédiaire de leurs
parties acycliques qui miment la chaine latérale acétylée des lysines, et via 1’inactivation du
site catalytique des HDACs par les différents groupements réactifs terminaux qui les
composent (époxyde, hydroxymate,...). Ce blocage de la déacétylation peut étre irréversible

comme c’est le cas de la trapoxine A qui forme une liaison covalente entre son groupe
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époxyde et les HDACs, ou réversible comme pour la TSA ou le NaBu. Tous les HDACi
présentent une large gamme d’effets sur des cellules en culture et dans des modéles animaux.
Ces effets incluent 1’activation ou la répression spécifique de geénes impliqués dans de
nombreux processus biologiques tels que la prolifération, la différenciation, la sénescence et
I’apoptose. De facon intéressante, les HDACi agissent préférentiellement sur les cellules
tumorales, méme si le mécanisme exact de cette sélectivité reste encore a étre ¢lucidé (pour

revues, Xu et al, 2007; Marks & Xu, 2009).

Les HDACI agissent sur les génes de maniére sélective. En effet, dans des cellules
tumorales traitées a la TSA ou au SAHA, la transcription de seulement 2% des genes
exprimés est altérée (soit augmentée, soit diminuée, de deux fois ou plus) comparativement
aux cellules contrdles non traitées (Van Lint ef al, 1996). Néanmoins, la base de cette
sélectivité est a ce jour encore inconnue. Un des genes les plus fréquemment induits par les

AF1
1W

HDACI code pour la protéine p2 , un inhibiteur des complexes cdk/cycline qui joue un

1WAFL est activé transcriptionnellement le

role déterminant dans 1’arrét du cycle cellulaire. p2
plus souvent par un mécanisme indépendant de p53. Cette induction pourrait expliquer le
blocage des cellules en phases G1 et G2/M du cycle cellulaire qui est fréquemment observé
dans les cellules traitées avec des HDACi. D’autres genes couramment induits incluent la
gelsoline, pl6™ ** et p27"' (Hoshikawa et al, 1994; Kim et al, 1999). Parmi les génes
réprimés par les HDACI, on retrouve la cycline D1 (Kim et al, 1999) et la thymidylate
synthétase (Glaser et al, 2003). En outre, les génes codant pour les HDACs sont eux-mémes
induits apres traitement par les HDACi (Dangond & Gullans, 1998).

Les HDAC1 peuvent aussi provoquer 1’apoptose via leur capacité a induire des génes
pro-apoptotiques tels que FAS ou BAK. Tous les HDACi étudiés activent a la fois la voie
extrinseque des récepteurs de mort et la voie intrinséque médiée par la perturbation de la
membrane mitochondriale (Peart et al, 2003; Rosato et al, 2003). Toutefois, il a ét¢ montré
dans plusieurs systemes expérimentaux que la mort cellulaire induite par les HDACi est
caractérisée par ’altération du profil du cycle cellulaire avec une perte des cellules en G1 et
en S, et I’accumulation de cellules contenant de I’ADN 4n, consistant avec un arrét du cycle
en G2/M (Peart et al, 2003). Ces données suggerent un effet double de ces molécules
d’inhibition du cycle cellulaire et d’induction d’apoptose. En accord avec cela, la TSA inhibe
la croissance de lignées de cancer pulmonaire en bloquant le cycle cellulaire et en provoquant
I’apoptose via I’activation des récepteurs de mort et de la voie mitochondriale (Kim et al,

2006Db; Platta et al, 2007).
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De nombreux HDACI inhibent 1’angiogenése en empéchant la formation de nouveaux
vaisseaux via 1’altération de la signalisation du VEGF (Kim et al, 2001; Deroanne et al,
2002). Par ailleurs, certains HDACi posseédent des propriétés anti-métastatiques et peuvent
empécher I’invasion tumorale a travers la régulation négative de [’expression des
métalloprotéases matricielles (Liu et al, 2003b). Enfin, il a ét¢ démontré que les HDACi
répriment I’expression du géne de la télomérase, indiquant que ces agents peuvent induire des
effets anti-prolifératifs en interférant également avec les programmes de sénescence cellulaire

(Nakamura et al, 2001).

IIL.5. Acétylation et cancer

II1.5.1 Activité HDAC et/ou HAT aberrante associée au cancer

De fagon importante, la majorité des protéines régulées par acétylation joue des rdles
clés dans I’oncogenese et la progression tumorale. Ainsi, des modifications dans 1’expression
et/ou ’activité des enzymes impliquées dans 1’acétylation ainsi que la rupture de 1’équilibre
entre les niveaux d’acétylation et de déacétylation pourraient jouer un réle crucial dans la
transformation cellulaire et 1’acquisition d’un phénotype tumoral. En accord avec cette
hypothése, des activités aberrantes des HATs et HDACs sont fréquemment observées dans les

cellules cancéreuses, notamment dans les leucémies et les lymphomes.

L’activit¢ HAT est perturbée dans un grand nombre de cancers, par translocation,
amplification, surexpression ou mutation. En particulier, des mutations faux-sens ou la
délétion de p300 ont été identifiées dans des tumeurs primaires colorectales et gastriques ainsi
que dans d’autres cancers €pithéliaux (Gayther et al, 2000). D’autre part, une perte mono-
allélique du gene Tip60 est fréquemment retrouvée dans les lymphomes, les carcinomes de la
téte et du cou et les carcinomes mammaires, avec une réduction concomitante du niveau
d’expression des transcrits codant pour Tip60. Une analyse immunohistochimique a de
surcroit démontré la perte du marquage nucléaire de Tip60 dans les carcinomes du sein qui
correle avec le grade de la pathologie (Gorrini et al, 2007). Par ailleurs, il a été décrit une
diminution significative de 1’expression de la protéine Tip60, ainsi que des niveaux de ses
transcrits, dans les carcinomes coliques et pulmonaires en comparaison avec leur tissu normal

associ¢ (LLeonart et al, 2006). Ces données suggerent un modéle dans lequel Tip60 se
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comporterait comme un suppresseur de tumeur haplo-insuffisant. Cependant, Tip60 est aussi
un co-activateur de c-Myc, du récepteur aux androgeénes, de NF-kB et de E2F1, qui sont
connus pour participer au processus de transformation et/ou au développement tumoral
(Gaughan et al, 2002; Patel et al, 2004; Taubert et al, 2004). Ainsi, en fonction du contexte
cellulaire, I’acétyltransférase Tip60 pourrait se comporter comme un oncogéne ou comme un

géne suppresseur de tumeur.

De la méme fagon que les HATs, les HDACs sont requises pour la croissance
cellulaire et jouent un role dans le développement et la progression des cancers humains, en
réprimant notamment 1’expression de génes suppresseurs de tumeurs et d’inhibiteurs du cycle
cellulaire. La surexpression des HDACs des classes I et II est observée dans de nombreux
types de cancers. Par exemple, HDACI est surexprimée dans les cellules du cancer de la
prostate, tandis que HDAC2 est surexprimée dans les carcinomes gastriques et colorectaux,
dans les dysplasies cervicales ainsi que dans les sarcomes du stroma endométrial, son
expression étant corrélée 4 une diminution de 1’expression de p21™*"' (Huang et al, 2005;
Song et al, 2005; Hrzenjak et al, 2006; Weichert et al, 2008). HDAC3 est surexprimée dans
les cancers du colon et inhibe également I’expression de p21™*F! (Wilson et al, 2006). Par
ailleurs, des niveaux ¢€levés de HDAC6 ont été décrits dans des tissus et lignées cellulaires
dérivés de carcinomes primaires oraux a cellules squameuses, des leucémies myéloides
aigués, plusieurs lignées cellulaires myeloblastiques ainsi que dans certains cas de cancers
mammaires humains (Yoshida et al, 2004; Bradbury et al, 2005; Saji et al, 2005; Sakuma et
al, 2006). L’expression des HDACs de classe III est largement affectée dans les cellules
tumorales. Ainsi, SIRT1 est surexprimée dans les cancers de la prostate (Huffman et al, 2007)
et ’expression de SIRT3 et SIRT7 est augmentée dans les cancers mammaires a nodules
(Ashraf et al, 2006). A I’inverse, I’expression SIRT2 est dramatiquement diminuée dans les
gliomes humains (Hiratsuka et a/, 2003). De méme, SIRT4 est invariablement sous-exprimée
dans une grande variété de leucémies my¢loides aigués (Bradbury et al, 2005).

Les mécanismes par lesquels la surexpression de ces différentes HDACs contribue au
processus de cancérisation sont variables. Par exemple, certaines HDACs s’associent a des
protéines oncogéniques issues de translocation dans des formes spécifiques de leucémies
(Pandolfi, 2001) et de lymphomes (Dhordain et al/, 1998). Par exemple, la leucémie aigué
promyélocytaire est associée a des translocations chromosomiques conduisant a des
oncoprotéines de fusion chimériques PML-RARa et PLZF-RARa qui fonctionnent comme

des répresseurs transcriptionnels aberrants, notamment via le recrutement de HDACs et
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I’altération de la régulation normale des geénes (Lin et al, 1998; Pandolfi, 2001). De plus,
I’hypoxie, souvent rencontrée au cceur des tumeurs solides, accroit 1’angiogenéese et induit
¢galement I’expression et 1’activité des HDACs. La surexpression de HDACI réprime les
suppresseurs de tumeurs p53 et VHL (von Hippel-Lindau) mais induit les génes de réponse a
I’hypoxie que sont HIF-la (hypoxia inducible factor-a) et le VEGF (vascular endothelial

growth factor) augmentant de ce fait I’angiogenése (Kim et al, 2001).

II1.5.2 Les inhibiteurs de HDACs en thérapie anticancéreuse

L’effet drastique des inhibiteurs de HDACs « in vitro » a rapidement conduit a tester
leur effet clinique dans différents types de tumeurs solides et hématologiques. A ce jour, au
moins 14 HDACi sont en phase avancée de développement clinique, y compris en phase III
(Table 6) (pour revue, Xu et al, 2007). Méme si certaines de ces molécules méritent
assurément un développement supplémentaire concernant notamment les doses et modes
d’administration, tous les HDACI testés présentent une activité clinique au moins partielle
témoignant bien de leur pouvoir anti-cancéreux. Un des problémes potentiels de 1’utilisation
des HDACi actuellement étudiés est leur non sélectivité car ils ciblent aussi bien les HDACs
de classe I que celles de classe II. D’ailleurs, leurs propriétés anti-tumorales se manifestent a
travers plusieurs activités sans distinction spécifique de(s) HDAC(s) responsable(s) de 1’effet
observé et pourraient étre liées a des mécanismes dépendants du niveau d’acétylation de
protéines non histones tels que les facteurs de transcription.

Les inhibiteurs de HDACs peuvent étre associés a des composés classiquement utilisés
lors des chimiothérapies. L’avantage de cette approche est tout d’abord de se baser sur un
traitement existant partiellement efficace. Ensuite, le mélange de molécules possédant des
modes d’action tres différents peut engendrer un effet de synergie dirigé contre les cellules
cancéreuses. Enfin, cette approche pourrait permettre de réduire les concentrations requises du
composé chimiothérapeutique, limitant de cette maniere les effets secondaires. C’est ainsi que
le phénylbutyrate sensibilise des cellules B tumorales a I’action de différentes molécules
comme la doxorubicine, I’étoposide, le cisplatine ou encore la fludarabine (Witzig et al,
2000). De méme, le depsipeptide augmente 1’effet thérapeutique du docétaxel, un agent
chimiothérapeutique utilisé notamment dans le traitement du cancer de la prostate (Zhang et
al, 2007b). L’implication des HDACi dans I’induction spécifique de la mort des cellules
cancéreuses est un point important a souligner puisqu’il individualise certainement cette

classe de médicaments et la rend trés prometteuse comparée aux drogues conventionnelles.
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Malgré les nombreux progres qu’il reste encore a accomplir dans la caractérisation des HDAC

et de leur inhibition sélective ou non, il ne fait aucun doute aujourd’hui que la modulation de

I’activité de ces enzymes ouvre une ere innovante pour le développement de nouvelles

stratégies anticancéreuses.

Classe Composé Spécificité HDAC | IC50| Stade de Cancer
développement
Acides gras 4 chaine Butyrate Classe, Ila mM Phage I, II Leucéme, myélodysplasie, lymphome, cancer de Imtestin
courte Acide valproique (VPA) Classe [, Ila mM Phase I, I Leucénie, myélodysplasie, tumers solides diverses
AN-9 (prodrogue) ND M Phase I, II Cancer du poumon, mélanome, leucérme
Trichostatme A (TSA) Classe [, I M ND Leucéme, lymphome, myélome, tumeurs solides diverses
Acide hydroxamique Classe I, I M FDA* Lymphome T cutang, mésothéliome
Suberoxylarfide (SAHA)
PXD101 Classe I, 11 M Phase [, II Tumewr solide, leucéme, lymphome
Oxamflating Classe [, II M ND Tuneuwr solide, leucémie, lymphome
Dérivés d'acide LAQS24 Classe I, 1 M Phase I, I Leucémie, lymphome, myélome, cancer de lintestm
hydroxamique LBH589 Classe I, 11 M Phase III Myélome, leucérre
Acide M-Carboxycimarmique ND M Phase I, II Tumer solide, leucémie
Bishydroxamique (CBHA)
ITF2357 Classe I, 11 M Phase [, II Leucéme, lymphome, myélome
PCI-24781 Classe I, 11 ND Phase 1, 11 Leucéme, lymphome, myélome
Pyroxamide HDACI, 2 M Phase I Leucémie, myélodysplasie, lymphome, cancer de Imtestin
Depsipeptide (FK228) Classe | M Phase [, I Cancer durem, de la prostate, du pounon
Tétrapeptides cycliques Trapoxme A Classe, Ila M ND
Apicidine HDACI, 3 nM ND
MS-275 HDACI,2,3 M Phase I, II Tumer solide, leucémic, lymphome
Benzamides N-acétyldmalme (CI-994) ND M | FPhasel, II, III Cancer dupoumon, du pancréas, du rein
MGCD0103 Classe ] M Phase [, II Leucémie, kmphome

Table 6 : Différents inhibiteurs de HDACs actuellement utilisés en phase clinique (liste non
exhaustive).
IC50: 50% de la concentration inhibitrice maximale; ND: non disponible; FDA*: inhibiteurs approuvés par
la Food and Drug Administration des Etats-Unis pour les lymphomes T cutanés.

Adapté d'aprés Bolden et al, 2006, Xu et al, 2007. Source principale : http://clinicaltrials.gov/.
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Le cancer du poumon résulte de 1’accumulation séquentielle d’anomalies génétiques
et/ou épigénétiques au niveau de geénes clés contrdlant la division cellulaire, 1’apoptose et/ou
la sénescence. L’identification des événements moléculaires impliqués dans le développement
tumoral offre des perspectives pour mieux connaitre 1’évolution de la maladie, pour identifier
d’éventuels facteurs pronostiques mais aussi pour développer des nouvelles approches
préventives et outils de détection précoce et thérapeutique.

Depuis plusieurs années, 1’équipe qui m’a accueillie concentre ses efforts sur les voies
de signalisation de 2 génes suppresseurs de tumeur, p53 et RB, et travaille sur les mécanismes
moléculaires conduisant a 1’invalidation quasi-constante de ces voies dans les tumeurs
bronchiques et sur 1’étude des conséquences fonctionnelles d’une telle inactivation. Le facteur
de transcription E2F1 est situé a I’interface de ces voies. Des travaux antérieurs de 1’équipe
ont décrit son expression différentielle dans les cancers bronchiques (Eymin et al, 2001),
indiquant qu’une dérégulation de I’activité de E2F1 contribue probablement au processus de
carcinogenese bronchique. L’identification de nouvelles cibles et fonctions de E2F1 dans des
modeles cellulaires dérivés de carcinomes pulmonaires a donc constitué ces derniéres années
I’un des objectifs de recherche de I’équipe que j’ai intégrée.

Dans ce contexte, a mon arrivée au laboratoire, j’ai participé a une étude dans laquelle
nous avons identifié¢ le facteur d’épissage de la famille des protéines SR, la protéine SC35,
comme une nouvelle cible transcriptionnelle de E2F1. De fagcon importante, nous avons aussi
montré que E2F1 et SC35 cooperent pour induire 1’apoptose de cellules de carcinomes
pulmonaires en réponse a un stress génotoxique, via la modulation du profil d’épissage de
certains genes apoptotiques, en faveur des variants d’épissage codant pour les isoformes pro-
apoptotiques. Les résultats de cette étude ont fait 1’objet d’une publication dans Cell Death
and Differentiation (Merdzhanova, Edmond et al, 2008, pages 1815-1823).

Ces travaux ont ét¢ la premiére évidence d’un lien entre la protéine E2F1 et les
facteurs d’épissage de la famille des protéines SR. Ils nous ont conduits a approfondir le role
des protéines SR, et notamment de la protéine SC35, dans nos modeles cellulaires afin de
caractériser de nouvelles fonctions biologiques de cette protéine, susceptibles a terme de
participer au processus de carcinogenese bronchique en réponse ou non a une dérégulation de

E2F1.
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Dans ce contexte, les objectifs plus spécifiques de mon travail de theése étaient
doubles. Premic¢rement, nous avons cherché a caractériser de nouvelles modifications post-
traductionnelles de SC35 susceptibles de controler son expression et/ou son activité.
L’acétylation des protéines non-histones étant une modification post-traductionnelle affectant
I’activité des protéines, nous avons postulé que la protéine SC35 pourrait étre régulée par
acétylation. En accord avec cette hypothése, nous avons montré « in vitro » et « in vivo » que
la protéine SC35 est une protéine acétylable. Nous avons décrit pour la premiére fois un role
de DP’acétylation dans le controle de I’expression d’une protéine SR et démontré qu’une
balance mettant en jeu I’histone acétyltransférase Tip60 et I’histone déacétylase HDAC6
régule finement le niveau d’expression de SC35. Par ailleurs, nous avons mis en évidence un
dialogue entre le statut d’acétylation et de phosphorylation de SC35 dans le contréle du
processus apoptotique mis en jeu lors de la réponse cellulaire au stress génotoxique. Les
résultats de cette étude font I’objet d’une publication actuellement soumise a EMBO Journal
(Edmond et al, soumis).

L’identification de cette nouvelle modification post-traductionnelle de type acétylation
nous a poussés a investiguer, parallelement, le role que pourraient exercer les inhibiteurs de
HDACs (HDAC:) sur le niveau d’expression de la protéine SC35. Nous avons montré que
SC35 s’accumule sous forme acétylée et hypophosphorylée en réponse au sodium butyrate
(NaBu), un inhibiteur de HDACs, par un mécanisme mettant lui aussi en jeu Tip60 et
HDACS6. Dans ce contexte, nous avons identifi¢ une nouvelle fonction biologique de SC35
dans I’inhibition de la croissance cellulaire. Ainsi, nous avons montré que SC35 est nécessaire

a I’induction de ’inhibiteur des complexes cycline/CDK p21"A*!

, ainsi qu’a la mise en place
d’un phénotype de sénescence cellulaire dans nos modeles cellulaires déficients en p53 et
traités par le NaBu. Ces résultats décrivent pour la premiére fois un rdle de la protéine SC35
dans le contrdle de la sénescence prématurée de cellules tumorales. IIs font I’objet d’une

seconde publication qui devrait étre prochainement soumise au journal Cell Cycle (Edmond et

al).

Le caractére ambivalent du facteur de transcription E2F1 (facteur prolifératif versus
pro-apoptotique) nous a amené a définir les seconds objectifs de mon travail de thése qui
consistaient a déterminer si le facteur d’épissage SC35 était également impliqué dans le
controle des fonctions prolifératives de E2F1. Cette étude a été menée principalement sur des
lignées cellulaires dérivées de carcinomes pulmonaires neuroendocrines de haut grade de

malignité qui surexpriment E2F1, dans lesquelles I’expression de SC35 (élevée dans ces
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modeles) a été neutralisée par ARN interférence. Tout d’abord, nous avons obtenu des
résultats indiquant que 1’expression de la protéine SC35 est régulée au cours du cycle
cellulaire, avec un pic d’expression lors de la transition G1/S et la progression en phase S. De
plus, nous avons montré que I’inactivation de SC35 affecte négativement I’expression de
genes cibles de E2F1 codant pour des protéines impliquées dans la progression du cycle
cellulaire en phase S et notamment dans la réplication de ’ADN. D’un point de vue
moléculaire, nous avons démontré 1’existence d’une interaction directe entre les protéines
E2F1 et SC35 et obtenu des résultats montrant que SC35 stimule 1’activité transactivatrice de
E2F1 au niveau du promoteur de certains de ses génes cibles, notamment la cycline E.
Finalement, nous avons montré que la voie dépendante de la kinase AKT est impliquée dans
la phosphorylation de SC35 et dans ’activation de ses cibles dans nos modeles d’études.
L’ensemble de ces données suggere donc que SC35 pourrait agir comme un co-activateur de
’activité transcriptionnelle de E2F1 pour I’induction de certains de ses genes cibles impliqués
dans la prolifération cellulaire et fait 1’objet d’un manuscrit actuellement en préparation

(Edmond et al, en préparation).
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Abstract

SC35 is a Ser-Rich/Arg protein belonging to the family of SR proteins that are crucial
regulators of constitutive and alternative pre-mRNA splicing. Although it is well-known that
phosphorylation inside RS domain controls SR proteins activity, other post-translational
modifications regulating SC35 functions have not been described to date. In this study, we
provide the first evidence that the acetyltransferase Tip60 acetylates SC35 on its lysine 52
residue inside the RNA Recognition Motif and promotes its proteasomal degradation. We also
demonstrate that the deacetylase HDAC6 counters this acetylation and acts as a positive
regulator of SC35 protein level. In addition, we show that Tip60 down-regulates SC35
phosphorylation by inhibiting the nuclear translocation of both SRPK1 and SRPK2 kinases.
Finally, we demonstrate that this acetylation/phosphorylation signaling network is required
for SC35 accumulation and for the control of caspase-8 pre-mRNA splicing in response to
cisplatin, and directs by this way the cell fate, growth arrest versus apoptosis. Taken together,
these results unravel lysine acetylation as a crucial post-translational modification regulating

SC35 protein activity in response to genotoxic stress.

Key Words: Acetylation/Phosphorylation/SC35/SRPK/Tip60.
Category: Proteins/Differentiation & Death
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Introduction

Pre-mRNA splicing consists of a highly regulated cascade of events that are critical for gene
expression 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
synthesis of various protein isoforms with different biological properties (Johnson et al.,
2003). SC35 belongs to the serine/arginine-rich (SR) protein family, one of the most
important class of splicing regulators that play a prominent role in splice-site selection, in
multiples steps of spliceosome assembly as well as in both constitutive and alternative
splicing (Graveley, 2000). All members of the SR protein family share a modular organization
and contain one or two N-terminal RNA recognition motifs (RRM) that interact with the pre-
mRNA and influence substrate specificity (Liu et al., 1998), as well as a C-terminal
serine/arginine-rich sequence known as the RS domain that functions as a protein-protein
interaction module (Wu and Maniatis, 1993). SR proteins activity is highly regulated by
extensive and reversible phosphorylation of serine residues inside RS domain. These
phosphorylations modulate protein-protein interactions within the spliceosome and can
influence RNA-binding specificity, splicing activity and sub-cellular localization. To date,
numerous kinases phosphorylating SR proteins have been identified. They include the SRPK
and CLK/STY family kinases that are highly specific for RS domain—containing splicing
factors, the DNA topoisomerase I and AKT (Stamm, 2008). However, data addressing
cellular signals that control phosphorylation of SR proteins remain scarce, as well as the

specific kinases involved in these effects.

Chromatin biology and pre-mRNA splicing have been considered for a long time as two
independent fields. However, recently, chromatin structure has been shown to affect both
constitutive and alternative splicing, either through the recruitment of splicing factors (Sims et
al., 2007) or through the modulation of RNA polymerase II elongation rate (Batsche et al.,
2006). In addition, two studies have demonstrated that DNA sequences associated with
nucleosomes are preferentially located in exons (Schwartz et al., 2009; Tilgner et al., 2009),
providing a general concept for how the architecture of genome packaging could influence
pre-mRNA splicing. Chromatin structure is highly controlled by post-translational
modifications of histone proteins tails including phosphorylation or acetylation. These

modifications are catalyzed by chromatin-modifying enzymes that add or remove specific
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groups in a reversible way. It was recently reported that two SR proteins, namely SRp20 and
SF2/ASF, bind histone H3 tail to control cell cycle progression, in a manner that depends on
H3 phosphorylation on its serine 10 residue (Loomis et al., 2009). These data provide the first
evidence that SR proteins associate with chromatin, and suggest that they could be directly
targeted by components of chromatin-remodeling complexes. Lysine acetylation is highly
regulated through the opposite actions of histone acetyltransferases (HATs) and histone
deacetylases (HDACSs) enzymes. Besides histones, an increasing number of cellular proteins
are also subjected to lysine acetylation (Yang and Seto, 2008). Recently, a high-resolution
mass spectrometry analysis revealed that a large number of acetylation sites are present on
proteins implicated in splicing, including SR proteins, and identified the RNA recognition
motif as a major domain for acetylation (Choudhary et al., 2009). These data support the idea
that lysine acetylation could regulate SR proteins function. In this study, we demonstrate for
the first time that an acetylation/phosphorylation network controls the turn-over and activity
of the splicing factor SC35 in response to genotoxic stress. Therefore, besides
phosphorylation, lysine acetylation also appears as a crucial post-translational modification of

SR proteins.

Materials and Methods

Cell lines, cell treatments, plasmids and transfection

H358, H1299, H810, H69 human lung carcinoma cell lines and SAOS2 osteosarcoma cells
were cultured as described (Merdzhanova et al., 2008; Salon et al., 2007). The parental and
HDACG6-/- 3T3 cell lines, as well as the 3T3 cell lines derived from HDAC6-deficient cells
re-expressing wild-type HDAC6 (+WT) or HDAC6 bearing mutations either in the two
catalytic deacetylase domains (HD™) or in the ZnF-UBP ubiquitin-binding domain (Ub™)
have been previously described (Boyault et a/, 2007a). They were maintained in DMEM
(GibcoBRL) supplemented with 10% (v/v) heat-inactivated FCS, 2mM L-glutamine and
100U/ml penicillin/streptomycin in 5% CO; at 37°C. Proteasome inhibition was achieved by
treating cells with 3uM MG132 (Sigma) for 18h. Protein translation inhibition was achieved
by treating cells for different times with 15ug/ml cycloheximide (CHX; Sigma). Protein
acetylation was enhanced by an 18-hour treatment of the cells with 100ng/ml TSA before cell

lysis. Transient transfections were carried out using Fugene 6 (Roche Diagnostic, Meylan,
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France) according to the manufacturer’s instructions. Plasmids used in transient transfections
were pcDNA3.1, pcDNA3.1-HA-SC35, pcDNA3.1-HA-SC35(K52R), pcDNA3.1-GFP-
SC35, pcDNA3.1-HA-Tip60, pcDNA3.1-HA-Tip60“*® and pcDNA3.1-Flag-hHDACS.
K52R point mutation in SC35 was introduced by QuickChange II Site-Directed Mutagenesis
Kit (Stratagene) using pcDNA3.1-HA-SC35 as a template and confirmed by DNA

sequencing.

Cellular fractionation

Cells were collected, washed twice with PBS and resuspended in 10 volumes of hypotonic
buffer (10mM Tris-HCI pH 7.5, 10mM KCI, 1.5mM MgCl2, 0.5mM dithiothreitol (DTT),
supplemented with protease inhibitor cocktail) for 15 min on ice. The swelled cells were
pelleted following centrifugation at 2000 rpm for 10 min and lysed in 5 volumes of hypotonic
buffer containing 0.9% NP40 for 10 min on ice. Nuclei were pelleted by centrifugation at
3000 rpm and the supernatant (cytoplasmic extract) was kept. Nuclei were washed twice with
PBS, lysed in RIPA buffer (50mM Tris-HCI pH 7.5, 150mM NacCl, 0.1% SDS, 1% Nonidet

P40, 0.5% Na deoxycholate) containing protease inhibitors and homogenized by sonication.

DNA content analysis and active caspase-3 detection by flow cytometry

For DNA content analysis, cells were fixed in cold ethanol 70% for 30 min on ice, treated
with RNase A (20pug/ml) for 20 min at 37°C and stained with propidium iodide (10pg/ml).
For detection of active caspase-3, cells were washed twice with ice-cold 1X PBS, fixed and
permeabilized using a Cytofix/Cytoperm solution (BD Biosciences) for 20 min on ice, then
intracellular active caspase-3 was stained using a PE-conjugated anti-active caspase-3
antibody for 30 min at room temperature in the dark. In all cases, flow cytometric analysis of
10000 cells was performed on a FACScan flow cytometer (BD Biosciences) and data were

recovered using the CellQuest software (BD Biosciences).

Antibodies

The anti-SC35 (H-55), anti-HDAC6 (H-300), anti-GFP (B-2) and anti-HA-probe (Y-11)
antibodies were purchased from Santa Cruz (TEBU, Le Perray en Yvelines, France), the anti-
E2F1 (KH95), anti-SRPK1 and anti-SRPK2 from BD Biosciences (Le Pont de Claix, France),
the anti-actin (A2066) and anti-tubulin (B512) from Sigma, the anti-SC35 (4F11) from
Euromedex (Souffelweyersheim, France), the anti-SF2/ASF from Zymed, the anti-
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phosphorylated SC35 and anti-histone H3 from Abcam (Paris, France), the anti-HA.11 from
Covance and the anti-acetyl lysine from Cell Signaling (Ozyme, Saint Quentin en Yvelines,
France). The anti-cleaved caspase-3 (E83-77) was from Epitomics (Euromedex). The anti-SR
antibody mAb104 (mouse hybridoma) recognizing a phospho-epitope within the RS domain
of SR proteins was obtained from ATCC. The rabbit anti-Tip60 antibody was synthesized
after rabbit immunization with two peptides representative of the C- and N-terminal moiety of
the Tip60 protein (Covalab, Villeurbanne, France). The antibody targeting the acetylated K52
residue on SC35 was obtained from Covalab following rabbit immunization with a modified
peptide mimicking a K52 acetylation. Immunoprecipitation and western blotting experiments

were performed as previously described (Salon et al., 2006).

In vitro acetylation assays

Distinct cDNA encoding truncated forms of SC35 protein were fusionned in frame with GST
by sub-cloning into pGEX-6P3 plasmid. Beads coated with GST, GST-SC35(1-60), GST-
SC35(60-115) or GST-SC35(115-221) fusion proteins were prepared according to the
manufacturer’s protocol (Bulk GST Purification module, Pharmacia Biotech). “In vitro”
acetyltransferase assays were performed using 2 pug of each recombinant GST-SC35 fusion
peptides, 1 pg of recombinant His-tagged Tip60*'*>"* or His-tagged GCN5 protein and 0.05
uCi of [*CJacetyl-CoA, as described previously (Leduc et al., 2006).

Transfection of siRNA oligonucleotides
The sequences designed to specifically target human sc35, Tip60, HDAC6, srpkl and srpk2

RNAs were purchased from Eurogentec (Angers, France) and were as follows: for sc33, 5°-

UCGAAGUCUCGGUCCCGCACUCG-3’ and 5’-
GAGGACGCUAUGGAUGCCAUGGACG-3’; for Tip60, 5’-
GAAGAUCCAGUUCCCCAAG-3> and 5-CGAAACGGAAGGUGGAGGU-3’;  for
HDACE, 5’-GAUGUUGGUUCACAGCCUAGA-3 and 5’-
CCCAAGAGUGCUUAUUUAAGU-3’; for srpkl, 5’-
GCUAAUGACUGUGAUGUCCAAAA-3’; for srpk2, 5’-

UCCCAGUACAUUGGACCUAAA-3’. For all RNA interference experiments, the mismatch
siRNA oligonucleotide used as a control was 5’-UCGGCUCUUACGCAUUCAA-3". Cells
were transfected with siRNA oligonucleotides duplex using Oligofectamine reagent according

to the manufacturer’s instructions (Invitrogen, Cergy Pontoise, France), excepted for H810
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cells transfected with Hi-Perfect reagent (Qiagen). The cells were analyzed 72 hours post-

transfection.

Quantitative RT-PCR and RT-PCR analyses

Quantitative RT-PCR was performed on Stratagene MX3005P apparatus (Agilent
Technologies), as previously described (Van Den Broeck et al., 2008). The specific primers
used for mRNA amplification were as follows: sc35 forward: 5’-CCA-CTC-AGA-GCT-
ATG-AGC-TAC-G-3’; sc35 reverse: 5°-ACT-CCT-TGG-TGT-AGC-GAT-CC-3’; Tip60
forward: 5’-AGG-GCA-CCA-TCT-CCT-TCT-TT-3’; Tip60 reverse: 5’-GTT-AGG-ATG-
CAG-GCC-ACA-TT-3’; GAPDH forward: 5’-CGA-GAT-CCC-TCC-AAA-ATC-AA-3’;
GAPDH reverse: 5’-ATC-CAC-AGT-CTT-CTG-GGT-GG-3’. RT-PCR analysis of caspase-8

splice variants was performed as described previously (Merdzhanova et al., 2008).

Results

SC3S5 is acetylated on its Lysine 52 residue by the histone acetyltransferase Tip60

It is now well-known that lysine acetylation controls expression and functions of non-histone
proteins. To test whether SC35 could be acetylated, we transfected SAOS2 cells with an
expression vector encoding HA-tagged SC35 protein and used anti-HA antibody to
immunoprecipitate SC35 which acetylated status was analyzed by western blotting using an
anti-acetyl-lysine antibody. As shown in Figure 1A, an acetylated form of SC35 was detected
in these conditions. To go further, immunoprecipitation with anti-acetyl-lysine antibody was
performed in nuclear-enriched extracts from H69 cells that express high levels of SC35, and
endogenous SC35 protein was detected by western blotting with an anti-SC35 antibody
(Figure 1B). Again, an acetylated form of SC35 was detected in these conditions. Similar
results were obtained when immunoprecipitation was performed with anti-SC35 antibody
followed by western blotting with an anti-acetyl-lysine antibody (data not shown). Together,
these data provide evidence that SC35 is subjected to acetylation. During the course of this
study, we obtained data demonstrating that the Tip60 acetyltransferase controls acetylation of
non histone proteins in our cellular models (Leduc et al, 2006; Van den Broeck et a/, in prep)
and we postulated that SC35 could be a new Tip60 target. To test this hypothesis, an “in

vitro” acetyltransferase assay was set-up in which various truncated GST-SC35 fusion
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proteins were used as putative substrates for the Tip60 acetyltransferase (His-Tip60>'*>"?) in
the presence of C'*-Acetyl-CoA (Figure 1C). Of note, truncated fragments of SC35 were used
in this assay as full-length recombinant SC35 protein cannot be produced in bacteria. As
detected by autoradiography (Figure 1D, upper panel), recombinant Tip60 was able to
efficiently acetylate SC35 on its first sixty amino acids (1-60) encompassing the RNA
Recognition Motif (RRM). In contrast, no signal was detected with GST-SC35(60-115) or
GST-SC35(115-221) truncated proteins (Figure 1D, upper panel). This effect was specific of
Tip60 since another acetyltransferase, namely GCNS5, was unable to acetylate the GST-
SC35(1-60) fragment (Figure 1D, upper panel). In order to confirm these results “in vivo”,
Tip60 was knocked-down in H1299 cells and the acetylated status of endogenous SC35 was
studied by immunoprecipitation using an anti-acetyl lysine antibody followed by
immunoblotting using an anti-SC35 antibody. As shown in Figure 1E, Tip60 neutralization
significantly decreases SC35 acetylation in these cells. In addition, when immunoprecipitation
experiments were set-up in cells co-transfected with SC35 and Tip60 encoding plasmids, an
interaction between both Tip60 and SC35 proteins was depicted (Supplementary Figure S1),
indicating that both proteins exist in a complex within these cells. Overall, these results
demonstrate that SC35 is a substrate of the acetyltransferase Tip60. SC35(1-60) N-terminal
part contains three lysine (K) residues (K17, K36 and K52) (Figure 1F, upper panel). To map
the acetylation site(s) targeted by Tip60 on SC35, we produced recombinant mutated GST-
SC35(1-60) fusion proteins in which each lysine was substituted by an arginine (R), a non-
acetylable residue. Analysis of the K52R and K17R point mutants indicated that K52 was a
prime-candidate site for Tip60-mediated acetylation since autoradiographic signal was
dramatically lost when K52 residue was mutated into arginine (Figure 1F, lower panel). Of
note, we were not able to produce the GST-SC35(1-60) K36 point mutant in bacterial system,
so we cannot exclude the possibility that K36 could be acetylated. Taken together, these
results demonstrate that Tip60 acetylates SC35 on its lysine K52 residue.

Acetylation by Tip60 controls SC35 protein turn-over

In order to investigate the biological consequences of Tip60-mediated SC35 acetylation, we
knocked-down Tip60 expression by using siRNA in various carcinoma cell lines and
monitored the expression level of SC35. Immunoblotting experiments reproducibly
demonstrated that SC35 protein level significantly increased when Tip60 was neutralized as

compared to control cells (Figure 2A, left panel). This effect was specific of SC35 since
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SF2/ASF protein amount was not affected, and occurred at a post-transcriptional level since
sc35 mRNA was not significantly up-regulated under these conditions (Figure 2A, right
panel). To confirm these data, we analyzed the expression level of SC35 in cells co-
transfected with Tip60 and SC35 encoding plasmids (Figure 2B). In agreement with Tip60
being a negative regulator of SC35, SC35 protein level decreased upon Tip60 overexpression
(Figure 2B). Treating cells with the proteasomal inhibitor MG132 prevented SC35
downregulation (Figure 2B), thereby indicating that SC35 could be subjected to Tip60-
mediated proteasomal degradation. Moreover, a mutant Tip60 with a defective HAT activity
(Tip60%**) failed to decrease SC35 protein level as compared to wild-type (WT) Tip60
(Figure 2C), supporting the fact that Tip60-mediated SC35 acetylation could be important for
SC35 turn-over. To test this hypothesis, we generated an expression vector encoding a HA-
tagged SC35(K52R) mutant protein harbouring a K52R substitution, thereby mimicking a non
Tip60-acetylable form of SC35. In co-transfection experiments, Tip60 was unable to decrease
the level of this SC35 mutant whereas it significantly down-regulated that of wild-type SC35
(Figure 2D). To confirm the role of the K52 residue on SC35 half-life, H1299 cells were
transfected with plasmid encoding either HA-tagged wild-type (WT) or mutant (K52R) SC35
protein and incubated with cycloheximide (CHX), a widely used inhibitor of translation. The
amount of HA-SC35 WT or HA-SC35 (K52R) protein was then analyzed by immunoblotting,
different times after cycloheximide addition. As depicted in Figure 2E, the mutant
SC35(K52R) half-life was strongly enhanced as compared to that of wild-type SC35. Overall,
these results demonstrate that acetylation of SC35 by Tip60 negatively controls SC35 protein

level by a mechanism involving the proteasome pathway.

The deacetylase HDAC6 positively controls SC3S5 protein level

Lysine acetylation is finely regulated by the equilibrium between acetyltransferase and
deacetylase activities. Among histone deacetylases, HDAC6 is unique as it possesses intrinsic
ubiquitin-linked functions in addition to its deacetylase activity (Seigneurin-Berny et al, 2001;
Boyault ef a/, 2006) and has been reported to protect ubiquitinated proteins from subsequent
processing by the proteasome (Boyault et al, 2006; Boyault et al/, 2007a). Having
demonstrated that acetylation controls SC35 protein turn-over via a proteasome-dependent
mechanism, we investigated the role of HDACS6 in this setting. To do so, HA-tagged SC35
was expressed in H1299 cells in the presence or absence of HDAC6. As shown in Figure 3A,

overexpressing HDAC6 induced a strong accumulation of SC35 protein without affecting its
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mRNA level (Supplementary Figure S2A). Conversely, neutralizing HDAC6 by using siRNA
significantly decreased SC35 protein expression, but not sc35 mRNA or SF2/ASF protein
level (Figure 3B and data not shown). Overall, these data indicated that HDACG6 positively
controls SC35 expression level. In addition, when immunoprecipitation experiments were
performed in cells co-transfected with plasmids encoding HDAC6 or SC35, both proteins
were found to co-immunoprecipitate (Supplementary Figure S2B). In order to investigate the
role of lysine K52, immunoprecipitation experiments of acetylated SC35 followed by
immunoblotting directed against SC35 were carried-out in cells deprived of HDAC6 by using
an anti-Ac-K52 SC35 antibody recognizing SC35 acetylated onto K52 (Supplementary Figure
S3). The results showed that knocking-down HDAC6 induced the accumulation of an
acetylated form of SC35 (Figure 3C, upper panel). Moreover, in co-transfection experiments,
HDACG6 was unable to stabilize the mutant SC35(K52R) as compared to the wild-type SC35
protein (Figure 3C, lower panel). Together, these results indicate that HDACG6 targets lysine
K52 to control SC35 protein expression. To extend these data, we took advantage of 3T3 cell
lines previously established from mouse embryo fibroblasts isolated from parental (WT) or
HDAC6-deficient (KO) mice in which wild-type HDAC6 was re-expressed (+WT) (Boyault
et al, 2007a), and analyzed expression of murine SC35 by immunoblotting. As expected from
the above data, SC35 protein level was significantly decreased in HDAC6-/- 3T3 as compared
to parental cells, and reintroduction of wild-type HDAC6 in knock-out cells restored the basal
level of SC35 protein (Figure 3D). HDAC6 is a unique class II deacetylase which contains
two catalytic domains, and a C-terminal zinc finger domain (ZnF-UBP) that binds with high-
affinity free ubiquitin as well as mono- and polyubiquitinated proteins (Boyault et al., 2007).
In order to characterize the functional domains of HDAC6 involved in SC35 regulation, we
monitored the expression of SC35 in 3T3 cells derived from HDAC6-deficient mice re-
expressing either the wild-type HDAC6 (+WT), the HDAC6 mutant deprived of deacetylase
activity (+HD™), or the HDAC6 mutant deprived of ubiquitin binding function (+Ub™). The
results showed that both mutants were unable to rescue the down-regulation of SC35 upon
HDACS6 loss as compared to wild-type HDAC6 (Figure 3E, upper panel). In addition, treating
these cells with MG132 induced SC35 accumulation only in cells expressing wild-type
HDAC6 (+WT) (Figure 3E, lower panel). Therefore, these results demonstrate that the
catalytic and ubiquitin-binding domains of HDAC6 are both absolutely required for SC35
protein accumulation. Finally, as the ratio between Tip60 and HDACG6 proteins could be a

determinant of SC35 expression, we performed co-transfection experiments in which
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increasing amounts of HDAC6 were produced in the presence of high levels of Tip60. As
shown in Figure 3F, HDACG6 thoroughly reversed Tip60-mediated down-regulation of SC35,
even at a low level, indicating that HDAC6 activity outweighs the negative regulation of
SC35 imposed by Tip60. As a whole, our data demonstrate that HDACG6 plays a key role in
the maintenance of SC35 protein level by inhibiting Tip60-mediated acetylation and
proteasomal degradation. These results indicate that an acetylation/deacetylation switch

controls SC35 protein turn-over.

Tip60 inhibits SC35 phosphorylation by preventing SRPK1 and SRPK2 nuclear
translocation

Numerous studies have now identified crossregulations between lysine acetylation and others
post-translational modifications, such as phosphorylation (Yang and Seto, 2008). As
phosphorylation is a critical regulator of SR proteins activity, we then asked whether
acetylation could affect the phosphorylation of SC35. To explore this possibility, we first
analyzed the phosphorylation level of SC35 in cells transfected with a plasmid encoding
Tip60-HA, in the presence of MGI32 to prevent SC35 proteasomal degradation.
Overexpression of Tip60 significantly attenuated SC35 phosphorylation, as seen by western
blotting using two different antibodies recognizing phosphorylated forms of SC35 (Figure
4A). The effect of Tip60 required its HAT activity since SC35 phosphorylation was
apparently not affected by mutant Tip60“**® (Figure 4A). Conversely, SC35 phosphorylation
was enhanced when Tip60 was neutralized by siRNA (Figure 4B). Altogether, these data
indicate that Tip60 negatively controls SC35 phosphorylation and suggest a dialogue between
acetylation and phosphorylation networks to control SC35 protein activity. Among the
growing list of SR protein kinases, the SRPK family that includes SRPK1 and SRPK2 is well-
characterized. We provided evidence that down-regulation of either SRPK1 or SRPK2 protein
using specific siRNAs attenuated SC35 phosphorylation (Supplementary Figure S4),
indicating that these kinases largely contribute to SC35 phosphorylation in our cellular
models. Therefore, to test whether Tip60 could prevent SC35 phosphorylation by altering the
expression level of SRPK(s), we performed immunoblotting experiments using whole-cell
extracts of cells in which Tip60 expression was either upregulated or knocked-down. As
shown in Figure 4C (upper panel) and Figure 4D (upper panel), overexpression or
neutralization of Tip60 did not significantly modify the total amount of SRPK1 or SRPK2
protein. SRPK1 and SRPK2 kinases are proteins that shuttle between the cytoplasm and the
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nucleus (Ding et al., 2006). So, we next tested whether Tip60 could alter SRPK(s) sub-
cellular distribution. To this purpose, cellular fractionation experiments were set-up in cells
transfected with either Tip60 encoding plasmid or 7ip60 siRNA, and SRPK protein levels
were analyzed by immunoblotting in nuclear or cytoplasmic fractions. A significant decrease
of nuclear SRPK(s) correlated with a decreased level of nuclear P-SC35 protein was observed
upon Tip60 overexpression as compared to control cells (Figure 4C, lower panel). By
contrast, strong nuclear accumulation of SRPK(s) associated with P-SC35 increase was
observed in cells knocked-down for Tip60 as compared to mismatch transfected cells (Figure
4D, lower panel). Altogether, these results indicate that Tip60 negatively controls SC35
phosphorylation by preventing nuclear accumulation of SRPK kinases. Of note, we also
investigated the role of HDAC6 in this setting. HDAC6 neither affected SC35
phosphorylation status, nor modified SRPK(s) protein levels or sub-cellular localization in our

cellular models (data not shown).

SC35 accumulates in a hypoacetylated and phosphorylated form in response to cisplatin
treatment

We next attempted to characterize in which physiological context the signaling networks
involving Tip60, HDAC6 and SRPK(s) proteins controlled SC35 protein status. We recently
demonstrated that SC35 is upregulated and required for the apoptotic response induced by
alkylating agents (Merdzhanova et al., 2008). In this study, we provided evidence that SC35
also accumulates in cells treated with cisplatin (Figure 5A, left panel). RT-QPCR experiments
failed to detect an increase of sc35 mRNA level in treated cells (data not shown), indicating
that accumulation of SC35 protein in response to cisplatin is mainly a post-transcriptional
event. In agreement with our previous results (Merdzhanova et al., 2008), inhibition of SC35
expression strongly impaired the occurrence of apoptosis induced by cisplatin, as measured by
caspase-3 activation using western blotting (Figure SA, left panel) or flow cytometry (Figure
SA, right panel, black bars). It also modulated the ratio between the pro-apoptotic caspase-8a
and anti-apoptotic caspase-8L splice variants (Himeji et al., 2002) in favor of the anti-
apoptotic one (Figure 5B). Taken together, these results indicate that SC35 accumulates upon
cisplatin treatment and contributes to cisplatin-induced apoptosis. In order to assess whether
acetylation/phosphorylation signaling networks could play a role in this context, we first
analyzed the acetylated status of SC35. Immunoprecipitation experiments demonstrated that

SC35 acetylation was dramatically lost upon cisplatin treatment (Figure 5C). This effect was
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specific of SC35 since cisplatin strongly stimulated the acetylation of the transcription factor
E2F1, in agreement with previous data (Ianari et al., 2004). Consistent with the loss of SC35
acetylation, immunoblotting and RT-QPCR experiments demonstrated that cisplatin induced a
significant decrease of both Tip60 mRNA and protein levels as compared to untreated cells,
which correlated with the occurrence of apoptosis as detected by caspase-3 activation (Figure
5D). These results were also confirmed in others cell lines (data not shown). Interestingly,
while expression of HDCAG6 protein did not significantly vary in cisplatin-treated cells, its
neutralization decreased the accumulation of SC35 (Figure 5E), indicating that HDAC6 is
required for SC35 increase in that case. Concomitant with the loss of SC35 acetylation,
increased levels of phosphorylated SC35 protein (P-SC35) were detected in response to
cisplatin (Figure 5F) and were associated with the nuclear accumulation of both SRPK1 and
SRPK2 kinases (Figure 5G). Overall, these results demonstrate that SC35 accumulates in a
hypoacetylated and phosphorylated form in cisplatin-treated cells.

SRPK1 and SRPK2 differentially control SC35 phosphorylation and cell fate in
response to cisplatin

It has been proposed that SRPK1 and SRPK2 kinases have both overlapping and unique
functions in mammalian cells (Mathew et al., 2008). Finally, we investigated the role of each
SRPK in cisplatin-induced SC35 phosphorylation and apoptosis. To this purpose, H358
(Figure 6) and H1299 (data not shown) cells were transfected with siRNA targeting either
SRPK1 or SRPK?2 and were subjected or not to cisplatin exposure for 24 hours. We observed
that neutralization of SRPK2 significantly prevented the phosphorylation of SC35 (Figure 6A,
left panel) and the induction of apoptosis following cisplatin treatment (Figure 6A, left and
right panels). Of note, and as shown by western blotting (Figure 6A, left panel), exposure to
cisplatin led to the appearance of a cleaved product of SRPK2 that has been previously
described in apoptotic cells (Kamachi et al., 2002). In addition, and consistent with apoptosis
measurements, the knockdown of SRPK2 strongly increased the caspase-8L/caspase-8a ratio
in cisplatin-treated cells (Figure 6B). Similar results were obtained in H1299 cells (data not
shown). Altogether, these results demonstrate that SRPK2 is a critical regulator of SC35
during cisplatin-induced apoptosis. By contrast, the neutralization of SRPK1 did not prevent
the accumulation of P-SC35, and apoptosis sharply increased as detected by western blot
(Figure 6A, left panel) or flow cytometry (Figure 6A, right panel). These data indicate that
SRPK1 inhibits rather than stimulates cisplatin-induced apoptosis. Therefore it appears that
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SRPK1 and SRPK2 kinases do not play the same role in response to cisplatin. Finally, as
apoptosis was impaired in SRPK2-depleted cells upon drug treatment, we wondered about the
fate of these cells. To answer, the cell cycle distribution was analyzed by flow cytometry. As
depicted in Figure 6C, while appearance of apoptotic cells with a sub-G; DNA content was
observed after cisplatin exposure, inhibiting SRPK2 expression in these conditions induced a
G2/M arrest. Overall, these data indicate that SRPK-regulated SC35 phosphorylation controls

cell fate decision in response to cisplatin treatment.

Discussion

A high-resolution mass spectrometry analysis recently identified 3600 lysine acetylation sites
on 1750 proteins (Choudhary et al., 2009). Interestingly, when these proteins were classified
according to their cellular functions, two classes emerged: the first one bringing together cell
cycle regulators and the second one, RNA splicing components. Moreover, when architecture
of acetylated proteins was analyzed, RNA recognition motif (RRM) domains were
overrepresented in the lysine acetylome, strongly supporting a role of this post-translational
modification in the control of pre-mRNA processing events. In this study, we unravel the first
acetylation/phosphorylation signaling network regulating the turn-over and activity of a key
splicing regulator, namely the SR protein SC35. In this setting, we identify a closed interplay
between SC35, the Tip60 acetyltransferase, the HDAC6 deacetylase and the SRPK1 and
SRPK2 kinases. Therefore, besides phosphorylation, we characterize lysine acetylation as a
new post-translational modification of SR proteins, which role as a regulator of pre-mRNA

splicing events has now to be fully considered.

Only a few data exist about the molecular mechanisms regulating SC35 protein expression. It
is known that, when highly expressed, SC35 negatively controls its own expression, through
activation of alternative splicing events leading to the generation of distinct splice variants
that are targeted by the non-sense-mediated mRNA decay machinery (Sureau et al., 2001). In
addition, we recently demonstrated that E2F1 is a direct transcriptional factor towards SC35
promoter (Merdzhanova et al., 2008), thereby identifying an upstream activator of SC35. In
this study, by demonstrating that Tip60 acetylates SC35 on its lysine 52 (K52) residue and

promotes its proteasomal degradation, we characterize a novel mechanism that controls SC35
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protein level. It has been previously described that SC35 partially colocalizes with 20S
proteasomes and accumulates under treatment with the proteasome inhibitor lactacystin (Dino
Rockel and von Mikecz, 2002). Moreover, another SR protein, namely SRp55, has been
reported to be targeted by the proteasome (Lai et al., 2003). Therefore, these and our data
suggest that proteasome-dependent proteolysis could be a general mechanism to control SR
proteins turn-over. Most of the examples described in the literature designate lysine
acetylation as a stabilizing post-translational modification, through a blocking effect which
hinders lysine ubiquitination (Sadoul et al., 2008). In contrast and consistent with our results,
lysine acetylation has also been reported as a signal enhancing protein degradation (Caron et
al., 2005; Leduc et al., 2006; Sadoul et al., 2008). We do not elucidate here the molecular
mechanisms by which Tip60 targets SC35 to proteasomal degradation, but it has been
previously shown that Tip60 can interact with some E3-ubiquitin ligases such as MDM2
(Legube et al., 2002) or Pirh2 (Logan et al., 2004). It is thus tempting to speculate that Tip60
acts as an adaptator to allow the recruitment and to stimulate the activity of specific ubiquitin
ligase complex towards SC35. Importantly, we also demonstrate that the deacetylase HDAC6
interacts with and stabilizes SC35 by a mechanism that requires its deacetylase domain, and
we further show that lysine 52 is a critical residue in this process. These results suggest that
deacetylation of SC35 by HDACG6 could prevent its further ubiquitination and degradation. It
is also known that high-affinity binding of HDAC6 to ubiquitin prevents the access of other
cellular factors to poly-ubiquitin chains, thereby protecting ubiquitinated proteins from
proteasomal degradation (Boyault et al., 2007). Since we demonstrate that ubiquitin-binding
domain of HDACSG is also required for SC35 accumulation, our results additionally suggest
that HDAC6 could bind an acetylated and ubiquitinated form of SC35 and prevent its further
degradation. These results could explain why SC35 still accumulates in cells overexpressing
Tip60 in the presence of high amounts of HDAC6 (Figure 3F) and support an hypothetic
model in which the equilibrium between Tip60 and HDACG6 activities controls SC35 protein
turn-over (Figure 7A). Further experiments are now needed to thoroughly examine the

relationship between SC35 and the components of the ubiquitination machinery.

Phosphorylation of SR proteins is essential for their nuclear import and is required for
initiation of spliceosome assembly (Cao et al., 1997; Xiao and Manley, 1997). Conversely,
dephosphorylation of SR proteins is critical for splicing catalysis once the spliceosome is

assembled (Cao et al., 1997; Mermoud et al., 1992) and for several post-splicing events
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(Sanford et al., 2005). Therefore, phosphorylation of SR proteins must be tightly regulated.
Several SR protein kinases have been identified to date. The SRPK1 and SRPK2 kinases are
among the best-characterized ones. They are detected in both the cytoplasm and the nucleus
(Ding et al., 2006; Wang et al., 1998), and play an important role in nuclear import as well as
in intranuclear localization of SR proteins (Gui et al., 1994; Yeakley et al., 1999). SRPKs are
major kinases for SR proteins in mammalian cells (Hayes et al., 2006). Consistently, we
provide evidence that both SRPKI1 and SRPK2 proteins mainly contribute to SC35
phosphorylation in our cellular models. Moreover, we demonstrate that Tip60 decreases the
phosphorylation of SC35 by a mechanism requiring its HAT activity, unraveling a close
interplay between acetylation and phosphorylation signaling pathways. It has been recently
proposed that, in the same way that phosphorylation affects acetylation of a neighboring
lysine, acetylation might also regulate phosphorylation of adjacent or distant residues (Yang
and Seto, 2008). In addition recent studies have shown that while recognition of the RS
domain of SF2/ASF by a docking groove on SRPKI1 is sufficient to initiate processive and
directional phosphorylation, continued phosphorylation relies on the fine-tuning of contacts
with RRM modules (Hagopian et al., 2008; Ngo et al., 2008). Based on these data, it might be
speculated that acetylation of SC35 inside its RRM by Tip60 could interfere with SRPK-
mediated phosphorylation. However, as HDAC6 as well as the mutation of lysine 52 into a
non-acetylable residue did not modify SC35 phosphorylation (Edmond, unpublished results),
these data indicate that the inhibition of SC35 phosphorylation by Tip60 could involve
another mechanism. Indeed, we provide further evidence that Tip60 inhibits the nuclear
translocation of SRPKI1 and SRPK2, thereby indicating that the inappropriate cellular
distribution of SRPKs upon Tip60 expression might mainly contribute to its negative effect
on SC35 phosphorylation. It has been shown that the spacer sequence that splits the conserved
kinases domains of SRPK1 and SRPK2 into two blocks is involved in their partitioning
between the cytoplasm and the nucleus (Ding et al., 2006). Whether Tip60 is able to target
directly or indirectly this accessory domain to affect SRPKs nuclear accumulation remains to
be determined. Of note, SRPK1 was identified as a putative acetylated protein by Choudhary
and colleagues (Choudhary et al., 2009), thereby suggesting that Tip60 could directly target it.

In agreement with an important role of SC35 during DNA Damage Response (DDR)

(Merdzhanova et al., 2008), we finally demonstrate that SC35 is upregulated and required for

cellular apoptosis in response to cisplatin treatment. Importantly we show that, in this context,
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SC35 accumulates in a phosphorylated/hypoacetylated form. Such post-translational
modifications of SC35 are accompanied by a strong decrease of Tip60 mRNA and protein
expression, as well as with the nuclear accumulation of both SRPK1 and SRPK2 kinases. The
crucial role of Tip60 during DDR is now emerging (Squatrito et al., 2006) and high amounts
of Tip60 protein have been correlated with cisplatin resistance in several human lung
carcinoma cell lines (Miyamoto et al., 2008). Therefore, our results are consistent with a
model in which cisplatin-induced apoptosis involves Tip60 downregulation, SC35
stabilization and SC35 phosphorylation (Figure 7B). In addition, as HDAC6 is required for
SC35 stabilization (Figure SE) as well as for apoptosis occurrence (data not shown) in this
context, the Tip6O/HDACG6 ratio would play a key role in the control of SC35 expression in
response to cisplatin. Importantly, we also demonstrate that SRPK2 is absolutely required for
SC35 phosphorylation and determines cell fate (growth arrest versus apoptosis). In contrast,
SRPK1 appears to have opposite functions since its neutralization increases rather than
inhibits apoptosis. Of note, such a role of SRPK1 in resistance to cisplatin has been previously
reported in pancreatic carcinoma (Hayes et al., 2006; Hayes et al., 2007). Therefore, and as
recently suggested (Mathew et al., 2008), our data provide further evidence that each SRPK
have both overlapping and independent functions. Furthermore, they support a critical role of
SRPK2-mediated SC35 phosphorylation in the induction of apoptosis following cisplatin

treatment.

To conclude, our study highlights a new acetylation/phosphorylation signaling network
targeting the SC35 protein, to control cellular apoptosis in response to genotoxic stress. These
data reinforce the connection between chromatin and splicing players, and open the way to
further experiments aiming at thoroughly examine the role of such connection in the control

of pre-mRNA splicing events.
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Figure legends

Figure 1: SC35 is acetylated on its lysine 52 (K52) residue by Tip60. (A) SAOS2 cells
were transfected for 48 h with a HA-tagged SC35 expression vector. Whole-cellular extracts
were subjected to immunoprecipitation with either anti-HA antibody or irrelevant
immunoglobulin (IgG) as a negative control, followed by immunoblotting with anti-acetyl-
lysine antibody (Ac-K). The Ac-K blot was stripped and re-probed with anti-HA antibody to
confirm the presence of an overlapping transfected SC35-HA band. (B) Endogenous
acetylated SC35 protein was detected from H69 nuclear-enriched extract after
immunoprecipitation of acetylated proteins with an anti-acetyl-lysine antibody and

immunodetection using an anti-SC35 antibody. (C) Schematic representation of recombinant
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truncated GST-SC35 fusion proteins and recombinant His-tagged Tip60*'*°'* and GCNS5
acetyltransferases used in the following assays. (D) Purified GST-SC35 fusion proteins were
incubated with recombinant His-tagged Tip60*'*>"* or hGCN5 in the presence of ['*CJacetyl-
CoA. Acetylation was revealed after autoradiography (upper panel). Equivalent amounts of
various GST-SC35 truncated recombinant proteins were assessed by Coomassie staining
(lower panel). (E) H1299 cells were transfected for 48 h with either mismatch or Tip60
siRNAs and treated for 18 additional hours with MG132. Total cellular extracts were
subjected to immunoprecipitation with an anti-Ac-K antibody followed by immunoblotting
with anti-SC35 antibody (upper panel). Neutralization of Tip60 was controlled by RT-QPCR
(lower panel). (F) Schematic representation of the recombinant SC35 (1-60) fragment. The
three lysine residues are mentioned (upper panel). GST-SC35 (1-60) wild-type (WT) or point
mutants recombinant proteins were incubated with [14C]acetyl—CoA in the presence (+) or
absence (-) of recombinant His-tagged Tip60*'*°". Analysis of SC35 acetylation was
performed as in D. K17R and K52R represent the substitution of the indicated lysine by

arginine (lower panel).

Figure 2: Acetylation by Tip60 controls SC35 turn-over. (A) H358 and H1299 cell lines
were transfected for 72 h with mismatch or Tip60 siRNAs. SC35 and SF2/ASF protein levels
were analyzed by western blotting. Actin was used as a loading control (left panel). SC35 and
Tip60 transcripts were quantified by RT-QPCR (right panel). (B) H1299 cells were
transfected for 48 h with HA-tagged SC35 encoding plasmid, in the presence or absence of a
HA-tagged Tip60 expression vector. Cells were treated (+) or not (-) for 18 h with the
proteasome inhibitor MG132. Whole cellular extracts were subjected to western blot analysis
using anti-HA antibody. (C) HA-tagged SC35 protein was co-expressed in H1299 cells with
either wild-type (WT) HA-Tip60 or mutant (G380) HA-Tip6OG380 with impaired HAT
domain. Forty-eight hours later, SC35 and Tip60 protein levels were analyzed by western
blotting using anti-HA antibody. (D) H1299 cells were transfected for 48 h with plasmid
encoding either wild type (WT) or lysine 52 mutant (K52R) HA-tagged SC35 protein, in the
presence (+) or absence (-) of HA-tagged Tip60. SC35 and Tip60 proteins were detected by
western blotting using anti-HA antibody (left panel). SC35 and actin signal intensities were
quantified using the Imagel] software and the relative densitometric areas for SC35 or
SC35(K52R) were determined according to actin signal in each condition (right panel). (E)
H1299 cells were transfected for 48 h with HA-SC35 WT or K52R expression vector then
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treated with cycloheximide (CHX) for the indicated times. Whole cellular extracts were
subjected to western blotting using anti-HA antibody. Actin was used as a loading control
(left panel). SC35 densitometric signals were normalized to actin. A value of 1 was arbitrarily

assigned to the signal obtained at zero time of CHX treatment (right panel).

Figure 3: HDACG6 acts as a positive regulator of SC35 protein level by counteracting
Tip60-mediated effects. (A) H1299 cells were co-transfected for 48 h with HA-tagged SC35
and Flag-tagged HDAC6 expression vectors. SC35 protein level was analyzed by western
blotting using an anti-HA antibody. (B) H358 and H810 cells were transfected for 72 h with
mismatch or HDAC6 siRNAs. Expression of SC35 and SF2/ASF proteins was studied by
western blotting. (C) H810 cells were transfected for 72 h with either mismatch or HDAC6
siRNAs. Total cellular extracts were subjected to immunoprecipitation with anti-Ac-K52
SC35 antibody followed by immunoblotting with anti-SC35 antibody (upper panel). H1299
cells were transfected for 48 h with HA-tagged SC35 WT or K52R expression vector, in the
presence (+) or absence (-) of Flag-tagged HDAC6 and subjected to western blot analysis for
detection of HA-SC35 expression (lower panel). (D) Whole cellular extracts derived from
3T3 cell lines wild-type (WT), HDAC6-/- (KO) or HDACG6-/- re-expressing the wild-type
HDAC6 (+WT) were used to analyze SC35 protein level. a-tubulin was used as a loading
control. (E) One of the HDAC6-deficient clones was used to establish new lines re-expressing
wild-type HDAC6 (+WT) or a catalytically dead (+HD™) or a non-ubiquitin-binding mutant
of HDAC6 (Ub™) (Boyault et al, 2007a). Whole cellular extracts were used to study SC35
expression (upper panel). Same cells were treated (+) or not (-) with proteasome inhibitor
MG132 for 18 hours and SC35 expression was analyzed by western blot (lower panel). (F)
HA-tagged SC35 protein was co-expressed together with HA-tagged Tip60 protein in H1299
cells, in the presence of increasing amount of Flag-tagged HDAC6 expression vector. SC35

protein expression was detected by western blotting using an anti-HA antibody.

Figure 4: Tip60 down-regulates SC35 phosphorylation by preventing SRPK1/2 nuclear
translocation. (A) H1299 cells were co-transfected for 48 h with HA-tagged SC35 and either
HA-Tip60 WT or HA-Tip60“** expression vectors and treated for 18 h with MG132 to
prevent SC35 proteasomal degradation. SC35 phosphorylation was studied by western
blotting using either an antibody raised against a phospho-epitope recognizing all

phosphorylated SR proteins (mAb104) or a specific phospho-SC35 (P-SC35) antibody. Actin
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was used as a loading control. (B) H358 cells were transfected for 72 h with either mismatch
or Tip60 siRNAs. SC35 phosphorylation was studied by western blotting using a specific P-
SC35 antibody (upper panel). Neutralization of Tip60 was controlled by RT-QPCR (lower
panel). (C) HA-tagged SC35 protein was co-expressed in H1299 cells with HA-tagged Tip60
protein. Total cellular extracts (upper panel) or cytoplasmic (C) and nuclear (N) extracts
(lower panel) were subjected to western blot with the indicated antibodies. Quality of
fractionation was controlled by immunodetection of the cytoplasmic a-tubulin or the nuclear
histone H3. (D) H810 cells were transfected for 72 h with mismatch or Tip60 siRNAs and
total cellular extracts were immunoblotted with anti-SRPK1 or anti-SRPK?2 antibody (upper
panel). Cytoplasmic (C) and nuclear (N) extracts were subjected to immunoblotting using
anti-P-SC35, anti-SRPK1 or anti-SRPK2 antibody. Anti-o-tubulin and anti-histone H3

antibodies were used to assess the fractionation efficiency (lower panel).

Figure 5: SC35 accumulates in a hypoacetylated and phosphorylated form in response to
cisplatin treatment and is required for apoptosis. (A, B) H358 cells were transfected for 48
h with either mismatch or SC35 siRNAs and treated (+) or not (-) for 24 additional hours with
cisplatin (100 uM). (A) Western blot analysis was performed using anti-SC35 or anti-active
caspase-3 antibody. Actin was used as loading control (left panel). Apoptosis was quantified
by flow cytometry analysis of active caspase-3 in untreated (grey bars) or treated (black bars)
cells (right panel). (B) Total RNAs were extracted and subjected to RT-PCR analysis using
specific primers of caspase-8 splice variants. Caspase-8L and caspase-8a have anti-apoptotic
and pro-apoptotic properties, respectively. Gapdh was used as an internal control (left panel).
Densitometric signals were quantified using the Image J software and the relative ratio
caspase-8L/caspase-8a was calculated in either untreated (grey bars) or treated (black bars)
cells (right panel). (C) H810 cells were treated or not for 24 h with 100 uM cisplatin.
Nuclear-enriched extracts were prepared and immunoprecipitation of acetylated proteins was
performed using an anti-acetyl lysine antibody followed by immunoblotting using an anti-
SC35 antibody to detect endogenous acetylated SC35. The membrane was re-blotted with
anti-E2F1 antibody to detect endogenous acetylated E2F1. (D) H810 cells were treated or not
for 24 h with 100 uM cisplatin and subjected to western blot analysis (left panel) in order to
detect SC35, Tip60 and HDAC6 proteins. Cisplatin-induced apoptosis was assessed by
detection of active caspase-3 by immunoblotting. Tip60 transcript level was quantified by RT-

QPCR (right panel). (E) H358 cells were transfected for 48 h with mismatch or HDAC6
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siRNAs and treated (+) or not (-) for 24 additional hours with 100 uM cisplatin. Western blot
analysis was performed for the detection of SC35 protein. Efficiency of the knockdown was
assessed by immunoblotting using an anti-HDACG6 antibody. (F) Total cellular extracts were
obtained from H358 and H1299 cells treated or not for 24 h with 100 uM cisplatin. P-SC35
and SC35 protein levels were analyzed by western-blotting. (G) Cytoplasmic and nuclear
extracts from H810 cells treated or not for 24 h with 100 uM cisplatin were subjected to
western blotting using the indicated antibodies. a-tubulin and histone H3 proteins were

detected to verify quality of cell fractionation.

Figure 6: SRPK2 but not SRPK1 is required for SC35 phosphorylation and apoptosis
occurrence in response to cisplatin. (A, B) H358 cells were transfected for 48 h with either
mismatch, SRPK1 or SRPK2 siRNAs and treated (+) or not (-) for 24 additional hours with
100 uM cisplatin. (A) Western blot analyses were performed to detect SC35, P-SC35 and
active caspase-3 proteins. Efficiency of the knockdown was verified by immunoblotting using
anti-SRPK1 or anti-SRPK?2 antibody (left panel). Apoptosis was quantified in untreated (grey
bars) or treated (black bars) cells by analysis of caspase-3 activation by flow cytométrie (right
panel). (B) Total RNAs were extracted and RT-PCR analyses of caspase-8§ splice variants
were performed. Gapdh was used as an internal control (left panel). The relative ratio
caspase-8L/caspase-8a was calculated in either untreated (grey bars) or treated (black bars)
cells after densitometric quantification of the signals (right panel). (C) H358 cells were
transfected for 48 h with mismatch or SRPK2 siRNAs and treated or not for 24 additional
hours with 100 uM cisplatin. Cell cycle distribution was analyzed by flow cytometry after
labelling of DNA with propidium iodide. Percentages of cells in the different phases are

indicated.

Figure 7: A model for the roles of Tip60, HDAC6, SRPK1 and SRPK2 proteins in the
control of SC35 protein in both unstressed (A) and genotoxic stressed (B) conditions. (A)
Under physiological conditions, Tip60 acetylates SC35 on its lysine 52 residue and prevents
SRPK1 and SRPK?2 nuclear  localization. SC35 accumulates in a
hyperacetylated/hypophosphorylated form that is subjected to proteasomal degradation. This
effect is counterbalanced by the HDACG6 deacetylase which positively controls SC35 protein
level by deacetylating SC35 and preventing its proteasomal degradation. Of note, when

conditions occur in which both Tip60 and HDAC6 proteins are highly expressed, SC35 could
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be stabilized in a hyperacetylated/hypophosphorylated form. (B) Upon cisplatin treatment,
Tip60 protein level strongly decreases leading to the nuclear accumulation of both SRPK1
and SRPK2 kinases, to the stabilization of SC35 in a hypoacetylated/phosphorylated form by
a mechanism involving HDACG6, and to the induction of apoptosis. Interestingly, in treated
cells, both SRPK1 and SRPK2 kinases appear to act in an opposite way. SRPK2
phosphorylates SC35 and is absolutely required for apoptosis induction. In these conditions,
both SC35 and SRPK2 proteins control the splicing pattern of caspase-8 in favor of its pro-
apoptotic splice variant. In contrast, SRPK1 acts as an anti-apoptotic factor since its knock-
down enhances apoptosis upon exposure to cisplatin. Whether this effect reflects a negative
control exerted by SRPK1 on SRPK2 remains to be determined. In the absence of SRPK2,
apoptosis is blocked and treated cells accumulates in G,/M phase indicating that SRPK-
mediated SC35 phosphorylation controls cell fate decision. Whether SRPK1 plays a direct

role in this G,/M arrest remains to be determined.
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Post-translational modifications of the SR protein SC35 through
Tip60-, HDACG6- and SRPK-dependent signalling networks control cell
fate decision in response to cisplatin

Valerie Edmond, Elodie Moysan, Saadi Khochbin, Christian Brambilla, Elisabeth
Brambilla, Sylvie Gazzeri and Beatrice Eymin
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Supplemental Figure 1. H1299 and SAOS2 cells were transfected for 48 h with both
GFP-tagged SC35 and HA-tagged Tip60 encoding vectors. Whole cellular extracts
were immunoprecipitated with anti-HA or control (IgG) antibody and immunoblotted
with anti-GFP or anti-HA antibody.



Edmond_Suppl. Fig2

=

Relative SC35
MRNA expression
oONRMO®EFRN

cooo

Ctl  HDAC6

IgG IP HA Input 10%

o Bl L)
-

HDACS -
SC35-HA + + + + +
HDAC6 - - + - +

Supplemental Figure 2. (A) H1299 cells were co-transfected with HA-tagged SC35
encoding plasmid and either a control plasmid (Ctl) or Flag-tagged HDACG6
expression vector. Expression of SC35 transcript was analyzed by RT-QPCR. (B)
H1299 cells were transfected for 24 h with HA-SC35 encoding plasmid, in the
presence or absence of a Flag-tagged HDACG6 expression vector and treated for 18
additional hours with the proteasomal inhibitor MG132. Whole-cellular extracts were

immunoprecipitated with anti-HA or control (IgG) antibody and immunoblotted with
anti-HA or anti-HDACSG antibody.
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Supplemental Figure 3. GST-SC35 (1-60) WT or K52R recombinant proteins were
incubated with cold acetyl-CoA in the presence (+) or absence (-) of recombinant His-
tagged Tip60212-513, SC35 acetylation was revealed by western blot using a specific
antibody directed against SC35 acetylated on lysine 52 (Ac-K52 SC35). Equivalent
amounts of GST-SC35 (1-60) WT or K52R were controlled by western blot using an
anti-SC35 antibody raised against the N-terminal part of the protein.
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Supplemental Figure 4. H1299 and H358 cells were transfected for 72 h with either
mismatch, SRPK1 or SRPK2 siRNAs. Whole cellular extracts were immunoblotted
with anti-SC35 or anti-P-SC35 antibody. Knock-down efficiency was assessed using
anti-SRPK1 or anti-SRPK2 antibody. Actin was used as a loading control.
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Abstract

Sodium butyrate (NaBu) is an inhibitor of histone deacetylase that exhibits numerous
antiproliferative activities in various cancer cell lines, notably through the accumulation of
the well-known cyclin-dependent kinase inhibitor p21"*A™. The protein SC35 belongs to
the SR proteins family that are crucial regulators of constitutive and alternative pre-mRNA
splicing. Interestingly, it has been previously demonstrated that NaBu altered pre-mRNA
splicing patterns through the induction of SR proteins expression in non tumoral cells. In
this study, we show that NaBu leads to the accumulation of SC35 in various human lung
carcinoma cell lines. We further demonstrate that SC35 accumulates in a hyperacetylated
and hypophosphorylated form in treated cells, by a mechanism requiring both the histone
acetyltransferase TIP60 and the histone deacetylase HDAC6. Importantly, SC35 and TIP60
proteins are absolutely required for the accumulation of p21"A™ at both mRNA and protein
levels in response to NaBu. Finally, we demonstrate that a long-term NaBu-treatment
triggers senescence in our cellular models, a phenomenon that is strikingly prevented by the
knockdown of SC35. Altogether, these results unravel a new function of SC35 in the
process of cellular senescence and identify the cyclin-cdk inhibitor p21"A™ as a key target
of SC35 in this setting. Such a role could have important implications during tumor

progression as well as during tumor response to HDAC inhibitors.
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Introduction

The processing of pre-mRNA is a fundamental step required for the expression of most
mammalian genes. Members of the family of serine/arginine (SR)-rich proteins are critical
components of the machineries carrying out these processing events. These nuclear
phosphoproteins are localized both in the nucleoplasm and in nuclear areas called
speckles.! Classical SR proteins are characterized by a modular structure consisting of one
or two copies of an N-terminal RRM (for RNA-recognition motif) that provides RNA-
binding specificity, followed by a C-terminus rich in alternating serine and arginine
residues known as the RS domain that acts to promote protein-protein interactions and to
facilitate the recruitment of the spliceosome. By this way, SR proteins act at multiple steps
of spliceosome assembly and participate in both constitutive and alternative pre-mRNA
splicing.? The abundance of serine residues confers to SR proteins a great phosphorylation
capacity, which is known to affect their subcellular localization as well as their activities.®
Gene targeting experiments have demonstrated that SR proteins are required for cell
viability and/or animal development, thereby indicating that these proteins contribute to
essential biological processes.*® Consistently, their role in the maintenance of genomic
stability”® as well as in the control of cellular proliferation® or apoptosis’®*? has been

13-15 and

reported. In addition, some SR proteins exhibit altered expression in human cancers
SF2/ASF, another member of SR family, has been assessed as a proto-oncogene able to
trigger cellular transformation.’® Therefore, a better understanding of the biological
functions played by SR proteins, as well as, the characterization of upstream signals
involved in the control of their expression and/or activity is important since their abnormal

expression likely contributes to tumor development.

Recently, attention has focused on HDAC inhibitors as promising anticancer agents and
numerous of these compounds are currently being tested in cancer therapeutics clinical
trials.*"*® Consistent with their anti-tumoral effect, it has been shown that HDAC inhibitors
are able to induce G;/S and/or G,/M block of the cell cycle, as well as apoptotic cell death,
in various tumor cells.®** To date, numerous HDACi targets have been identified,

depending on the cell type or the normal versus pathological state of the cell.’®

WAF1
1

Among
these targets, the cyclin-dependent kinase inhibitor p2 appears to play a prominent
role in the induction of a cellular growth arrest upon HDACIs treatment. In some cases, this

arrest has been shown to be irreversible and to resemble the phenomenon of replicative
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senescence.? Interestingly, it has been previously reported that sodium butyrate (NaBu),
a HDAC inhibitor, modulates pre-mRNA splicing through SR proteins overexpression. 2%’
These data suggest that SR proteins could belong to the complex pattern of HDACI targets.
However, the mechanism(s) of SR proteins induction in response to these treatments still

remain unknown.

In this study, we demonstrate that the SR protein SC35 accumulates in human lung
carcinoma cell lines treated with NaBu, by a mechanism requiring the histone
acetyltransferase TIP60 and the histone deacetylase HDAC6. Moreover, we demonstrate

that all these proteins are involved in the accumulation of p21"/A™

upon NaBu treatment.
Such accumulation first correlates with a block in G,/M phase of the cell cycle. At later
times, we provide evidence that NaBu leads to the appearance of senescent cells.
Importantly, this phenomenon is prevented when the expression of SC35 is neutralized by
using siRNA. Taken together, these data highlight a new function of the SR protein SC35

WAF1
1

in the control of cellular senescence, through p2 induction.

Materials and Methods

Cell lines, treatments, plasmids and transfection

H1299 and H358 human lung carcinoma cell lines (p53-null) were cultured in 5% CO, at
37°C in RPMI-1640 medium (GIBCO, Cergy Pontoise, France) with 10% (v/v) heat-
inactivated FCS. H810 large cell neuroendocrine lung carcinoma cells (p53 wild-type) were
cultured in 5% CO; at 37°C in RPMI-1640 medium supplemented with 5% (v/v) heat-
inactivated FCS, 0.005 mg/ml insulin, 0.01 mg/ml transferrin, 30 nM sodium selenite, 10
nM hydrocortisone, 10 nM B-oestradiol and 10 mM HEPES. Treatment with sodium
butyrate (NaBu) purchased from Sigma (Saint Quentin Fallavier, France) was carried for 20
hours at indicated concentrations. Transient transfections were carried out using Fugene 6
(Roche Diagnostic) according to the manufacturer’s instructions. Plasmids used in transient
transfections were pcDNA3.1, pcDNA3.1-HA-SC35 and pcDNA3.1-HA-SC35/K52R in

which lysine 52 was substituted by a residue arginine.
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Antibodies

The anti-HDAC6 (H-300) and anti-TIP60 (N17) antibodies were purchased from Santa
Cruz (TEBU, Le Perray en Yvelines, France), the anti-SRPK1 and anti-SRPK2 from BD
Biosciences (Le Pont de Claix, France), the anti-actin (A2066) and anti-tubulin (B512)
from Sigma, the anti-SC35 (4F11) from Euromedex (Souffelweyersheim, France), the anti-
SF2/ASF from Zymed, the anti-phosphorylated SC35 and anti-histone H3 from Abcam
(Paris, France) and the anti-HA.11 from Covance. The anti-p21"V*" (Ab-1) was from
Calbiochem and the anti-phosphorylated H2AX (S139) from Cell Signaling (Ozyme, Saint
Quentin Yvelines, France). The rabbit anti-TIP60 antibody used in immunodetection was
synthesized after rabbit immunization with two peptides representative of the C- and N-
terminal moiety of the TIP60 protein (Covalab, Villeurbanne, France). The antibody
targeting the acetylated K52 residue on SC35 was obtained from Covalab following rabbit
immunization with a modified peptide mimicking a K52 acetylation. Immunoprecipitation

and western blotting experiments were performed as previously described.?®

Transfection of siRNA oligonucleotides

The sequences designed to specifically target human sc35, and HDAC6 RNAs were
purchased from Eurogentec (Angers, France) and were as follows: for sc35, 5’-
UCGAAGUCUCGGUCCCGCACUCG-3’ and 5’-
GAGGACGCUAUGGAUGCCAUGGACG-3; for HDACS, 5’-
GAUGUUGGUUCACAGCCUAGA-3’ and 5’-CCCAAGAGUGCUUAUUUAAGU-3’.
The sequences designed to specifically target human 77P60 RNAs were purchased from
Eurogentec and were as follows: 5’-GAAGAUCCAGUUCCCCAAG-3’ and 5’-
CGAAACGGAAGGUGGAGGU-3". For all RNA interference experiments, the mismatch
SiRNA oligonucleotide used as a control was 5’-UCGGCUCUUACGCAUUCAA-3’. Cells
were transfected with SIRNA oligonucleotides duplex using Oligofectamine reagent
according to the manufacturer’s instructions (Invitrogen, Cergy Pontoise, France). The cells

were analyzed 72 hours post-transfection.

Cellular fractionation

Cells were collected, washed twice with PBS 1X and resuspended in 10 volumes of
hypotonic buffer (10mM Tris-HCI pH 7.5, 10mM KCI, 1.5mM MgCI2, 0.5mM
dithiothreitol (DTT), supplemented with protease inhibitor cocktail) for 15 min on ice. The
swelled cells were pelleted following centrifugation at 2000 rpm for 10 min and lysed in 5
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volumes of hypotonic buffer containing 0.9% NP40 for 10 min on ice. Nuclei were pelleted
by centrifugation at 3000 rpm and the supernatant (cytoplasmic extract) was kept. Nuclei
were washed twice with PBS, lysed in RIPA buffer (50mM Tris-HCI pH 7.5, 150mM
NaCl, 0.1% SDS, 1% Nonidet P40, 0.5% Na deoxycholate) containing protease inhibitors

and homogenized by sonication.

Immunoprecipitation and western blotting experiments

For the immunoprecipitation (IP) experiments except for immunoprecipitation of TIP60,
cells were collected and lysed in lysis buffer (50 mM Tris-HCI pH 7.5, 150 mM NaCl, 1%
triton, 1 mM EDTA pH 8.0, 1 mM EGTA pH 8.0, 0.5% NP40) supplemented with protease
inhibitor cocktail, for 30 min on ice and the supernatants were collected by centrifugation at
13200 rpm for 15 min. Protein concentration was determined using the D¢ Protein Assay
(Bio-Rad). One mg of total or nuclear protein extracts were precleared with a mixture of
protein A/protein G sepharose beads (Sigma) for 1 h at 4°C, then cell lysates were
incubated with appropriate antibodies overnight at 4°C in the presence of protein G and
protein A sepharose beads. Immunoprecipitates were then washed three times in washing
buffer (50 mM Tris-HCI pH 7.5, 150 mM NaCl, 0.1% Nonidet P40, 1 mM EDTA pH 8.0,
0.02% sodium azide) and analyzed by western blot, as described previously.®® For
immunoprecipitation of TIP60, cells were collected and lysed in ATM lysis buffer (20 mM
Hepes at pH 7.4, 150 mM NacCl, 0.2% Tween 20, 1.5 mM MgCl,, 1 mM EGTA, 2 mM
DTT) supplemented with protease inhibitor cocktail and with benzonase (Sigma) to digest
DNA, and then centrifuged (35,0009 for 20 min) to remove chromatin fragments and cell
debris. Antibody against TIP60 (N17) was used for immunoprecipitation, and immune
complexes were collected on protein-A agarose beads. Immunoprecipitates were washed
three times in ATM lysis buffer, and once each in high salt buffer (100 mM Tris at pH 7.4,
600 mM NaCl, 1 mM DTT and 1 mM PMSF) and base buffer (10 mM Hepes at pH 7.4, 10
mM MqgCl,, 50 mM NaCl, 1 mM DTT and 1 mM PMSF), then western blot analysis was

carried out as described previously.?®

DNA content analysis by flow cytometry

Cells were collected and washed twice with PBS. For DNA content analysis, cells were
fixed with cold ethanol 70% for 30 min on ice, treated with RNase A (20 pg/ml) for 20 min
and stained with propidium iodide (10 pg/ml). Flow cytometric analysis of 10000 cells was
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performed on a FACScan flow cytometer (BD Biosciences) and data were recovered using

the CellQuest software (BD Biosciences).

Quantitative real time RT-PCR

Quantitative real time RT-PCR was performed on Stratagene MX3005P apparatus (Agilent
Technologies). Total cellular RNAs were isolated from cells using Trizol reagent
(Invitrogen). In all conditions, 1 pg of total RNA were subjected to cDNA synthesis using
Superscript Il First-Strand Synthesis SuperMix for gPCR (Invitrogen) and subsequently
amplified during 40 PCR cycles (10 min at 95°C, 15 s at 95°C, 1 min at 60°C) using Power
SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems). The specific primers used for nRNA
amplification were as follows: sc35 forward: 5’-CCA-CTC-AGA-GCT-ATG-AGC-TAC-
G-3’; sc35 reverse: 5’-ACT-CCT-TGG-TGT-AGC-GAT-CC-3’; TIP60 forward: 5’-AGG-
GCA-CCA-TCT-CCT-TCT-TT-3’; TIP60 reverse: 5’-GTT-AGG-ATG-CAG-GCC-ACA-
TT-3’; GAPDH forward: 5-CGA-GAT-CCC-TCC-AAA-ATC-AA-3’; GAPDH reverse:
5-ATC-CAC-AGT-CTT-CTG-GGT-GG-3’. In all experiments, RT-PCR detection of the
reference gene glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) was performed for
each sample. Relative gene expression was calculated for each sample, as the ratio of target

gene copy number to GAPDH mRNA copy number multiplied by 100.

SA-B-Gal assays

Cells were washed twice with PBS 1X, fixed for 3 min (room temperature) with 2%
formaldehyde/0.2% glutaraldehyde in PBS, washed twice, and incubated at 37°C (no CO,)
with fresh senescence associated-B-Gal (SA-B-Gal) stain solution: 1 mg of 5-bromo-4-
chloro-3-indolyl  [B-p-galactoside (X-Gal) per ml (stock = 50 mg/ml in
dimethylformamide)/40 mM citric acid/sodium phosphate, pH 6.0/5 mM potassium
ferrocyanide/5 mM potassium ferricyanide/150 mM NaCl/2 mM MgCl,. Staining was
evident in 6-8 hours and maximal in 18-20 hours. At least 300 cells were counted in

randomly chosen fields for each sample.
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Results

SC35 is upregulated in human lung carcinoma cell lines treated with NaBu

It has been previously reported that sodium butyrate (NaBu) increases the expression level
of SR proteins in various non-cancerous cellular models.”®?” Therefore, we asked whether
it could also increase the amount of some SR proteins in human lung carcinoma cell lines.
To test this hypothesis, H1299 cells were treated with 5 mM NaBu for 20 hours and the
level of SC35 or SF2/ASF protein was assessed by western blotting. We observed that
SC35 accumulated in response to NaBu in these cells (Figure 1A). This phenomenon was
specific of SC35 since SF2/ASF protein level did not vary in the same conditions (Figure
1A). It was also specific of NaBu since SC35 did not accumulate in response to two others
HDACIs, namely trichostatin A (TSA) or nicotinamide (NAM) (Figure 1B). sc35 mRNA
level did not increase following NaBu treatment (Figure 1C), thereby indicating that the
accumulation of SC35 occurs at a post-transcriptional level. Similar results were obtained
in two others lung carcinoma cell lines (Supplementary Figure 1). Taken together, these
data demonstrate that NaBu upregulates SC35 in various human lung carcinoma cell lines,

by a mechanism involving post-transcriptional mechanisms.

SC35 is acetylated in response to NaBu

We recently highlighted the first acetylation/deacetylation signaling network regulating the
turn-over of SC35 (Edmond et al., submitted). In this setting, we provided evidence that the
histone acetyltransferase TIP60 acetylates SC35 on its lysine K52 residue and targets it to
proteasomal degradation. Moreover, we also demonstrated that the deacetylase HDAC6
counteracts the negative effect of TIP60 towards SC35, acting as a positive regulator of
SC35 protein level (Edmond et al., submitted). Therefore, we asked whether TIP60 and/or
HDACG6 proteins were involved in NaBu-mediated SC35 overexpression. In order to
answer, we first analyzed the expression level of TIP60 and HDACSG proteins. As compared
to untreated cells, TIP60 protein and mRNA levels increased in H1299 treated cells
(Figures 2A&2B). In contrast, HDACS6 protein expression did not vary (Figure 2A). Similar
results were obtained in H358 and H810 cells (Supplementary Figure 2). Then, in order to
analyze the acetylation status of SC35, we performed immunoprecipitation experiments
using an anti-acetyl-lysine antibody followed by immunodetection of SC35. As shown in
Figure 2C, an acetylated form of SC35 clearly accumulated in NaBu-treated cells as

compared to untreated cells. This phenomenon was dependent on TIP60 since its

~ 140 ~



Reésultats : 11. Article 2

knockdown by using siRNA significantly decreased this acetylation (Figure 2D). Moreover,
by performing immunoprecipitation experiments of TIP60 followed by immunodetection of
SC35, we observed that the interaction between both TIP60 and SC35 proteins was strongly
enhanced in NaBu-treated cells (Figure 2E). Taken together, these data indicate that TIP60
acetylates SC35 in response to NaBu. Of note, acetylation of the lysine K52 residue was
required for the accumulation of SC35 because a SC35 mutant protein harbouring a K52R
substitution, thereby mimicking a TIP60-non-acetylable form, did not accumulate in
response to NaBu treatment (Figure 2F, upper and middle panels). In agreement with such
observation, the knock-down of TIP60 by using siRNA reversed the accumulation of SC35
in response to NaBu (Figure 2F, lower panel). Moreover, as shown in Figure 2G (upper
panel), the knockdown of HDACG also strongly prevented the accumulation of SC35 upon
treatment. We recently provided evidence that HDACG interacts with SC35 (Edmond et al.,
submitted). Interestingly, we showed that NaBu stimulates the interaction between both
proteins (Figure 2G, lower panel). Overall, these results demonstrate that the TIP60 and
HDACSG6 proteins control the accumulation of an acetylated SC35 protein in response to

NaBu treatment.

NaBu negatively controls SC35 phosphorylation

Since phosphorylation of SR proteins plays a crucial role in the control of their activity,® we
next tested whether NaBu could affect the phosphorylation status of SC35. As detected by
western blotting using an antibody recognizing a phosphorylated form of SC35, the
phosphorylation of SC35 significantly decreased in H1299 cells treated with NaBu (Figure
3A). We previously showed that the SRPK1 and SRPK2 kinases contribute to SC35
phosphorylation in our cellular models (Edmond et al., submitted). Thus, we examined
whether NaBu treatment could affect SRPK1 or SRPK2 protein level to prevent SC35
phosphorylation. As shown by western blotting of whole-cell protein extracts, the total
amount of SRPK1 or SRPK2 protein did not vary in treated cells as compared to untreated
cells (Figure 3A). It is well-known that SRPK1 and SRPK2 continuously shuttle between
the cytoplasm and the nucleus.”® Then, in order to test whether NaBu could modify the
subcellular distribution of SRPKSs, cellular fractionation experiments were set-up and SRPK
protein levels were analyzed by immunoblotting in nuclear or cytoplasmic fractions.
Interestingly, the level of both SRPK1 and SRPK2 proteins was decreased in the nucleus of
treated cells as compared to untreated cells, a phenomenon which was correlated with the

decrease of P-SC35 protein level in the nucleus (Figure 3B). By contrast, the non

~141 ~



Reésultats : 11. Article 2

phosphorylated form of SC35 protein was still detected in the nucleus of treated cells.
Similar results were obtained in H358 cells (Supplementary Figure 3). Taken together,
these data demonstrate that NaBu negatively controls SC35 phosphorylation.

SC35, TIP60 and HDAC6 proteins are required for p21WAFI accumulation in response
to NaBu

It has been previously shown that NaBu added to cultured cells can lead to growth arrest,
cellular differentiation or cell death, depending on the cell type.®*3 In order to test the
biological consequences of such treatment in our cellular models, we first analyzed the cell
cycle distribution of H1299 (Figure 4A) and H358 (Supplementary Figure 4) cells by flow
cytometry after staining of DNA using propidium iodide. Interestingly, in both cell lines,
NaBu led to an accumulation of cells with a 4N DNA content, that was consistent with a
cell cycle arrest in G,/M. It has been shown that the cyclin-dependent kinase inhibitor

22,3335
p2 ’

In H1299 (Figures 4B&4C) and H358 (Supplementary Figure 4B) cells, NaBu also strongly
1WAF1

1WA is transcriptionally induced in various cellular models incubated with NaBu.

increased p2 MRNA and protein levels. Importantly, SC35 was required in this setting
because its knockdown prevented such accumulation (Figure 4B and supplementary Figure
4B). These results suggest that the effects of SC35 on p21"VA™ occur at the transcriptional
level. In addition, in the same way as SC35 neutralization, the knockdown of either TIP60
or HDAC6 by using siRNA inhibited the induction of p21"A™ expression (Figures
4D&AE). Taken together, these results demonstrate that SC35, TIP60 and HDACS6 proteins

WAF1
1

increase the expression of the cyclin-dependent kinase inhibitor p2 in human lung

carcinoma cell lines treated with NaBu.

SC35 is involved in NaBu-mediated cellular senescence
It has been shown that NaBu could in some cases trigger p53-dependent or -independent

1WAF induction.®®*® Recently, the ability of NaBu to induce

senescence, notably through p2
a pseudo-DNA damage response in senescent cells has also been reported, through the
activation of components of the DNA Damage Response (DDR) and notably the
accumulation of y-H2AX.® Therefore, we finally tested whether SC35 and/or TIP60
proteins could be involved in a NaBu-mediated senescent process. In H1299 cells, we first
confirmed the accumulation of y-H2AX in response to NaBu treatment (Figures 5SA&5B).
Importantly, such increase was prevented when either SC35 (Figure 5A) or TIP60 (Figure

5B) expression was neutralized by using siRNA. These results indicated that both SC35 and
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TIP60 proteins could cooperate to initiate a pseudo-DNA damage response in senescent
cells. To confirm that it was indeed the case, we performed a senescence-associated -
galactosidase (SA-B-gal) staining that detects SA-B-gal activity at pH 6.0, a specific
biomarker for senescent cells, as this activity is not expressed in presenescent and quiescent
cells. Incubation of H1299 cells with 25 mM NaBu for 5 days resulted in their
morphological alterations. These changes included an enlarged, flattened shape, increased
cytoplasmic to nuclear ratio and decreased cell density that was consistent with cell
senescence phenotypes (Figure 5C). Consistently, almost 30% of the cells displayed intense
SA-B-gal activity as compared to untreated cells (Figure 5C). Importantly, the knockdown
of SC35 abolished the appearance of these f—gal stained cells upon treatment (Figure 5D).
These results demonstrate that SC35 is required for NaBu-mediated senescence in lung
carcinoma cell lines, thereby providing the first evidence of a role of SC35 during such a

process.

Discussion

The SR family of splicing factors has been extensively studied at the level of biochemistry
for their diverse roles in RNA metabolism and gene expression.> However, to date, only a
few studies have linked their activities to pathways controlling essential physiological
processes in vivo. Nevertheless, the identification of biological functions and upstream
signals controlling the expression and/or the activity of these proteins is required, since an
increasing number of evidence now indicate that they may directly contribute to the
oncogenic process.”*'®3® HDAC inhibitors are promising anticancer agents that are
currently being tested in phase I/11 clinical trials.*® It was previously shown that NaBu, a
short-chain fatty acid HDAC inhibitor, increases the expression of SR proteins in non-
cancerous cells,®%" by a mechanism(s) remaining to be determined. In this study, we
unravel a signaling pathway encompassing the histone acetyltransferase TIP60 and the
deacetylase HDAC6 which controls the accumulation of the SR protein SC35 in human
lung carcinoma cell lines treated with NaBu. More importantly, we further demonstrate that
SC35 leads to the induction of the cyclin-cdk inhibitor p21'YA™ at both mRNA and protein

levels, as well as, triggers the appearance of senescent cells upon NaBu treatment. These
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results are to our knowledge the first evidence of a role of SC35 during the cellular

senescence process in tumor epithelial cells.

We previously demonstrated that TIP60, when overexpressed, acetylates SC35 on its
residue lysine K52, as well as, prevents its phosphorylation by inhibiting the nuclear
accumulation of both SRPK1 and SRPK2 kinases (Edmond et al., submitted). In this study,
we provide evidence that TIP60 accumulates in response to NaBu. More importantly, such
accumulation of TIP60 is associated with the appearance of an acetylated and non-
phosphorylated form of SC35, as well as, with decreased nuclear levels of both SRPK1 and
SRPK2 proteins. These data are thus consistent with our previous findings. What it is more
puzzling is the fact that the acetylation of SC35 by TIP60 in NaBu-treated cells correlates
with its accumulation rather than its proteasomal degradation. We previously showed that
HDACG6 overexpression rescues the negative effects of TIP60 towards SC35 (Edmond et
al., submitted). In this study, we provide evidence that HDACG6 is required for SC35
accumulation in response to NaBu. Therefore, we propose a hypothetic model aiming at
culminating all these data (Figure 6). In this model, TIP60 acetylates SC35 on its residue
K52 allowing its proteasomal degradation. In NaBu-treated cells, the acetylated SC35
protein could be protected from further proteasomal degradation by HDAC6, which
deacetylase and ubiquitin binding capacities are not targeted by NaBu.”® Therefore, it
remains to determine whether SC35 could be subjected to ubiquitination in NaBu-treated

cells.

Numerous studies have provided evidence that the cyclin-dependent kinase inhibitor

p2
NaBu, leading to cell cycle arrest, apoptosis or differentiation.?>***** Here, we show that
1WAF1

1WAFL is transcriptionally induced in various normal and tumoral cells incubated with

NaBu also increases p2 MRNA and protein levels in human lung carcinoma cell lines,

leading to a block in G,/M of the cell cycle. More interestingly, we further demonstrate that

WAFL
1

both SC35 and TIP60 proteins are absolutely required for p2 accumulation in this

setting. It is well-known that TIP60 is recruited on the p27"

WAF1
1

promoter and serves as a
transcriptional co-activator to activate p2 transcription, in a p53-dependent or —
independent manner.”*° Interestingly, although no link between NaBu and TIP60
expression has been reported to date, it has been recently shown that NaBu activates the
transcription of p21"** by increasing the acetylation of histones H3 and H4, a target of

TIP60, in mesenchymal stem cells.** Therefore, it remains to determine whether TIP60
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could be a general activator of p21"A™ expression in response to NaBu treatment.
Consistent with a role of SC35 in the control of p21"VA™ expression, SC35-depleted MEFs
arrest in the G,/M phase of the cell cycle through the induction of p21"A™.® Because we
show here that SC35 is required for p21"A™ induction in response to NaBu, these and our
data indicate that the effects of SC35 could vary depending on the cell type and/or the
upstream stimulus. We did not characterize the molecular mechanism(s) by which SC35
contributes to the accumulation of p27"*"" mRNA. Interestingly, in p53-/- cells, elements
of the transcription machinery are not prefixed to the p21"*" promoter, contrary to what
was observed in p53+/+ cells.® Therefore, one might speculate that SC35 could be
recruited together with TIP60 and components of the transcription initiation complexes at
the p21"*"" promoter in our p53-deficient models, thereby contributing to the activation of

WAF1
1

p2 transcription.

Microarray-based studies have suggested that p21"/A™

expression positively correlates with
the induction of genes associated with senescence.” In addition, the ability of NaBu to
elicit p21""A™-dependent cellular senescence has been reported.®**°2 Here, we demonstrate
that SC35 is required for the triggering of senescence in our tumor cells in response to
NaBu. It has been previously shown that the levels and activities of two others RNA
binding proteins, namely hnRNPA1 and A2, are decreased in normal human diploid
fibroblast undergoing senescence.”>** As these hnRNP proteins play antagonistic roles as
compared to SR proteins, it is therefore tempting to speculate that a modulation of the
balance between both families, in favor of SR proteins, could contribute to the process of
senescence. It was recently shown that NaBu activates a pseudo-DNA damage response
(pseudo-DDR) in senescent cells, notably through the accumulation of y-H2AX foci in the
absence of detectable DNA breaks.® In agreement with the activation of such DDR
components during senescence, we show that the rescue of the senescent phenotype in
treated cells in which the expression of either TIP60 or SC35 protein was neutralized, was
accompanied by an absence of y-H2AX accumulation. Interestingly, ATM, another
component of the DNA Damage Response involved in y-H2AX phosphorylation, is

phosphorylated on its Ser1981 residue and recruited to the p27"4!

promoter in response to
NaBu, leading to an increased activation of p27"*"" gene expression.” Therefore, as TIP60
is essential for the activation of the ATM Kkinase activity in response to DNA Damage,

both TIP60 and SC35 proteins could also contribute to p27"** transcription, through
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activation of some components of the DNA Damage Response at the level of the p27"4’

promoter.

To conclude, our study highlights a novel signaling pathway activated in response to NaBu,
that leads to the accumulation of the SR protein SC35 in human lung carcinoma cell lines.
Importantly, these data unravel SC35 as an actor of premature senescence. One decade ago,
it was shown that SC35 together with SF2/ASF were expressed at high level in mid-
passaged immortalized S\V40-transformed human fibroblasts.>” Because the onsets of some
causal events of cellular senescence are expected at mid-passage, these data suggest that
SC35 could also play a role during the process of replicative senescence. Therefore, further
studies are now needed to analyze the implication of such a role in the context of lung

tumor progression.
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Figure legends

Figure 1: NaBu specifically induces the accumulation of SC35 in lung carcinoma cell
lines. (A) H1299 cells were treated or not for 20 h with 5 mM NaBu and the expression of
SC35 and SF2/ASF proteins was studied by western blotting. Actin was used as a loading
control. (B) H1299 cells were treated for 20 h with 100 ng/ml TSA or 2 mM NAM as
indicated. Whole-cellular extracts were analyzed by western blotting using anti-SC35 or
anti-SF2/ASF antibody. (C) H1299 cells were treated or not for 20 h with 5 mM NaBu and
sc35 mRNA level was quantified by RT-gPCR. Glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase (gapdh) was used as a reference. Relative gene expression was calculated
for each sample, as the ratio of sc35 copy number (target gene) to gapdh mRNA copy
number multiplied by 100, thus normalizing sc35 mMRNA expression. The ratio obtained in

non treated cells was arbitrarily assigned a value of 1.

Figure 2: TIP60-mediated SC35 acetylation is increased under NaBu treatment. (A)
H1299 cells were treated or not for 20 h with 5 mM NaBu and the expression of TIP60 and
HDACSG proteins was studied by western-blotting. Actin was used as a loading control. (B)
Total RNA was extracted from H1299 cells treated or not for 20 h with NaBu and 77P60
transcripts were quantified by RT-gPCR. Normalization was done as described above. (C)
H1299 cells were treated or not for 20 h with 5 mM NaBu. Whole-cellular extracts were
subjected to immunoprecipitation with either anti-acetyl-lysine (Ac-K) antibody or
irrelevant immunoglobulin (IgG) as a negative control, followed by immunoblotting with
an anti-SC35 antibody to detect acetylation of the endogenous SC35 protein. (D) H1299
cells were transfected for 48 h with either mismatch or TIP60 siRNAs and treated for 20
additional hours with 5 mM NaBu. Whole-cellular extracts were subjected to
immunoprecipitation with either anti-acetyl-lysine (Ac-K) antibody or irrelevant
immunoglobulin (1gG) as a negative control, followed by immunoblotting with an anti-
SC35 antibody. (E) TIP60 protein was immunoprecipited from H810 cells treated or not
with 5 mM NaBu for 20 h and western blot was performed with an anti-SC35 antibody. (F,
upper panel) H1299 cells were transfected for 24 h with plasmid encoding either wild type
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(WT) or lysine 52 mutant (K52R) HA-tagged SC35 protein, and treated (+) or not (-) for 24
additional hours with NaBu (5 mM). SC35-HA tagged protein was detected by western
blotting using anti-HA antibody. (Middle panel) SC35 and actin signal intensities were
quantified using the Image J software. The relative densitometric areas reflecting SC35 or
SC35(K52R) protein expression were calculated in each condition according to actin signal.
(Lower panel) Total cellular extracts from H1299 cells transfected for 48 h with either
mismatch or TIP60 siRNAs and treated (+) or not (-) for 20 additional hours with 5 mM
NaBu were subjected to western blot analysis with an anti-SC35 antibody. (G, upper panel)
H1299 cells were transfected for 48 h with either mismatch or HDAC6 siRNAs and treated
(+) or not (-) for 20 additional hours with 5 mM NaBu. Western blot analysis was
performed for the detection of SC35 protein. Efficiency of the knockdown was assessed by
immunoblotting using an anti-HDACG6 antibody. (Lower panel) H1299 cells were treated
(+) or not () for 20 h with 5 mM NaBu. Whole-cellular extracts were immunoprecipitated
with an anti-HDACG6 or control (IgG) antibody and immunoblotted with an anti-SC35 or
anti-HDACS6 antibody.

Figure 3: NaBu negatively controls SC35 phosphorylation. (A) H1299 cells were treated
or not for 20 h with 5 mM NaBu and total cellular extracts were subjected to western blot
analysis in order to detect P-SC35, SRPK1 and SRPK2 proteins. (B) Cytoplasmic and
nuclear extracts from H1299 cells treated or not for 20 h with 5 mM NaBu were subjected
to western blot analysis using the indicated antibodies. Quality of cellular fractionation was
controlled by immunodetection of the cytoplasmic a-tubulin or the nuclear histone H3.

Figure 4: SC35 is required for p21“*"

accumulation in response to NaBu. (A) H1299
cells were treated or not for 20 with 5 mM NaBu and cell cycle distribution was analyzed
by flow cytometry after labelling of DNA with propidium iodide. Percentages of cells in
the different phases are indicated. (B) H1299 cells were transfected for 48 h with either
mismatch or sc35 SiRNAs and treated (+) or not (-) for 20 additional hours with 5 mM
NaBu. (Upper panel) Western blot analysis was performed for the detection of p21"A™
protein. Efficiency of the knockdown was assessed by immunoblotting using an anti-SC35
antibody. (Lower panel) Total RNA was extracted and p27"#* transcript was quantified by
RT-gPCR in non-treated (grey bars) or NaBu-treated (black bars) cells. A value of 1 was
arbitrarily assigned to the signal obtained in non-treated cells as described above. (C)

H1299 cells were transfected for 48 h with either mismatch or TIP60 siRNAs and treated
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(+) or not (-) for 20 additional hours with 5 mM NaBu. (Upper panel) Western blot analysis
was performed for the detection of p21"VA™ protein. (Middle panel) Efficiency of the TIP60
knockdown was assessed by RT-QPCR. (Lower panel) p21"*! transcript level was
quantified by RT-gPCR in non-treated (grey bars) or NaBu-treated (black bars) cells. A
value of 1 was arbitrarily assigned to the signal obtained in non-treated cells. (D) H1299
cells were transfected for 48 h with either mismatch or HDAC6 siRNAs and treated (+) or
not (-) for 20 additional hours with 5 mM NaBu. Western blot analysis was performed for
the detection of p21"A™ protein. Efficiency of the knockdown was assessed by

immunoblotting using an anti-HDACS6 antibody.

Figure 5: SC35 is involved in NaBu-induced senescence. (A) H1299 cells were
transfected for 48 h with either mismatch or sc35 siRNAs and treated (+) or not (-) for 20
additional hours with 5 mM NaBu. Western blot analysis was performed for the detection
of yH2AX protein. (B) H1299 cells were transfected for 48 h with either mismatch or
TIP60 siRNAs and treated (+) or not (-) for 20 additional hours with 5 mM NaBu. The
expression of yH2AX protein was studied by western-blotting. (C) H1299 cells treated (+)
or not (-) for 5 days with 2.5 mM NaBu were analyzed for senescence associated-p-gal
(SA-B-gal). (Left panel) Photographs of X-gal stained cells are shown. (Right panel)
Quantification of the SA-B-gal positive-stained cells. Results are the mean average of three
independent experiments + SD (standard deviation). (D) H1299 cells transfected with either
mismatch or sc35 SiRNAs were treated with 5 mM NaBu for 5 days and analyzed for
senescence associated-B-gal (SA-B-gal). (Left panel) Photographs of the X-gal stained cells
are shown. (Right panel) Quantification of the SA-B-gal positive-stained cells. Results are

the mean average of three independent experiments £ SD (standard deviation).

Figure 6: An hypothetic model of NaBu-induced SC35 accumulation and senescence.
Upon NaBu treatment, TIP60 protein level increases. This accumulation leads to the
acetylation of SC35 on its residue K52. It also prevents the nuclear accumulation of both
SRPK1 and SRPK2 kinases that are involved in the phosphorylation of SC35 in the
nucleus. On the other hand, HDACSG, by a direct or indirect mechanism, prevents the
proteasomal degradation of SC35, leading to the accumulation of an acetylated and non-
phosphorylated form of SC35. In these conditions, both SC35 and TIP60 proteins cooperate
to induce the cyclin-cdk inhibitor p21"VAF, leading first to a G,/M arrest of the cell cycle

and subsequently to the appearance of a cellular senescence phenotype. We did not
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characterize the molecular mechanism(s) by which SC35 and TIP60 contribute to the
accumulation of p21"**!. We might speculate that SC35 could be recruited together with
TIP60 and components of the transcription initiation complexes at the p27"**" promoter,

thereby contributing to the activation of p27"** transcription.
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Figure S1. (A) H358 and H810 cells were treated or not for 20 h with 5 mM NaBu
and the expression of SC35 and SF2/ASF proteins was studied by western blotting.
Actin was used as a loading control. (B) H358 and H810 cells were treated for 20 h
with 100 ng/ml TSA or 2 mM NAM as indicated. Whole-cellular extracts were
analyzed by western blotting using anti-SC35 or anti-SF2/ASF antibody. (C) H358
and H810 cells were treated or not for 20 h with 5 mM NaBu and sc35 mRNA level
was quantified by RT-gPCR. Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (gapdh)
was used as a reference. Relative gene expression was calculated for each sample, as
the ratio of sc35 copy number (target gene) to gapdh mRNA copy number
multiplied by 100, thus normalizing sc35 mMRNA expression. The ratio obtained in
non treated cells was arbitrarily assigned a value of 1.
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Figure S2. (A) H810 and H358 cells were treated or not for 20 h with 5 mM NaBu
and the expression of TIP60 and HDACG6 proteins was studied by western-blotting.
Actin was used as a loading control. (B) Total RNA was extracted from H810 and
H358 cells treated or not for 20 h with NaBu and Tip60 transcripts were quantified
by RT-gPCR. Normalization was done as described above.
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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™2, S De Seranno'?, A Van den Broeck'?, L Corcos®, C Brambilla'2, E Brambilla'?, S Gazzeri'?
and B Eymin*"?2

The transcription factor E2F1 has a key function during S phase progression and apoptosis. It has been well-demonstrated that the
apoptotic function of E2F1 involves its ability to transactivate pro-apoptotic target genes. Alternative splicing of pre-mRNAs also
has an important function in the regulation of apoptosis. In this study, we identify the splicing factor SC35, a member of the Ser-
Rich Arg (SR) proteins family, as a new transcriptional target of E2F1. We demonstrate that E2F1 requires SC35 to switch the
alternative splicing profile of various apoptotic genes such as c-flip, caspases-8 and -9 and Bcl-x, towards the expression of
pro-apoptotic splice variants. Finally, we provide evidence that E2F1 upregulates SC35 in response to DNA-damaging agents and
show that SC35 is required for apoptosis in response to these drugs. Taken together, these results demonstrate that E2F1 controls
pre-mRNA processing events to induce apoptosis and identify the SC35 SR protein as a key direct E2F1-target in this setting.

Cell Death and Differentiation (2008) 15, 1815-1823; doi:10.1038/cdd.2008.135; published online 19 September 2008

Pre-mRNA splicing is an essential step for the expression of
most genes in higher eukaryotic cells. This process has
emerged as an important mechanism of genetic diversity as
about 74% of 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-FLIPgon.'! As c-flip predominantly encodes two isoforms
arising from alternative splicing, namely c-FLIPg,+ and
C-FLIPong, we postulated that E2F1 could control the
expression and/or activity of some splicing factors. In this
study, we identify the SC35 splicing factor as a direct trans-
criptional target of E2F1 and show that SC35 is involved in the
ability of E2F1 to trigger apoptosis through downregulation of
c-FLIPghor- 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."? 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 e e e E2F1(E132)
SC35 e — SC35
SRp20 SRp20
SF2/ASF A A S S || e— — — | QF2/ASF
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Figure1 SC35is 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. (c) Western blot analyses of E2F1,
SC35, SRp20 and SF2 protein expression in E2F1-deficient (E2F1 —/—) and wild-type control Murine Embryonic Fibroblasts (MEFs). Actin was used as a loading control
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for 48 or 72 h in the presence (+ ) or absence (—) of 1 ug/ml doxycyclin (Dox) as
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transfected for 48 h with 1 g pR264CAT plasmid, encoding CAT under the control
of the sc35 promoter, and increasing amounts of pCMV-E2F1 as indicated. The
CAT activity obtained in cells transfected with pR264CAT alone was normalized to 1
and a relative CAT activity was then calculated for each condition. Representative
data of at least three independent experiments performed in duplicate are shown.
() 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 ChlP 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 (4 ) or absence (—) of doxycyclin for 72 h. (a)
H358 Tet-On/E2F1 cells were transfected for 72 h either with mismatch or sc35
siRNA. Apoptosis was evaluated using Hoechst staining. Results shown are the
mean + S.D. of three independent experiments. (b) H358 Tet-On/E2F1 cells were
transfected for 72 h with either mismatch or sc35 siRNA and subjected to RT-PCR
(left panel) and western blot (right panel) analyses. (c) H358/Tet-On/E2F1 cells
were transfected for 48 h with either mismatch or s¢35 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 FLIPgng/FLIPgor ratio. As we previously
demonstrated the ability of E2F1 to induce apoptosis through
downregulation of the ¢c-FLIPgno 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 flipspor 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-FLIPghor 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/
FLIPghot ratio, at the expense of the FLIPgnhot 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.""~'® 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 mRNAs, 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 E2F1 and SC35 cooperate to affect the alternative splicing pattern of caspase-8, caspase-9 and 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 &2 and B, 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 Bel-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. (¢) 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
24 h with cyclophosphamide (50 uM). Western blot analyses were performed for
E2F1 and SC35 detection. (¢) 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 s¢35 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

Apoptosis (%)
S

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 1M). 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 Bel-x and
caspase-9 pre-mRNAs in favor of pro-apoptotic splice
variants. Importantly, the neutralization of either e2f1 or
sc35 before cyclophosphamide cell treatment prevented
these modifications, as detected by RT-PCR (Figure 6b,
upper panel) and western blotting (Figure 6b, lower panel).
Overall, these data strongly suggest that E2F1 and SC35
proteins act together during apoptosis of DNA-damaged cells
by controlling Bcl-x and caspase-9 pre-mRNAs alternative
splicing.

Discussion

E2F1 is a transcription factor that has a critical function in cell
cycle progression by favoring entry into S phase. Besides its



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.?®3°
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-8 and -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 mMRNA 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.® 32 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.®” 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,
10 nM 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 30s; 57 °C for 45s; 72° C for 1 min; 30 cycles
FLIPshort CGAGGCAAGATAAGCAAGGA CACATGGAACAATTTCCAAGAA
94 °C for 30's; 58 °C for 1 min; 72 °C for 2 min; 30 cycles
FLIPong CTTGGCCAATTTGCCTGTAT GGCAGAAACTCTGCTGTTCC
94 °C for 30's; 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 2 min; 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 2 min; 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 30s; 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'2 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 ug) 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 305, 55°C 30's, 72°C 30s) 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, 72°C 30s) 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 1M) 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 4g 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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Abstract

The transcription factor E2F1 belongs to the E2F family. It plays a crucial role in driving cell
cycle progression in S phase as well as in inducing apoptosis. Ser/Arg-Rich (SR) proteins are
a family of RNA-binding phosphoproteins that control both constitutive and alternative pre-
MRNA splicing events. While activities of these proteins on splicing have been well-studied
in vitro, less is known about their functions in the control of essential biological processes
such as cellular proliferation. We previously demonstrated that SC35, a member of SR
proteins family, regulates E2F1-mediated apoptosis. In this study, we postulated that SC35
could also be involved in the proliferative functions of E2F1. We provide evidence that SC35
is a cell-cycle regulated protein. We further demonstrate that SC35 regulates the entry and
progression into S phase by controlling some E2F1-target genes involved in this setting, such
as cyclin E. At the molecular level, we show that SC35 interacts with E2F1 and stimulates its
transcriptional function. In addition, we show that the PI3K/AKT signaling pathway is
involved in the control of cyclin E expression mediated by both E2F1 and SC35 proteins,
notably through the phosphorylation of SC35. In agreement with such an important role of
this network during lung carcinogenesis, we finally describe a direct correlation between
cyclin E and P-SC35 protein expression in a series of neuroendocrine lung tumors. Taken
together, these results unravel a new function of SC35 in the control of the cell cycle

progression through its closed interplay with E2F1.
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Introduction

A central aspect of development and disease such as cancer is the control of cellular
proliferation through regulation of the cell cycle. A key step in this regulation is the transition
from the G1 to S phase of the cell cycle. This critical passage is tightly coupled to the
transcriptional control of genes involved in growth and DNA replication. In mammalian cells,
this temporal control is performed mostly by the E2F family of transcription factors (Blais &
Dynlacht, 2004; Dimova & Dyson, 2005, for review). E2F transcription factors, originally
identified as activators of adenovirus transcription, are heterodimeric transcription factors that
consist of one member from the E2F protein family, called E2F1-E2F8, and another member
from the DP protein family, called DP1 and DP2. E2Fs are classified into different groups
based on domain conservation and transcriptional activity (DeGregori & Johnson, 2006,
Johnson & Degregori, 2006, for reviews). Among the E2F1-E2F5 proteins, E2F1, E2F2 and
E2F3a primarily activate transcription, whereas E2F3b, E2F4, and E2F5 primarily repress
transcription (Harbour & Dean, 2000, for review). It is now well-known that the interaction of
E2F1-3 proteins with members of the retinoblastoma (Rb) ”pocket” protein family pRb, p107
and p130 inhibits E2Fs transcriptional activity in quiescent or early G1 phase of the cell cycle.
As cells progress through the G1 phase, Rb is sequentially phosphorylated by Cdks, causing
the release of the activator E2Fs and the transcriptional activation of genes important for
passage in S phase (Harbour & Dean, 2000, for review). Given the role of Rb pathway
mutations and, thus, E2Fs deregulation in human cancer, the characterization of additional
partners of E2Fs involved in the control of cellular proliferation is critical to improve our

knowledge regarding the contribution of each of these E2Fs to the tumorigenic process.

The SR protein family comprises a number of phylogenetically conserved and structurally
related proteins that play a crucial role in the control of constitutive and alternative pre-
MRNA splicing. Members of the SR family have a modular structure containing one or two
copies of an RRM (RNA Recognition Motif) at the N-terminus that provides RNA-binding
specificity and a C-terminal RS domain that acts to promote protein-protein interactions and
facilitates the recruitment of the spliceosome. All SR proteins null mice display an early
embryonic phenotype (Jumaa et al, 1999; Wang et al, 2001; Ding et al, 2004). Therefore,
these in vivo findings indicate that SR proteins are not redundant and are absolutely required

for cell viability and/or animal development. Interestingly, some recent evidences have linked
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SR proteins to the control of cellular proliferation. For instance, in mouse embryonic
fibroblasts (MEFs), the loss of SC35, a member of SR proteins family, induces a cell cycle

lWAFl and

arrest in G2, through the induction of the cyclin-dependent kinase inhibitors p2
p27""! (Xiao et al, 2007). In addition, in Drosophila, the SR protein B52 maintains a G1/S
block through the stimulation of the repressive function of dE2F2 (Rasheva et al, 2006).
Moreover, in response to SR protein reduction, the S phase entry of SV40-immortalized MEF
declines (Lin et al, 2005). Taken together, these data highly support a role of SR proteins in
the regulation of components of the cell-division machinery, albeit the molecular mechanisms

involved in this setting remain largely unknown.

We recently provided the first evidence that the SR protein SC35 is a new transcriptional
target of E2F1 in various human lung carcinoma cell lines (Merdzhanova et al, 2008).
Furthermore, we demonstrated that both proteins cooperate to control apoptosis in response to
genotoxic stresses, by switching the alternative splicing pattern of caspases-8, -9 and Bcl-x
towards the expression of pro-apoptotic isoforms. These results demonstrated that E2F1 and
SC35 proteins control pre-mRNA processing events to promote apoptosis. In this study, we

asked whether SC35 could also contribute to the proliferative functions mediated by E2F1.

Materials and Methods

Cell lines, cell treatments, plasmids and transfection

H1299, H810, H69 human lung carcinoma cell lines were cultured as described previously
(Salon et al, 2006; Merdzhanova et al, 2008). Transient transfections were carried out using
Fugene 6 (Roche Diagnostic, Meylan, France) according to the manufacturer’s instructions.
Plasmids used in transient transfections were pcDNA3.1, pcDNA3.1-SC35, pCMV-E2F1,
pGLuc, pGL2-cyclin E encoding the luciferase protein under the control of the cyclin E
promoter, Skp2-luc encoding the luciferase under the control of the human Skp2 promoter
region spanning from —272 to +244 residues and pCMV-DP1. An inducible E2F-responsive
construct encoding the firefly luciferase reporter gene under the control of a basal promoter
element (TATA box) joined to tandem repeats of a specific E2F Transcription Response
Element (TRE) was purchased from SuperArray (Tebu-bio, Le Perray en Yvelines, France),

and an E2F reporter construct harboring E2F-binding site consensus sequences from Qiagen
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(Courtaboeuf, France). Hydroxyurea and wortmaninn were purchased from Sigma (Saint
Quentin Fallavier, France) and LY294002 from Ozyme (Saint Quentin Yvelines, France).
BrdU solution was purchased from Roche. For synchronisation of cells, 1 mM hydroxyurea
was added to 30% confluent H1299 cells for 18 h. Cells were then washed twice with PBS,
released in hydroxyurea free complete medium and collected at the indicated time points after
block release. For the double block of thymidine, 30% confluent U20S cells were treated
with 2.5 mM thymidine for 17 hours, then washed three times in PBS and released in
thymidine free complete medium for 8 h. Thymidine was added again at 2.5 mM for 17 h.

Cells were released and collected at the indicated time points.

Antibodies

The antibodies anti-E2F1 (KH95) and anti-SC35 (H55) were purchased from Santa Cruz
(Heidelberg, Germany), the anti-cyclin A (C-22) from Tebu-Bio (Le Perray en Yvelines,
France), the anti-DHFR from BD Biosciences (Le Pont de Claix, France), the anti-actin
(A2066) and anti-tubulin (B512) from Sigma, the anti-SC35 (4F11) from Euromedex
(Souffelweyersheim, France), the anti-p45°<™ from Zymed (Invitrogen, Cergy Pointoise,
France), the anti-phosphorylated SC35, anti-thymidylate synthase and anti-DNA polymerase
o from Abcam (Paris, France), and the anti-HA.11 from Covance. The anti-p21"VA™ (Ab-1)
was from Calbiochem, and the antibodies anti-AKT Pan, anti-phosphorylated AKT (S473)
and anti-phosphorylated H2AX (S139) from Cell Signaling (Ozyme). The FITC-conjugated
BrdU antibody was purchased from Roche. Immunoprecipitation and western blotting

experiments were performed as previously described (Salon et al, 2006).

Transfection of siRNA oligonucleotides

The sequences designed to specifically target human sc35 RNAs were purchased from
Eurogentec (Angers, France) and were as follows: 5-
UCGAAGUCUCGGUCCCGCACUCG-3’ and 5’-
GAGGACGCUAUGGAUGCCAUGGACG-3’. The mismatch siRNA oligonucleotide used as
a control was 5’-UCGGCUCUUACGCAUUCAA-3’. Cells were transfected with SiRNA
oligonucleotides duplex using Oligofectamine reagent according to the manufacturer’s
instructions (Invitrogen, Cergy Pontoise, France). The cells were analyzed 72 hours post-

transfection.
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Isolation of chromatin-enriched fraction

Nuclear fraction was isolated as previously described (Edmond et al, submitted). The
chromatin-enriched fraction (CEF) was then isolated by re-suspending cell nuclei in an ice-
cold hypotonic buffer (3 mM EDTA, 0.2 mM EGTA and 1 mM DTT; pH=7.85)
supplemented with protease inhibitor cocktail. Soluble fraction was removed and the pellet
(CEF) was washed twice in hypotonic buffer. The CEF was re-suspended and sonicated in a
sonication buffer (10 mM Tris, 10% sucrose, 10 mM MgCI2; pH 7.4) supplemented with

protease inhibitor cocktail.

FACS analyses

For DNA content analysis, cells were fixed with 70% cold ethanol for 30 min on ice, treated
with RNase A (20 pg/ml) for 20 min and stained with propidium iodide (10 pg/ml). Flow
cytometric analysis of 10000 cells was performed on a FACScan flow cytometer (BD
Biosciences) and data were recovered using the CellQuest software (BD Biosciences). For
BrdU incorporation measurements, cells were pulsed with 100 uM BrdU for 20 min, before
harvesting. Cells were collected and fixed in 70% cold ethanol for 30 min on ice, then
denatured in 4N HCI for 30 min at room temperature, washed in PBS containing 0.5% Tween
20 and incubated with FITC-conjugated BrdU antibody in PBS containing 0.1% BSA for 30
min. Cells were washed in PBS, stained with Propidium lodide (PI) and analyzed by flow

cytometry.

RT-PCR and RT-qPCR

Total cellular RNAs were isolated using Trizol reagent (Invitrogen). For RT-PCR
experiments, 1 pg of total RNA was reverse transcribed using oligo(dT) primer and MMLV
reverse transcriptase (Invitrogen) according to the manufacturer’s protocol. RT reaction (3 pl)
was then amplified by PCR for 30 cycles using the following conditions: 94°C for 30 s; 57°C
for 45 s; 72°C for 1 min. The primer sequences used in this study were as follows: sc35
forward: 5’-CCA-CTC-AGA-GCT-ATG-AGC-TAC-G-3’; sc35 reverse: 5’-ACT-CCT-TGG-
TGT-AGC-GAT-CC-3’. Amplification of a fragment of the cDNA of g3pdh (Invitrogen) was
performed in the same PCR reaction as internal control. PCR products were run on a 2%
agarose gel and visualized by ethidium bromide staining.

Quantitative RT-PCR was performed on Stratagene MX3005P apparatus (Agilent
Technologies), In all conditions, 1 pg of total RNA was subjected to cDNA synthesis using
Superscript Il First-Strand Synthesis SuperMix for gPCR (Invitrogen) and subsequently
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amplified during 40 PCR cycles (10 min at 95°C, 15 s at 95°C, 1 min at 60°C) using Power
SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems). The specific primers used for mRNA
amplification were as follows: sc35 forward: 5’-CCA-CTC-AGA-GCT-ATG-AGC-TAC-G-
3’; sc35 reverse: 5’-ACT-CCT-TGG-TGT-AGC-GAT-CC-3’; gapdh forward: 5’-CGA-GAT-
CCC-TCC-AAA-ATC-AA-3’; gapdh reverse: 5°-ATC-CAC-AGT-CTT-CTG-GGT-GG-3".

GST pull-down assay

Beads coated with GST, GST-E2F1 or different GST-truncated E2F1 fusion proteins were
prepared according to the manufacturer’s protocol (Bulk GST Purification module, Pharmacia
Biotech). Beads were incubated for 45 min at room temperature with equivalent amounts of in
vitro translated SC35 protein in a final volume of 150 pl binding buffer (25 mM HEPES pH
7.6, 8 mM MqgCl,, 150 mM KCI, 0.1% NP40, 20% glycerol) containing 0.2 mg/ml BSA.
Beads were washed three times with NETN buffer (100 mM NaCl, 1 mM EDTA, 0.5% NP40,
20 mM Tris pH 8.0), once with PBS and then analyzed by 10% SDS-PAGE.

Luciferase assays

Cells were lysed 48 hours after transfection in 300 ul lysis buffer (Passive lysis buffer from
Promega). The cell debris were removed by centrifugation at 13200 rpm for 2 min and
luciferase activity was measured on a 10 pl aliquot in a luminometer using the luciferase kit
from Promega. Each sample was normalized according to the protein amount. Results are the

mean of three independent experiments performed in duplicate.

Analysis of E2F1 DNA-binding activity using ELISA assay

The DNA-binding activity of E2F1 was assessed using Transcription Factor (TF) ELISA Kit
(Panomics) according the manufacturer’s instructions. Briefly, nuclear extracts obtained from
Nuclear Extraction Kit (Panomics) were incubated with biotinylated oligonucleotides
immobilized on a streptavidin coated 96-well plate and containing an E2F1-consensus
binding site (E2F1-Probe). E2F1 protein, bound to the oligonucleotides, was detected by an
antibody directed against E2F1. An additional HRP-conjugated secondary antibody provides
a sensitive colorimetric readout quantified by spectrometry.

Immunohistochemistry and immunohistochemical staining evaluation

SC35, P-SC35, E2F1 and cyclin E immunohistochemical stainings were performed as

previously described on a series of 27 neuroendocrine lung tumors comprising 12 Large Cell
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Neuroendocrine Carcinoma (LCNEC) and 15 Small Cell lung Carcinoma (SCLC) (Eymin et
al, 2001; Salon et al, 2007). SC35, P-SC35, E2F1 and cyclin E immunostainings were
evaluated by two independent observers 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 (1-3). According to these final scores, tumoral
samples were divided in two classes for each staining, with either tumors overexpressing (+)
or not (-) the protein of interest as compared to the normal lung tissues. The scores in normal
lung tissues for SC35 and P-SC35 proteins were 100 and 50, respectively. Therefore, tumors
displaying a score > 200 or > 100 were considered as tumors overexpressing SC35 or P-SC35,
respectively. As we previously reported that E2F1 and cyclin E proteins are undetectable in
normal lung tissues (Eymin et al, 2001; Salon et al, 2007), tumors with a score > 40 were
considered as tumors overexpressing these proteins. Correlations between the expression of P-
SC35 and cyclin E, as well as P-SC35 and E2F1 were based on the y2 test, with a P-value <

0.05 being considered significative.

Results

SC35 is a cell-cycle regulated protein

In order to test whether SC35 could control some aspects of the cell cycle in tumor cell lines,
we first analysed whether its expression fluctuated during the cell cycle progression. To this
purpose, H1299 cells, that are derived from a human lung adenocarcinoma, were
synchronised in late G1/early S phase by the use of hydroxurea. Then, the block was released
and the cell cycle distribution was analysed by fluorescence-activated cell sorting (FACS)
after staining of DNA using propidium iodide. As shown in Figures 1A and 1C, H1299 cells
timely progressed into the different phases of the cell cycle after hydroxyurea removal,
entering and progressing into S phase from 1 to 3 hours, then reaching G2 phase and entering
into mitosis from 3 to 6 hours, before returning into G1 phase after 24 hours. To analyse the
expression level of SC35 in these cells, we performed western blot and RT-PCR experiments.
We observed that both SC35 protein and mRNA levels transiently increased as cells entered
and progressed into S phase, then decreased when cells reached the G2/M transition and
entered into mitosis (Figures 1B &1C). Interestingly, such cyclic variation of SC35 protein

expression recapitulated those observed, at the protein level, for E2F1, cyclin E or
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dihydrofolate reductase (DHFR) (Figure 1C). In order to confirm these results, we used
another cellular model, namely the osteosarcoma U20S cells. These cells were synchronised
in late G1 by the use of a double block of thymidine (Figure S1). Again, as detected by
western blotting and RT-QPCR, SC35 protein and mRNA levels increased as cells entered
and progressed into S phase. Such fluctuation of SC35 protein expression was correlated with
the accumulation of both E2F1 and cyclin E proteins in these cells (Figure S1). Taken
together, these results are to our knowledge the first evidence that SC35 protein expression is

regulated during the cell cycle progression in various tumor cells.

SC35 is required for efficient entry and progression into S phase

Having provided evidence that SC35 is a cell-cycle regulated protein, we next investigated
whether its neutralisation by using siRNA or its overexpression after plasmid transfection
could have an impact on the cell cycle distribution. To analyse the effects of SC35
downregulation, we took advantage of two human lung neuroendocrine carcinoma cell lines
that are highly proliferative and express high levels of SC35 protein, namely the H69 and
H810 cells (Merdzhanova et al, 2008). As shown in Figure 2A (upper panel), SC35
expression was efficiently neutralised in these cells upon transfection using a specific SIRNA
targeting sc35. In both models, in comparison with control cells transfected with mismatch
siRNA, the knock-down of SC35 significantly decreased and increased the proportion of cells
in S and G1 phases of the cell cycle, respectively (Figure 2A, lower panel). In addition, the
number of cells incorporating bromodeoxyuridine (BrdU) significantly decreased after
transfection with sc35 siRNA, as compared to mismatch siRNA (Figure 2B). These data
supported the notion that less cells entered in S phase upon SC35 neutralisation. In order to
deepen these results, the consequences of SC35 overexpression were analysed in H1299 cells
that do not express high basal levels of SC35 protein. As shown in Figure 2C, SC35
overexpression led to an accumulation of cells in S phase. Overall, these results demonstrate

that SC35 is involved in the control of S phase entry and progression.

SC35 increases the expression of E2F1-target genes involved in S phase transit

The above data and our previous study identifying a direct link between E2F1 and SC35
proteins (Merdzhanova et al, 2008) prompted us to investigate whether SC35 could regulate
the expression level of some proliferative E2F1-target genes. As detected by western blotting,
and in comparison with mismatch transfected cells, the efficient knock-down of SC35 in H69

cells strongly decreased the expression level of various E2F1-targets either involved in the
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regulation of the G1/S transition, such as cyclin E, or required for DNA synthesis, such as the
dihydrofolate reductase (DHFR), the thymidilate synthase or the DNA polymerase [J (Figure

55KP2

3A). Since we previously demonstrated that the p4 protein cooperates with E2F1 to

control cyclin E expression in neuroendocrine lung carcinoma cell lines (Salon et al, 2007),

we studied its expression in H69 cells knocking-down for SC35. Interestingly, p45°<"

protein
level also decreased in cells deprived of SC35 (Figure 3A). In these conditions, E2F1 protein
level did not vary, thereby indicating that the downregulation of all these E2F1-target genes in
response to SC35 deprivation was not the global result of decreased E2F1 level. The
involvement of SC35 in the control of some of these genes was confirmed in H1299 cells.
Indeed, when these cells were transiently transfected with a plasmid encoding SC35, SC35
overexpression led to the accumulation of the cyclin E or DHFR protein (Figure 3B). Overall,
these results demonstrate that SC35 is required for the expression of some E2F1-target genes

involved in S phase entry and progression in various lung carcinoma cell lines.

SC35 and E2F1 proteins interact in vitro and in vivo

Having provided evidence that SC35 controls the expression level of some E2F1-target genes,
we then postulated that both proteins could interact. To test this hypothesis, H1299 cells were
co-transfected with an expression vector encoding E2F1 or SC35, and immunoprecipitation
experiments of SC35 using a specific anti-SC35 antibody followed by immunodetection of
E2F1 were carried-out in whole-cellular extracts. As shown in Figure 4A, an interaction
between both E2F1 and SC35 proteins was clearly detected in these conditions. In order to
demonstrate that these E2F1/SC35 complexes were not artefacts generated by the
overexpression of both proteins, the same immunoprecipitation experiments were repeated in
H69 cells. When SC35 immunoprecipitates from these cells were immunoblotted with an
antibody against E2F1, co-precipitation of both proteins was detected again indicating that the
interaction also occurred between the two endogenous proteins (Figure 4B). In order to
deepen these results, SC35-E2F1 binding was further investigated in a cell-free system. To
this purpose, an in vitro-translated SC35 protein was incubated with a glutathione S-
transferase GST-E2F1 fusion protein. The binding between both proteins was detected after
recovery of GST-E2F1 complexes and immunoblotting using an anti-SC35 antibody. In this
binding assay, in vitro translated E2F1 and SC35 proteins co-precipitated efficiently,
confirming that both proteins had the ability to physically interact (Figure 4C, lane 2). In
order to map the binding sites on E2F1, several GST-E2F1 truncated mutants were generated,

and the same experiments were reiterated. Importantly, we found that in vitro translated SC35
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was unable to bind a GST-E2F1(1-120) mutant deprived of the DNA binding domain (amino
acids 120-191) while it bound a GST-E2F1(1-191) mutant, thereby indicating that SC35
interacts within this critical functional domain (Figure 4C, lanes 3 and 4). Of note, SC35 was
still able, albeit less efficiently, to bind an E2F1-truncated mutant exhibiting only the
carboxy-terminal domain (amino acids 284-437; Figure 4C, lane 6). Therefore, these data
suggested the existence of an additional SC35 binding site at the C-terminus of E2F1. Taken
together, these results provide the first evidence of a direct interaction between both E2F1 and
SC35 proteins.

SC35 stimulates the transcriptional activity of E2F1

Since both E2F1 and SC35 proteins were found to interact, we next questioned whether SC35
could modify the transcriptional activity of E2F1. To answer, we took advantage of two
distinct reporter plasmids carrying the expression of the luciferase under the control of either
the cyclin E (cyclin E-luc) or p45°<? (Skp2-luc) promoter (Salon et al, 2007). H1299 or
SAOS2 cells were transiently co-transfected with one of these vectors in the presence or
absence of increasing amounts of plasmid encoding E2F1 and/or SC35. The luciferase
activity was measured 48 hours later. As shown in Figure 5A, SC35 strongly stimulated the
transcriptional activity of E2F1 towards the cyclin E promoter in a dose-dependent manner.
By contrast, SC35 did not affect the activity of a control pGLuc vector. Similar results were

obtained when these luciferase assays were repeated using the p45°<F?

reporter construct
(Figure 5B). These data indicated that SC35 was able to stimulate the transcriptional activity
of E2F1. To confirm these results, we analysed the effects of the neutralisation of SC35. To
this purpose, cells were co-transfected with either cyclin E-luc, Skp2-luc or pGLuc plasmid
and siRNAs targeting SC35, in the presence of a plasmid encoding E2F1. In cells transfected
with mismatch siRNA, E2F1 efficiently stimulated the activity of both the cyclin E and
p4
the activity of E2F1 towards both promoters, while it did not affect the activity of the control

5°KP2 promoters (Figure 5C). By contrast, the knock-down of SC35 significantly decreased

pGLuc vector (Figure 5C). In order to test whether this effect of SC35 on E2F1 activity could
take place in a more general context, we used the Cignal E2F reporter assay that monitors the
transcriptional activity of E2F by using an E2F-responsive luciferase construct encoding the
luciferase under the control of tandem repeats of the E2F transcriptional response element
(TRE). As shown in Figure S2, SC35 was able to stimulate the transcriptional activity of
E2F1 towards this construct. Taken together, these results demonstrate that SC35 is a general

activator of E2F1 transcriptional function. Of note, we also tested whether SC35 was able to
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enhance the DNA binding of E2F1. As shown in Figure S3, SC35 did not increase the binding
of E2F1 to an E2F1 consensus binding site, whereas in the same conditions, DP1 strongly
stimulated E2F1 binding to this site.

The PI3K/AKT signaling pathway controls SC35 phosphorylation, cyclin E and p45°<"2
expression

It has been previously reported that extracellular ligands, such as growth factors, can activate
signal-transduction pathways involving Ras, PI3K and AKT that, in turn, phosphorylate SR
proteins to modulate alternative splicing in the nucleus and translation in the cytoplasm
(Blaustein et al, 2005). Interestingly, a role of the PI3K/AKT signaling in the control of an
E2F1-dependent gene expression program was recently discovered and was associated with
poor prognosis in breast and ovarian tumors (Hallstrom et al, 2008). Therefore, we
investigated whether this pathway could contribute to the proliferative functions of SC35 and
E2F1 in our cells. To this purpose, H1299 cells were first co-transfected with cyclin E-luc and
E2F1 expression vectors, in the presence or absence of increasing amounts of a plasmid
encoding SC35. Transfected cells were then treated or not by wortmaninn, a well-
characterized PI3K inhibitor, before measurement of luciferase activities. As shown in Figure
6A, E2F1 and SC35 proteins did not stimulate anymore the activity of the cyclin E promoter
in treated cells, as compared to untreated cells. Same results were obtained using the p45°<F?
reporter plasmid (data not shown). These results indicated that the PI3K/AKT signaling
pathway is involved in the stimulation of E2F1 transcriptional function by SC35. In order to
deepen these data, we then asked whether SC35 could be a target of PI3K/AKT signaling. To
answer, we performed western blot experiments in H69 cells treated with wortmaninn or
LY294002, another PI3K inhibitor. Consistent with inhibition of the PI3K signaling, the
accumulation of P-AKT(S473) was prevented in treated cells (Figure 6B). Interestingly, as
detected by using a specific antibody raised against the phosphorylated form of SC35, both
PI3K inhibitors strongly decreased the amount of P-SC35 in whole-cell extracts (Figure 6B),
as well as, in chromatin-enriched fractions (Figure 6C). Same data were obtained in H810
cells (data not shown). Of note, the total amount of SC35 protein increased following
wortmaninn or LY294002 treatment, thereby suggesting that a PI3K/AKT-dependent negative
feedback loop controls SC35 protein level. Overall, these data demonstrate that the
PIBK/AKT signaling pathway is required for the efficient phosphorylation of SC35 in
neuroendocrine lung carcinoma cell lines. Importantly, cyclin E and p45F? protein levels

strongly decreased in LY294002-treated cells (Figure 6D). In addition, the number of cells
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incorporating BrdU also significantly decreased upon inhibition of the PI3K/AKT signaling
pathway (Figure 6E). Therefore, these results support the notion that the phosphorylation of
SC35 by PI3K/AKT signaling could be involved in an E2F1-dependent control of S phase

entry through the regulation of cyclin E and p45°“F? expression notably.

Relationships between P-SC35 and cyclin E status in human neuroendocrine lung
tumors

Finally, the above results led us to examine whether SC35, P-SC35, E2F1 and cyclin E
expression was linked in a small series of human neuroendocrine lung tumors (n=27), by
performing immunohistochemical, RT-PCR or western blot experiments. SCLC and LCNEC
are both high grade neuroendocrine lung tumors according to the WHO 1999 classification.
As compared to normal lung tissues, SC35 and P-SC35 proteins were highly expressed in
89% (24/27) and 78% (21/27) of neuroendocrine lung tumors, respectively (Figure 7A).
Consistent with our previous findings (Eymin et al, 2001; Salon et al, 2007), high levels of
E2F1 and cyclin E proteins were observed in 70% (19/27) and 40% (11/27) of these tumors,
respectively. The immunohistochemical data concerning SC35 and P-SC35 protein expression
were confirmed either by RT-PCR (Figure 7B, upper panel) or western blotting (Figure 7B,
lower panel). Interestingly, when we studied the relationships linking SC35, P-SC35, E2F1
and cyclin E proteins in this series, we found a direct correlation linking cyclin E and P-SC35
expression (Figure 7C, p=0.0083). By contrast, no significant correlation was found between
P-SC35 and E2F1 status. Overall, these data demonstrate for the first time that SC35 and P-
SC35 proteins are overexpressed in a series of human neuroendocrine lung tumors and

suggest that SC35 could contribute to the control of cyclin E expression in these tumoral sub-

types.

Discussion

To date, the contribution of SR proteins to the control of proliferative events and the
characterization of some of their specific targets in this setting remain largely unknown. In
this study, we provide to our knowledge the first evidence that a SR protein, namely SC35, is
cell-cycle regulated in human carcinoma cell lines. Indeed, we show that SC35 amount
fluctuates during the cell cycle rising sharply at the G1/S border and remaining elevated as

cells progress into S phase. Recently, we identified SC35 as a direct transcriptional target of
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E2F1 during apoptosis induced by genotoxic stresses (Merdzhanova et al, 2008). Therefore,
since sc35 MRNA and protein levels were found to mimick the variations of E2F1 all along
the cell cycle, these and our previous findings highly suggest that SC35 could also be
transcriptionally targeted by E2F1 during the cell cycle progression. We also demonstrate that
SC35 interacts and cooperates with E2F1 to regulate the expression of some of its target
genes involved in the control of the G1 to S phase transition, such as cyclin E, as well as in S
phase progression, such as dihydrofolate reductase. In addition, we show that the knock-down
of SC35 reduces the number of cells incorporating BrdU, a phenomenon which is consistent
with SC35 being required for S phase entry. It was previously demonstrated that the loss of
SC35 in mouse embryonic fibroblasts (MEFs) induces G2/M cell cycle arrest, resulting at
least in part from p53 hyperphosphorylation and hyperacetylation, as well as from p21"A™
accumulation (Xiao et al, 2007). In SV40-immortalized MEF, reduction of SR protein
production decreases S phase entry (Lin et al, 2005). In Drosophila, the SR protein B52 is a
positive regulator of the repressive dE2F2 protein leading to repression of genes involved in
the G1 to S phase transition (Rasheva et al, 2006). Therefore, the involvement of SR proteins
in the control of a specific phase of the cell cycle could be dependent on the cell type (primary
versus immortalized for example) or the upstream stimuli. It is also known that excess E2F1
can activate an S phase checkpoint. In addition, stabilisation of cyclin E results in a slowing
of S phase progression and arrest (Lu et al, 2009). Because we also observed that SC35
overexpression leads to the accumulation of cyclin E and an increase number of cells in S
phase, these data suggest that excessive amount of SC35 could also be involved in a DNA
replication checkpoint. Overall, these findings highlight SC35 as an important contributor of

S phase transit, which protein level should be timely controlled.

Besides their well-defined functions in splicing, splicing-independent functions of SR
proteins are now emerging. Notably, in vivo depletion of the SR proteins SC35 and SF2/ASF
dramatically attenuated the production of nascent RNA (Lin et al, 2008). Further studies
based on the nuclear run-on assay provided evidence for an active role of the SR protein SC35
in transcriptional elongation (Lin et al, 2008). SR proteins have been reported to directly or
indirectly associate with the phosphorylated C-terminal domain (CTD) of the largest subunit
of Pol 11 (Misteli & Spector, 1999). Despite strong influence of promoter choice on alternative
splicing (Cramer et al, 1999; Auboeuf et al, 2002; Auboeuf et al, 2004), it has been proposed
that SR proteins are not preassembled into the transcription initiation complex because they

prefer phosphorylated CTD, but CTD phosphorylation is known to take place during the
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elongation phase of transcription (Bentley, 2005; Saunders et al, 2006). For example, SR
proteins are not stably associated with Polll at the promoter of fos gene before transcriptional
induction, and the interaction of SR proteins with the gene after the induction of it appears to
be mediated by nascent RNA (Sapra et al, 2009). Importantly, SC35 appears distinct from
other SR proteins in this setting, since it is able to exhibit FRET with DNA (Fededa &
Kornblihtt, 2008; Sapra et al, 2009). These data imply that SC35 may be more extensively
involved in transcription than other SR proteins in the nucleus. Consistently, we provide
evidence that SC35 is able to stimulate the transcriptional activity of E2F1 towards several
promoters. These data suggest thereby that SC35 could also act at the level of the
transcriptional initiation. Interestingly, during the G1 to S phase transition, it has been shown
that the human G1 phase regulator HCF-1 mediates E2F1 transcriptional activation on the
promoters of S phase genes, through the recruitment of H3K4 histone methyltransferase
complexes together with histone acetyltransferase (HAT) (Tyagi et al, 2007). Therefore,
based on our findings indicating that SC35 is able to interact with the HAT TIP60 (Edmond et
al, submitted), it is tempting to speculate that SC35 could participate to such complexes in

order to stimulate E2F1 transcriptional function.

The PI3K/AKT signaling pathway has been recently shown to control the life and death
decisions mediated by E2F1 in breast and ovarian carcinoma, by specifically blocking
expression of genes involved in the E2F1 apoptotic program, but not the proliferative program
(Hallstrom et al., 2008). Here, we show that this pathway also controls the proliferation of
neuroendocrine lung carcinoma cell lines, through the positive regulation of the expression of
proliferative E2F1-target genes. In this setting, we identify SC35 as a target of this pathway
and provide further evidence that activated PISK/AKT is required for the activity of both
E2F1 and SC35 proteins towards the cyclin E promoter. Interestingly, we previously
demonstrated that the two SR proteins phosphorylating kinases, namely SRPK1 and SRPK2,
controlled SC35 phosphorylation in cellular models derived from Non Small Cell Lung
Carcinoma (NSCLC) and were required for SC35-mediated apoptosis (Edmond et al,
submitted). By contrast, these two kinases did not regulate the phosphorylation of SC35 in
neuroendocrine lung carcinoma cell lines (Edmond, unpublished data). Therefore, these
results clearly indicate that distinct signaling pathways dictate SC35 phosphorylation and cell
fate, according to different histological subtypes and/or upstream stimuli. Importantly, we
provide evidence that SC35 accumulates in an phosphorylated form in neuroendocrine lung

tumors and we further demonstrate the existence of a direct correlation linking P-SC35 and
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cyclin E expression in these tumors. We and others previously showed that cyclin E is
aberrantly expressed in human lung cancer, including neuroendocrine lung tumors (Lonardo
et al, 1999; Salon et al, 2007) and predict an unfavorable clinical prognosis (Fukuse et al,
2000). In addition, deregulated cyclin E causes chromosome instability (Spruck et al, 1999).
Therefore, these and our findings lead us to propose an hypothetic model in which an AKT-
phosphorylated SC35 product could stimulate the transcriptional activity of E2F1 towards the
cyclin E promoter, thereby contributing to the genetic instability of the highly aggressive lung
neuroendocrine tumors subsets. Further studies are now needed to confirm these data on a
larger series of these tumors, as well as, to assess the status of the PI3K/AKT signaling
pathway in this setting.
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Legends to figures

Figure 1: SC35 is a cell-cycle regulated protein. H1299 human lung adenocarcinoma cells
were treated for 18 h with 1 mM hydroxyurea, then washed and released in hydroxyurea free
complete medium. Cells were harvested at the indicated time points after block release. (A)
Cell synchronization was assessed by flow cytometry after staining with propidium iodide.
Percentages of cells in the different phases of cell cycle are mentioned for each time. (B, left
panel) Expression of sc35 transcripts was studied by RT-PCR at the different times following
block release as indicated. Amplified g3pdh was used as an internal control. (Right panel)
sc35 densitometric signals were normalized to g3pdh. A value of 1 was arbitrarily assigned to
the signal obtained at block release. (C) Total cellular extracts were subjected to western
blotting for the detection of SC35, E2F1, cyclin E, cyclin A and DHFR proteins. Actin was
used as a loading control. Percentages of cells in the different phases of the cell cycle are

shown for each time in the lower panel.

Figure 2: SC35 is required for efficient S phase entry and progression. (A and B) H810
and H69 cells were transfected for 72 h with either mismatch or SC35 siRNAs. (A, upper
panel) Efficient neutralization of SC35 was assessed by western blotting. (Lower panel) Cell
cycle distribution was analyzed by flow cytometry after labelling of DNA with propidium
iodide. Percentages of cells in the different phases are indicated. (B) BrdU incorporation was
studied by FACS. The percentage of cells having incorporated BrdU is indicated in each
condition. (C) H1299 cells were transfected for 48 h with either an expression vector
encoding SC35 protein or a control plasmid. (Upper panel) SC35 overexpression was
assessed by western blotting. (Lower panel) Cell cycle distribution was studied by flow
cytometry following propidium iodide staining. Percentages of cells in the different phases

are showed.

Figure 3: SC35 induces the expression of some E2F1-target genes involved in the G1/S

transition and S phase progression. (A) H69 lung carcinoma cells were transfected for 72 h
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with either mismatch or SC35 siRNAs. Expression of several proteins required for DNA
synthesis and G1/S progression as well as E2F1 was examined by western blotting using the
appropriate antibodies. Actin was used as a loading control. (B) H1299 cells were transfected
for 48 h with either an expression vector encoding SC35 protein or a control plasmid. Total
cellular extracts were subjected to western blot analysis with the indicated antibodies. Actin
was used as a loading control.

Figure 4: SC35 and E2F1 proteins interact in vitro and in vivo. (A) H1299 cells were co-
transfected for 48 h with SC35 and E2F1 expression vectors. Whole cellular extracts were
immunoprecipitated with anti-SC35 antibody or an irrelevant IgG as a negative control, and
immunoblotted with anti-E2F1 or anti-SC35 antibody. (B) Endogenous SC35 protein was
immunoprecipitated from H69 extract with an anti-SC35 antibody. Western blotting was then
carried out using either anti-E2F1 or anti-SC35 antibody. (C, upper panel) A schematic
representation of E2F1 fragments used in this study. The ability of each fragment to interact
with an in vitro translated SC35 protein is reported. (Lower panel) In vitro translated
recombinant SC35 protein was subjected to a GST pull-down assay using GST-E2F1 or GST-
E2F1 fusion proteins as a bait. The interaction between recombinant GST-E2F1 and SC35
proteins was detected by western blotting using an anti-SC35 antibody. An immunoblot with

anti-GST antibody is shown to verify the expression level of GST-E2F1 fusion proteins.

Figure 5: SC35 stimulates the transcriptional activity of E2F1 towards the cyclin E and
p458KP2

lines co-transfected for 48 h with 1 ug pGL2-cyclin E-luc encoding the luciferase under the

promoters. (A) Luciferase experiments were conducted in H1299 and SAOS2 cell

control of the cyclin E promoter or 1 ug pGLuc as a control, in the presence or absence of 50
ng pPCMV-E2F1 and increasing amounts of pcDNA3-SC35 (100 and 250 ng). The luciferase
activity obtained in cells transfected with pGL2-cyclin E-luc or pGLuc was normalized to 1
and a relative luciferase activity was then calculated for each condition. (B) H1299 cells were
co-transfected for 48 h with 1 pg of a Skp2-luc plasmid encoding the luciferase under the
control of Skp2 promoter, in the presence or absence of 50 ng pPCMV-E2F1 and increasing
amounts of pcDNA3-SC35 (50, 100 and 250 ng) as indicated. 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. (C) H1299 cells were transfected with either mismatch
or SC35 siRNAs. Twenty four hours later, cells were co-transfected with either pGL2-cyclin

E-luc, Skp2-luc or pGL3-luc plasmid, in the presence or absence of 50 ng pCMV-E2F1 as
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indicated. The luciferase activity obtained in cells transfected with either pGL2-cyclin E-luc,
Skp2-luc or pGLuc alone was normalized to 1 and a relative luciferase activity was then

calculated for each condition.

Figure 6: The PI3K/AKT signaling pathway is involved in the control of cyclin E and
p45°<P2 expression by SC35 and E2F1 proteins. (A) H1299 cells were co-transfected for 48
h with 1 pg of pGL2-cyclin E-luc in the presence or absence of 50 ng pPCMV-E2F1 and
increasing amounts of pcDNA3-SC35 (50, 100 and 250 ng), and treated or not with 250 nM
wortmannin. The luciferase activity obtained in cells transfected with pGL2-cyclin E-luc
alone was normalized to 1 and a relative luciferase activity was then calculated for each
condition. (B) Total cellular extracts from H69 cells treated or not for 24 h with 500 nM
wortmannin or 50 uM LY 294002 were subjected to western blotting for the detection of SC35
and P-SC35 proteins. Anti-P-AKT (S473) antibody was used to verify AKT inactivation. (C)
Chromatin-enriched extracts obtained from H69 cells treated or not for 24 h with 50 pM
LY294002 were immunoblotted with an anti-P-SC35 antibody. Histone H3 was used as a
loading control. (D) Whole cellular extracts from H69 cells treated or not for 24 h with 50 uM
LY294002 inhibitor were subjected to western blotting for the detection of cyclin E and
p45°"2 proteins. Anti-P-AKT (S473) antibody was used to ascertain AKT inactivation. (E)
H69 cells were treated or not for 24 h with 50 uM LY294002 and BrdU incorporation was
studied by FACS. The percentage of cells having incorporated BrdU is indicated in each

condition.

Figure 7: SC35 and P-SC35 proteins are upregulated in high-grade neuroendocrine lung
tumors. (A) Immunohistochemical analysis of SC35, P-SC35, cyclin E and E2F1 expression
in a panel of 27 neuroendocrine lung tumors. For each staining, the number of tumors that do
not overexpress (-) or overexpress (+) the protein of interest as compared to normal lung
tissues is presented, according to the final scores defined in the materials and methods section
(B, upper panel) sc35 mRNA level was analyzed by RT-PCR in three normal lung tissues,
seven small cell lung carcinoma (SCLC) and five large cell neuroendocrine carcinoma
(LCNEC). g3pdh was used as an internal control. (Lower panel) SC35 and P-SC35 protein
expression were studied by western blotting in five SCLC (T) in comparison with their
normal lung tissue counterpart (N). Actin was used as a loading control. (C) Relationship

between P-SC35, cyclin E and E2F1 status. A direct correlation (y? test, p = 0.0083) between
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cyclin E expression and SC35 phosphorylation status is shown. Cyclin E -, score < 40. Cyclin
E +, score > 40. P-SC35 -, score < 100. P-SC35 +, score > 100.

Supplementary Figures

Figure S1: U20S cells were synchronized by a double block of thymidine as described in the
Materials and Methods section, then released in thymidine free complete medium and
harvested at the indicated time points. (A) Cell synchronization was assessed by flow
cytometry after staining with propidium iodide. (B) Expression of SC35, E2F1, cyclin E and
DHFR proteins was studied by western blotting using the indicated antibodies. Actin was
used as a loading control. (C) sc35 transcripts were quantified by RT-QPCR at different times
following block release as indicated. Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (gapdh)
was used as a reference. Relative gene expression was calculated for each sample, as the ratio
of sc35 copy number (target gene) to gapdh mRNA copy number multiplied by 100, thus
normalizing sc35 mMRNA expression. The ratio obtained in non treated cells was arbitrarily
assigned a value of 1.

Figure S2: SC35 positively affects E2F1 transcription activity toward E2F-responsive
luciferase construct. Luciferase assays were performed from H1299 cells co-transfected for
48 h with E2F Cignal™ Reporter (SuperArray) in the presence or absence of 50 ng pCMV-
E2F1 and increasing amounts of pcDNA3-SC35 (50, 100 and 200 ng). The luciferase activity
obtained in cells transfected with E2F Cignal™ Reporter alone was normalized to 1 and a

relative luciferase activity was then calculated for each condition.

Figure S3: SC35 does not affect E2F1 DNA-binding. SAOS2 and H1299 cells were co-
transfected for 48 h with 3 ug pCMV-E2F1 in the presence or absence of 9 ug pCMV-DP1
and increasing amounts of pcDNA3-SC35 (6 and 9 pg). Nuclear extracts obtained from
Nuclear Extraction Kit (Panomics) were used in an ELISA assay for the analysis of E2F1

DNA-binding activity according to the manufacturer’s protocol.
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Discussion et perspectives

I. Mise en évidence d’une connexion étroite entre I’acétylation et
la phosphorylation de SC35 pour le controle de son
« turn-over » protéique et de ses activités biologiques

I.1. Identification d’une nouvelle modification post-traductionnelle de SC35
de type acétylation

Il est maintenant bien établi que les protéines SR sont phosphorylées au sein de leur
domaine RS et que cette phosphorylation contrdle largement leur activité, leur spécificité et
leur localisation subcellulaire. Des données récentes indiquent que certaines protéines SR sont
également soumises a d’autres types de modifications post-traductionnelles. Ainsi, la
méthylation de trois résidus arginine de la protéine SR SF2/ASF a été décrite comme
contrdlant sa localisation subcellulaire (Ong et al, 2004; Sinha et a/, 2010). De plus, 1’analyse
globale de 1’acétylation de protéines au niveau de résidus lysines par spectrométrie de masse
de haute résolution montre que plusieurs protéines SR pourraient étre acétylées, comme par
exemples SF2/ASF, SC35 ou encore SRp20 (Choudhary et al, 2009). Dans ce contexte,
I’analyse des domaines structuraux des protéines acétylées révele que les motifs de
reconnaissance de I’ARN ou domaines RRM sont surreprésentés dans [’acétylome des
lysines, supportant largement un rdle de cette modification post-traductionnelle dans le
controle des événements d’épissage. Dans cette étude, nous démontrons « in vitro » et « in
vivo » que le facteur d’épissage SC35 est une protéine acétylée. Nous avons étayé ce résultat
en identifiant la lysine 52 (K52) localisée au sein du domaine RRM comme une cible
d’acétylation. Ainsi, a coté de la phosphorylation, nous caractérisons 1’acétylation comme une
nouvelle modification post-traductionnelle d’'un membre de la famille des protéines SR. Nos
résultats sont en accord avec les données obtenues par Choudhary et collaborateurs, méme si
les auteurs de cette étude identifient la lysine 36 comme la cible principale d’acétylation dans
leur modele cellulaire (Choudhary et al, 2009). De fagon intéressante, nous n’avons pas réussi
a produire en bactérie la protéine recombinante SC35 (1-60) (K36R), suggérant que le résidu
K36 pourrait étre un résidu important pour la stabilit¢ de SC35. Nos résultats ne nous
permettent donc pas de conclure quant a 1’éventuelle acétylation du résidu K36 de SC35 dans
nos modeles. De plus, méme si nous identifions un rdle de I’acétylation du résidu K52 dans le
controle du « turn-over » de SC35, la possibilité que cette acétylation au sein du domaine
RRM affecte également la liaison de SC35 a I’ARN reste a explorer. Il reste aussi a

rechercher si d’autres protéines SR dans nos modeles d’étude pourraient €tre soumises a
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acétylation. De fagon générale, et comme discuté dans I’introduction, il a été récemment
montré un lien entre la structure de la chromatine et le controle de 1’épissage des transcrits,
via notamment des modifications post-traductionnelles spécifiques de certaines histones
(Sims et al, 2007; Kolasinska-Zwierz et al, 2009; Luco et al, 2010). Nos travaux renforcent ce
lien en mettant en évidence pour la premiére fois une relation directe entre un agent de

remodelage de la chromatine (Tip60) et un composant du splicéosome (SC35).

I.2. Implication de D’acétyltransférase Tip60 dans le contréle du « turn-
over » protéique de SC35

Nos résultats montrent que Tip60 interagit avec SC35, 1’acétyle sur son résidu K52 et
conditionne sa dégradation par le protéasome dans nos modeles cellulaires. La régulation de
la stabilité protéique par acétylation est un phénomene général affectant différentes classes de
protéines. Ainsi, la plupart des exemples décrits dans la littérature désigne 1’acétylation des
lysines comme une modification post-traductionnelle stabilisatrice, impliquant un effet de
compétition vis-a-vis de 1’ubiquitination sur un méme résidu lysine (pour revue, Sadoul et al,
2008). A I’'inverse et en accord avec nos résultats, 1’acétylation des lysines comme signal
favorisant la dégradation protéique a aussi été rapportée (Leduc et al, 2006; pour revue,
Sadoul et al, 2008). Dans ce cas, I’acétylation des lysines gouverne la stabilité¢ protéique
essentiellement a travers la modulation des interactions protéine-protéine. Dans cette étude,
nous n’avons pas ¢lucidé les mécanismes moléculaires par lesquels Tip60 cible SC35 pour sa
dégradation protéasomale, mais il a été précédemment décrit que Tip60 peut interagir avec
des E3 ubiquitine ligases comme MDM?2 (Legube ef al, 2002) ou Pirh2 (Logan et al, 2004). 11
est donc tentant de spéculer que Tip60 puisse agir comme un adaptateur permettant le
recrutement de complexe(s) ubiquitine ligase(s) spécifique(s) et la stimulation de leur activité
envers SC35. Des expériences de co-immunoprécipitation permettraient donc de rechercher
I’existence éventuelle d’interaction entre SC35 et ces E3 ubiquitine ligases. De facon
intéressante, il a été précédemment rapporté¢ que SC35 colocalise partiellement avec le
protéasome 20S et s’accumule apres traitement a la lactacystine, un inhibiteur du protéasome
(Dino Rockel & von Mikecz, 2002). Ainsi, de la méme maniére que SRp55, une autre
protéine SR, capable d’étre dégradée par le protéasome (Lai et al, 2003), nos données
suggerent que la protéolyse dépendante du protéasome pourrait étre un mécanisme général
pour controler le « turn-over » des protéines SR. Il serait intéressant d’étudier la localisation

sub-cellulaire de SC35 sous forme acétylée en présence d’inhibiteurs du protéasome afin de
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déterminer si cette forme co-localise avec les protéasomes nucléaires et/ou cytoplasmiques.
La polyubiquitination des protéines est généralement un pré-requis a leur dégradation
protéasomale. Nous n’avons pas été en mesure de détecter SC35 sous forme ubiquitinylée
dans nos conditions expérimentales, méme apres traitement par un inhibiteur du protéasome.
Ces résultats suggerent que : (i) la protéine SC35 polyubiquitinylée pourrait étre une forme
trop transitoire pour étre détectée par les techniques dont nous disposons au laboratoire; (ii) la
dégradation de SC35 via la machinerie du protéasome pourrait ne pas faire intervenir d’étape
préliminaire de polyubiquitination. Cependant, dans les cellules traitées par le NaBu dans
lesquelles SC35 s’accumule sous forme hyperacétylée, nous avons réalisé des expériences
préliminaires d’ubiquitination « in vitro » et détecté des bandes de plus haut poids moléculaire
qui pourraient représenter des formes mono ou polyubiquitinylées de SC35. De plus, comme
mentionné dans le paragraphe suivant, SC35 est stabilisée par HDAC6. Ces résultats
suggerent donc que SC35 pourrait étre ubiquitinylée et demandent a étre approfondis.
Alternativement, il se pourrait que la dégradation de SC35 par le protéasome implique
d’autres modifications post-traductionnelles de type sumoylation ou neddylation. Ainsi, des
expériences supplémentaires sont nécessaires afin d’examiner plus en détail la connexion
existant entre la forme acétylée de SC35 et les composants de la machinerie de
I’ubiquitination. De méme, il reste a savoir si d’autres HATs acétylent SC35 et médient les

mémes effets que Tip60.

I.3. La déacétylase HDACS6 : un régulateur clé de la stabilité protéique de
SC35

De nombreuses données de la littérature soulignent 1’étroite connexion fonctionnelle
existant entre HDAC6 et la voie ubiquitine-protéasome, notamment via l’interaction de
HDACG6 avec des chaines mono- et poly-ubiquitinylées (Seigneurin-Berny et al, 2001; Hook
et al, 2002; Boyault et al, 2006). Ainsi, la fixation de haute affinit¢é de HDACG6 a 1’ubiquitine
empéche la reconnaissance des protéines ubiquitinylées par d’autres facteurs fixant
I’ubiquitine et retarde leur dégradation ultérieure par le protéasome ou par les protéases
spécifiques de 1’ubiquitine (Boyault et al, 2006). Dans cette étude, nous avons établi que
HDACS6 est un régulateur positif critique de 1’expression de SC35. Nous montrons que cet
effet nécessite son domaine déacétylase et que, la encore, la lysine 52 est un résidu
déterminant puisque HDAC6 n’est plus capable d’affecter le niveau d’expression de la

protéine SC35 dans laquelle la lysine 52 a été remplacée par une arginine. Ces résultats
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permettent d’envisager que la déacétylation de SC35 par HDAC6 pourrait prévenir sa
dégradation. De plus, nous montrons que le domaine de fixation a ’'ubiquitine de HDACG6 est
également indispensable pour la stabilisation de SC35. D’ailleurs, dans les mode¢les cellulaires
murins surexprimant les différents mutants fonctionnels de HDACS6, il semble que ’activité
de liaison a I'ubiquitine de HDAC6 est majoritairement requise pour la stabilisation de SC35.
A ce stade, différentes hypothéses peuvent donc étre émises. Premicre hypothése, HDAC6
pourrait interagir directement avec SC35 ubiquitinylée et acétylée, si SC35 est effectivement
soumise dans certaines conditions a ubiquitination, et ainsi prévenir sa dégradation. Nous
avons d’ailleurs montré que HDAC6 et SC35 sont capables d’interagir et que leur interaction
est stimulée par le NaBu. Deuxiéme hypothese, I’effet de HDAC6 sur SC35 pourrait étre
indirect, via I’interaction de HDAC6 avec une protéine nécessaire a la stabilisation de SC35.
Un r6le des protéines chaperonnes dans ce cadre pourrait €tre envisageable.

Une des principales caractéristiques de HDACG6 est sa localisation dans le cytoplasme via
un phénomene de rétention active dans ce compartiment cellulaire. Néanmoins, certains
travaux ont rapporté son interaction avec des protéines nucléaires, de méme que, son role sur
I’activité transcriptionnelle de différents facteurs. Ainsi, dans certaines conditions, HDAC6
pourrait étre transloquée dans le noyau pour y exercer des fonctions spécifiques. Nous
n’avons pas €té en mesure de détecter une forme nucléaire de HDAC6 dans nos conditions
expérimentales. Il est donc tentant d’envisager que la protéine SC35, malgré la présence d’un
signal de rétention nucléaire au niveau de son domaine RS, puisse étre exportée dans le
cytoplasme pour y étre dégradée, compartiment dans lequel HDAC6 exercerait son rdle
protecteur vis-a-vis de la protéolyse de SC35. En accord avec cette hypothese, nous avons
réalisé des expériences de fractionnement sub-cellulaire noyau/cytoplasme dans les cellules
traitées par le NaBu. Nos résultats préliminaires indiquent que le niveau protéique de SC35
augmente dans le cytoplasme des cellules traitées, suggérant que SC35 puisse dans certaines
conditions se retrouver dans le cytoplasme. Finalement, nous montrons que SC35 s’accumule
encore dans les cellules surexprimant Tip60 lorsque HDAC6 est co-exprimé, indiquant que
I’activit¢ de HDACG6 surpasse celle de Tip60. Ces données soutiennent donc un modele
hypothétique dans lequel le ratio entre I’activité de ces deux enzymes serait un déterminant

critique pour 1’expression et les fonctions biologiques de SC35 (cf §5 + Figure 22).
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I.4. Relation inverse entre le degré de phosphorylation et le niveau
d’acétylation de SC35

La modulation du niveau de phosphorylation des protéines SR contrdle leur activité,
leur spécificité et leur localisation subcellulaire. Plusieurs kinases, dont SRPK1, SRPK2,
CLK/STY ou la topoisomérase I, ont été décrites comme phosphorylant les protéines SR.
Cependant, peu de données renseignant les signaux d’amont qui activent ces kinases ou leur
spécificité vis-a-vis de telle ou telle protéine SR existent a ce jour. Les kinases SRPK1 et
SRPK2 sont les kinases des protéines SR les mieux caractérisées. Elles sont majoritairement
localisées dans le compartiment cytoplasmique mais peuvent, sous certaines conditions, étre
transloquées dans le noyau (Wang et al, 1998b; Ding et al, 2006). Leur role dans 1’import
nucléaire et dans la localisation subnucléaire des protéines SR a ét¢ documenté (Gui et al,
1994; Yeackley et al, 1999). Nous montrons que SRPK1 et SRPK2 contribuent a la
phosphorylation de SC35 dans des lignées cellulaires dérivées de carcinomes pulmonaires
humains. Nous démontrons également que Tip60 diminue la phosphorylation de SC35 par un
mécanisme nécessitant son activité HAT. Ce résultat atteste d’une corrélation inverse entre le
statut d’acétylation et le statut de phosphorylation et suggere que les voies de signalisation
controlant 1’acétylation et la phosphorylation de SC35 pourraient étre imbriquées. Il a été
propos¢é que, de la méme maniere que les signaux de phosphorylation affectent 1’acétylation
d’une lysine adjacente, I’acétylation des lysines pourrait aussi réguler la phosphorylation de
résidus sérine proches ou distants (pour revue, Yang & Seto, 2008), renforcant de ce fait
I’idée d’une interconnexion étroite entre les réseaux de phosphorylation et d’acétylation. Par
ailleurs, des travaux récents ont montré que la phosphorylation du domaine RS de SF2/ASF
nécessite les modules RRM (Hagopian et al, 2008; Ngo et al, 2008). Bas¢ sur ces données,
une hypothése est que 1’acétylation de SC35 par Tip60 a I'intérieur de son domaine RRM
interfere avec sa phosphorylation médiée par les SRPKs. Les données de la littérature
indiquent que les protéines SR qui sont exportées dans le cytoplasme pour y étre dégradées
subissent une étape préliminaire de déphosphorylation nucléaire. Les travaux de Lin et
collegues ont mis en évidence que SC35 n’est pas capable d’étre transloquée dans le
cytoplasme du fait de sa résistance a 1’action de phosphatases (Lin et al, 2005). Cette
résistance pourrait étre liée soit une conformation de la protéine qui empéche 1’acces de ces
enzymes aux sites de phosphorylation, soit au recrutement de co-facteurs qui masquent le
domaine RS (Tenenbaum & Aguirre-Ghiso, 2005). Les résultats que nous avons obtenus

suggerent que 1’acétylation de SC35 au niveau de son domaine RRM pourrait étre un pré-
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requis a sa déphosphorylation, son export nucléaire et sa dégradation via le protéasome
cytoplasmique. Les mécanismes moléculaires mis en jeu dans ce contexte restent cependant a
étre ¢lucides.

Par ailleurs, nous démontrons que Tip60 controle négativement la translocation
nucléaire de SRPK1 et SRPK2 par un mécanisme restant a déterminer. Ces résultats
permettent d’envisager que la distribution subcellulaire inappropriée des kinases SRPKs
dépendante de I’expression de Tip60 pourrait aussi contribuer a son effet négatif sur la
phosphorylation de SC35. De facon intéressante, 1’étude menée par Choudhary et collegues
révele que SRPK1 est également une cible d’acétylation (Choudhary et al, 2009), suggérant
que Tip60 pourrait controler la localisation et les activités des SRPKs par un mécanisme
mettant en jeu leur acétylation. La séquence « spacer » qui sépare les deux domaines kinases
conservés de SRPK1 et SRPK2 est impliquée dans le partitionnement de ces enzymes entre le
cytoplasme et le noyau (Ding et al, 2006). Il reste donc a déterminer si Tip60 est capable de
cibler directement ou indirectement ce domaine auxiliaire pour affecter 1’accumulation

nucléaire des SRPKs.

I.5. La voie de signalisation Tip60/HDAC6/SC35 = un role différent selon le
signal « d’activation » via le controle des modifications post-
traductionnelles de SC35

I.5.1 SC3S5 hyperphosphorylée et hypoacétylée : une protéine apoptotique en réponse
aux stress génotoxiques

Nos travaux mettent en évidence un réle majeur de la protéine SC35 au cours de la
réponse aux dommages de I’ADN. Nous démontrons que SC35 s’accumule dans des lignées
cellulaires issues de carcinomes pulmonaires traitées au cisplatine. Cette accumulation a lieu
au niveau post-transcriptionnel puisque le niveau des ARNm codant pour SC35 n’augmente
pas dans les cellules traitées. Pourtant, des données du laboratoire indiquent que E2F1 est
nécessaire a 1’accumulation de SC35 dans ces conditions. Puisque nous montrons qu’a
I’inverse, E2F1 controle I’accumulation de SC35 en réponse au cyclophosphamide au niveau
transcriptionnel, ces résultats indiquent que les mécanismes moléculaires mettant en jeu E2F1
et controlant I’expression de SC35 sont différents en fonction du type de stress génotoxique.
De fagon importante, nous montrons que SC35 s’accumule sous une forme hypoacétylée et
hyperphosphorylée dans les cellules traitées par le cisplatine. De telles modifications post-

traductionnelles de SC35 corrélent avec une forte diminution des niveaux de la protéine Tip60
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et de son transcrit, de méme qu’avec I’accumulation nucléaire des kinases SRPK1 et SRPK2.
Les données actuelles de la littérature soulignent le role crucial joué par Tip60 au cours de la
réponse aux dommages de I’ADN (pour revue, Squatrito et al, 2006) et des niveaux élevés de
la protéine Tip60 ont été corrélées a la résistance au cisplatine dans différentes lignées
cellulaires de carcinomes humains (Miyamoto et a/, 2008). Nos résultats sont donc cohérents
avec un modele dans lequel I’apoptose induite en réponse au cisplatine implique une
diminution d’expression de Tip60 associée a 1’accumulation de SC35 sous forme
phosphorylée. De plus, puisque HDACG6 est requis pour la stabilisation de SC35 dans ce
contexte, le ratio Tip60/HDAC6 joue un réle déterminant dans le contrdle de 1’expression de
SC35 en réponse au cisplatine. De fagon importante, nous démontrons que la kinase SRPK2
contrdle la phosphorylation de SC35 mais également qu’elle détermine le devenir de la cellule
(arrét du cycle cellulaire versus apoptose). SRPK1 semble avoir des fonctions antagonistes
puisque sa neutralisation augmente plutot qu’inhibe I’apoptose. Il convient de noter qu’un tel
role de SRPKI dans la résistance au cisplatine a été rapport¢ dans des carcinomes
pancréatiques (Hayes et al, 2007). Nos travaux mettent donc clairement en évidence des
fonctions non redondantes de chaque SRPK et soutiennent un rdle critique de la
phosphorylation de SC35 médiée par SRPK2 dans I’induction de I’apoptose apres traitement
au cisplatine. Puisque le développement d’inhibiteurs pharmacologiques ciblant les deux
kinases SRPK est en cours (Szekelyhidi et al, 2005; Karakama et a/, 2010), nos travaux
suggerent aussi que le développement d’inhibiteurs sélectifs pour 1'une ou 1’autre des SRPKs
pourrait étre nécessaire. Dans les clones stables et inductibles surexprimant E2F1 ou les
cellules traitées par le cyclophosphamide, nous n’avons pas analysé le statut acétylé de SC35,
ni le role de sa phosphorylation par SRPK2. Il serait sans doute intéressant de faire ces
expériences afin de rechercher si I’accumulation de SC35 sous une forme hypoacétylée et
hyperphosphorylée est un processus général en réponse a différents stress génotoxiques ou

stimuli apoptotiques.

Quelque soit le stress génotoxique, nous montrons que SC35 est indispensable a
I’apoptose induite par ces stress et module 1’épissage alternatif des caspases et/ou Bcl-x en
faveur des isoformes pro-apoptotiques. De fagon intéressante, selon le stress considéré, les
cibles différent puisque le cisplatine affecte principalement 1’épissage de la caspase-8 alors
que le cyclophosphamide affecte 1’épissage de la caspase-9 et Bel-x. Ainsi, bien que SC35
s’accumule sous forme hyperphosphorylée dans ces conditions, il est toujours capable

d’affecter 1’épissage de ces genes. Puisqu’il est connu depuis longtemps que le « turn-over »
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phosphorylation/déphosphorylation est indispensable a I’activité des protéines SR au sein du
splicéosome, des expériences supplémentaires seraient donc nécessaires pour approfondir les
mécanismes d’action de cette forme hyperphosphorylée de SC35 en coopération avec E2F1
dans le contexte du splicéosome. Il est possible que cette forme hyperphosphorylée contrdle
I’épissage en agissant a un autre niveau que la machinerie d’épissage « per se ». Bien que
quelques études aient déja rapporté un role des protéines SR dans la réponse aux stress
génotoxiques, c’est, a notre connaissance, la premicre preuve que SC35 joue un rdle dans la
réponse aux dommages de ’ADN. Il a été récemment mis en évidence que les protéines SR
sont capables de se lier a la chromatine. Puisque nous avons obtenu des résultats démontrant
que SC35 interagit avec Tip60, nous émettons maintenant 1’hypothése selon laquelle SC35
pourrait étre recrutée au niveau des complexes initiateurs de la réponse aux dommages de
I’ADN. Un tel role pourrait étre cohérent avec un role déja proposé des protéines SR dans le
maintien de la stabilit¢é génomique. Nos résultats ouvrent donc la voie a de futures
investigations concernant le role des protéines liant I’ARN dans le contrdle de la stabilité du
génome, ainsi que leur implication en tant que déterminants de la réponse des cellules

tumorales aux agents chimiothérapies.

1.5.2 SC35 hyperacétylée et hypophosphorylée : une protéine médiant la sénescence
en réponse aux HDACi

L’induction de I’expression de certaines protéines SR aprés traitement par des
inhibiteurs d’histones déacétylases (HDAC1) tels que le sodium butyrate (NaBu) et I’acide
valproique a dé¢ja été rapportée dans des modeles cellulaires non tumoraux (Chang et al, 2001;
Brichta et al, 2003; Nissim-Rafinia et al/, 2004), méme si les mécanismes moléculaires par
lesquels les protéines SR s’accumulent en réponse a ces traitements n’ont pas encore été
¢lucidés. Nous montrons que SC35 est spécifiquement induite dans différentes lignées
cellulaires dérivées de carcinomes pulmonaires traitées au NaBu. Nous n’avons pas observé
de variation significative du niveau des transcrits codant pour SC35, indiquant que, de la
méme maniere qu’en réponse au cisplatine, I’accumulation de SC35 apres traitement au NaBu
est liée a une augmentation de sa stabilité protéique. D’ailleurs, nous mettons en évidence que
le mécanisme d’induction de SC35 par le NaBu met en jeu les mémes acteurs que lors de son
induction par le cisplatine, a savoir Tip60 et HDAC6. Ainsi, nous montrons que SC35

s’accumule sous une forme acétylée en réponse au NaBu, que cette accumulation correle avec

une augmentation de I’expression de Tip60, et qu’elle nécessite la présence de HDAC6. Ces
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données renforcent 1’idée d’un role fondamental d’une régulation post-traductionnelle de la
protéine SC35 via la balance entre les activités de Tip60 et de HDACG6 pour le contrdle de son
expression mais aussi de ses fonctions biologiques puisque dans ces conditions,
I’accumulation de SC35 sous forme hyperacétylée et hypophosphorylée participe a un
processus de sénescence, plutot qu’a 1’apoptose. De fagon importante, en réponse au NaBu, la
phosphorylation de SC35 est atténuée, et coincide avec une diminution de la localisation
nucléaire des kinases SRPKs. Nous retrouvons donc une corrélation inverse entre le niveau
d’acétylation et de phosphorylation de SC35, indiquant que I’une de ces modifications post-

traductionnelles se répercute sur I’autre, et/ou inversement.

Les HDACi sont connus pour avoir des activités anti-tumorales, via notamment
I’inhibition de la croissance cellulaire, I’induction de I’apoptose et/ou la mise en place d’un
état de sénescence. Cependant, les cibles moléculaires de ces HDACi sont encore trés mal
connues. Un des genes les plus fréquemment induits par les HDACi code pour la protéine

1WA un inhibiteur des complexes CDK/cycline qui joue un role déterminant dans 1’arrét

p2
du cycle cellulaire. Jusqu’alors, aucune étude n’avait rapporté de lien entre HDACi et
protéines SR dans les cancers. Nos travaux identifient un mécanisme coopératif entre les

1AL 3 1a fois au niveau ARN et

protéines SC35 et Tip60 pour contrdler I’accumulation de p2
protéique, et pour déclencher un arrét du cycle en G2/M en réponse au sodium butyrate. Des
résultats préliminaires obtenus au laboratoire indiquent que SC35 stimule I’activité du

WAFL De plus, il est connu que Tip60 peut étre recruté au niveau de ce

promoteur de p21/
promoteur et agit comme un co-activateur de ce géne. Ainsi, nous postulons que SC35 et
Tip60 pourraient stimuler conjointement activité du promoteur de p21"*". Des expériences
supplémentaires de ChIP devraient permettre de déterminer si SC35 est présent au niveau de
ce promoteur et dans quelle mesure Tip60 participe a ce recrutement. De facon importante,
nous montrons également que les deux protéines SC35 et Tip60 sont nécessaires a 1’induction
d’un phénotype de sénescence cellulaire aprés un traitement de longue durée des cellules
tumorales au NaBu. A notre connaissance, ces résultats sont la premiére évidence d’un role de
SC35 dans le processus de sénescence. La sénescence induite par le NaBu est une sénescence
prématurée. Il serait donc intéressant de rechercher si SC35 est aussi impliqué dans la
sénescence réplicative liée au raccourcissement télomérique. Dans ce contexte, 1’observation
que le niveau protéique de SC35 augmente dans des fibroblastes en culture au fur et 8 mesure

de leur passage (Ito et al, 1998) supporte un rdle plus large de cette protéine dans les

processus de sénescence. Par ailleurs, les oncogeénes sont capables d’induire la sénescence.
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Dans la mesure ou nous identifions SC35 comme une cible transcriptionnelle de E2F1 et que
E2F1 est aussi capable d’induire la sénescence sous certaines conditions, il reste a déterminer

si SC35 pourrait aussi jouer un role dans cette sénescence médiée par E2F1.

1.6. Vers un effet synergique possible de SC35 dans la réponse des cellules
tumorales aux traitements conventionnels (chimiothérapies) et non
conventionnels (HDAC:i)

L’ensemble des données que nous avons obtenu démontre que la protéine SR SC35 est
nécessaire a I’inhibition de croissance cellulaire (apoptose ou sénescence) dans des cellules du
cancer du poumon traitées par des agents chimiothérapeutiques ou par un HDACI, le sodium
butyrate. Ces travaux soulignent donc le role crucial d’une protéine SR dans la réponse des
cellules tumorales aux traitements actuellement utilisés en clinique humaine. Le sodium
butyrate est une molécule largement utilisée dans les études «in vitro » sur modeles
cellulaires mais son utilisation a ét¢ abandonnée dans les essais cliniques du fait de sa demi-
vie relativement courte. Il serait donc important d’étudier le role de SC35 dans la réponse des
cellules tumorales a d’autres HDACi de la méme famille actuellement employé€s en clinique
humaine, tels que I’acide valproique. En outre, puisque nous avons montré I’importance de
SC35 dans la réponse des cellules cancéreuses au cisplatine, un agent chimiothérapeutique
largement utilisé en premiere ligne de traitement des tumeurs solides, il est tentant de spéculer
que SC35 puisse moduler 1’action des traitements anticancéreux actuels basés sur
’association de drogues chimiothérapeutiques conventionnelles et d’inhibiteurs de HDACs:.
Dans ce cadre, il faut noter que les cellules sénescentes sont souvent plus résistantes a
I’apoptose. Des investigations supplémentaires sont donc a entreprendre afin de définir dans
quelle mesure SC35 pourrait participer a I’effet synergique obtenu lors d’un traitement anti-

tumoral alliant ces deux types de molécules.
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I1. SC35 et E2F1 : deux partenaires pour le controle de grandes
fonctions biologiques

I1.1. SC35 : une nouvelle cible transcriptionnelle directe de E2F1

Comme déja mentionné, trés peu de données existent concernant les facteurs
protéiques qui contrdlent 1’expression des protéines SR et notamment I’implication des
facteurs de transcription dans ce contrdle. La famille des facteurs de transcription E2F avait
été impliquée dans le controle de 1’expression de certaines protéines SR (dont SRp30c, SRp20
et 9G8) via des études de « macro-array » et d’immunoprécipitation de la chromatine
identifiant des séquences consensus de fixation des E2Fs sur le promoteur de ces génes
(Muller ef al, 2001; Ren et al, 2002; Young et al, 2003). Cependant, aucune étude n’avait
jusqu’a présent recherché le role potentiel des protéines SR dans les processus cellulaires
contrdlés par les protéines de la famille E2F comme la prolifération ou I’apoptose.

Dans ce travail, nous avons identifi¢ la protéine SR SC35 comme une cible
transcriptionnelle directe de E2F1. Nous avons ainsi démontré la capacit¢ de E2F1 a
augmenter spécifiquement I’ARNm codant pour SC35 dans nos modeles cellulaires de
carcinomes pulmonaires surexprimant E2F1. De plus, nous avons montré par des expériences
de ChIP dans des cellules asynchronisées que E2F1 est capable de se lier au promoteur de
sc35 et de le transactiver. De fagon intéressante, 1’affinité de fixation de E2F1 sur le
promoteur de sc35 augmente en réponse au traitement des cellules par le cyclophosphamide,
indiquant que la liaison de E2F1 & ce promoteur est stimulée au cours du processus
apoptotique.

Nos résultats décrivent le premier lien fonctionnel entre E2F1 et un facteur d’épissage.
I1 reste a déterminer si I’expression et/ou les fonctions d’autres protéines SR pourraient étre
controlées par E2F1. Il a été montré que E2F1 est capable de réguler ’expression de la
protéine SRp20 au cours du cycle cellulaire (Jumaa et al, 1997). Cependant, dans nos mode¢les
cellulaires, le niveau d’expression de la protéine SRp20 et d’autres protéines SR n’est pas
affecté par la surexpression ou la baisse d’expression de E2F1. Il est donc possible que la
régulation des protéines SR médiée par E2F1 ou d’autres facteurs E2Fs dépende du contexte

tissulaire, cellulaire et/ou des co-signaux d’amont recus par la cellule.
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I1.2. SC35 et E2F1 coopérent pour induire I’apoptose en réponse aux agents
génotoxiques

Nous montrons que E2F1 régule en amont I’expression de SC35, notamment en
réponse au traitement par le cyclophosphamide. Les deux protéines cooperent pour induire
I’apoptose puisque la neutralisation de SC35 par ARNi dans nos cellules inhibe 1’apoptose
induite en réponse a E2F1, et prévient les modifications des patrons d’épissage de la caspase-
9 et de Bcl-x détectées dans les cellules traitées. Ces travaux identifient donc un nouveau
mécanisme par lequel E2F1 induit I’apoptose, via le contrdle de 1’épissage alternatif de genes
apoptotiques. L’implication de certains facteurs d’épissage dans les processus apoptotiques a
été rapportée. Par exemple, la perte de SF2/ASF induit I’apoptose (Li et al, 2005), indiquant
que SF2/ASF est une protéine anti-apoptotique dans certains modeles. A 1’inverse, une autre
étude démontre que 1’expression ectopique de SC35 modifie 1’épissage alternatif de I’ARNm
de la caspase-2 en faveur de son isoforme pro-apoptotique et induit I’apoptose (Jiang et al,
1998). Ces données soulignent le role différentiel des protéines SR dans la régulation de
I’apoptose qui pourrait dépendre du type cellulaire, mais aussi des voies de signalisation qui
régulent en amont I’expression et I’activation de ces facteurs d’épissage au cours du processus
apoptotique. Il convient de noter que certains des geénes dont I’épissage est modifié par E2F1
sont des genes ciblés transcriptionnellement par E2F1 (caspase-9), suggérant I’existence d’un
double niveau de controle pour induire 1’apoptose qui pourrait mettre en jeu un couplage
transcription/épissage. En accord avec cette hypothése, nous montrons que les deux protéines
E2F1 et SC35 interagissent. L’interaction de facteurs de transcription avec des composants de
la machinerie du splicéosome a été rapportée, et le role de ces facteurs de transcription dans
les événements d’épissage démontré (Hallier ef al, 1998; Guillouf et al, 2006). Par exemple,
le facteur de transcription Spi-1/PU.1 est capable de modifier I’épissage de certains de ses
genes cibles, indépendamment de sa capacité a les transactiver. Nous savons que la liaison a
I’ADN de E2F1 est nécessaire a son activité¢ sur le profil d’épissage. Il nous reste donc a
définir si son activité transactivatrice est requise dans ce contexte. Nous avons identifié les
sites d’interaction de SC35 sur E2F1 et caractérisé deux sites de liaison : le premier site
correspond au domaine de liaison a I’ADN de E2F1 (acides aminés 120-191), et le second,
plus faible, correspond a I’extrémité C-terminale de E2F1 (acides aminés 284-437) qui
englobe le domaine de liaison a RB. Nous avons recherché si la surexpression de SC35
modifiait la capacité de E2F1 a lier I’ADN au niveau de séquences canoniques. Nous n’avons

pas observé d’effet de SC35 dans ce cas. Il est cependant possible que cet effet soit restreint a
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certains génes cibles. A ce stade, différentes hypothéses peuvent donc étre émises concernant
les mécanismes moléculaires par lesquels E2F1 et SC35 coopérent pour réguler I’épissage
alternatif. E2F1 pourrait permettre le recrutement de SC35 au niveau du promoteur de certains
de ses genes cibles et affecter par ce biais 1’épissage et/ou le niveau de transcrit. De fagon
intéressante, nous avons réalisé des expériences de ChIP et retrouvé SC35 au niveau du
promoteur de certains geénes apoptotiques dont c-flip. 1l est également possible que E2F1
recrute d’autres composants du splicéosome, voire méme d’autres protéines SR.
Alternativement, E2F1 et SC35 pourraient affecter la vitesse d’¢longation de 1I’ARN
polymérase II au niveau de génes spécifiques en modifiant la phosphorylation de son domaine
CTD, comme récemment suggéré pour E2F1 (Ma et al, 2010) et démontré pour SC35 (Lin et
al, 2008).

I1.3. SC35 controle les fonctions prolifératives de E2F1

En accord avec le fait que SC35 est une cible transcriptionnelle directe de E2F1, nous
montrons que I’ARN et le niveau protéique de SC35 varient au cours du cycle cellulaire, avec
un pic lors de la transition G1/S et la progression en phase S coincidant avec 1’augmentation
de I’expression de la protéine E2F1 et de certaines de ses cibles régulant la phase S. Nos
résultats démontrent donc que SC35 est une protéine qui cycle. Il serait maintenant intéressant
de vérifier si le recrutement de E2F1 au niveau du promoteur de SC35 varie lui aussi au cours
du cycle cellulaire, afin de savoir si cette régulation de SC35 est bien dépendante de E2F1. En
outre, il serait également intéressant de tester le niveau de phosphorylation de SC35 dans ce
contexte. Nous montrons que la neutralisation de SC35 par ARN interférence diminue le
nombre de cellules en phase S, et inversement, sa surexpression augmente le nombre de
cellules en phase S. De plus, la déplétion de SC35 prévient ’incorporation de BrdU, donc la
réplication de I’ADN. Ces données mettent pour la premiéere fois en évidence un réle de SC35
dans le controle de la progression en phase S de cellules tumorales, méme si un role dans le
controle de la transition G2/M a été récemment décrit dans des MEF (Xiao et al, 2007). De
facon importante, nos travaux identifient certains des genes cibles de SC35 dans ce contexte
puisque sa neutralisation ou sa surexpression dans nos modeles d’étude affecte le niveau
d’expression des protéines cycline E, DHFR ou thymidylate synthétase (TS), toutes
impliquées dans les processus de réplication de ’ADN et génes cibles de E2F1. Dans ce

contexte, nous montrons que SC35 potentialise 1’activité transactivatrice de E2F1 au niveau
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des promoteurs cycline E et p45°“F2. Ces résultats suggérent qu’au cours de la prolifération,
SC35 pourrait agir comme un co-activateur transcriptionnel de E2F1 (Figure 21).
Récemment, un role de SC35 en tant que stimulateur de I’élongation de la transcription de
genes spécifiques a été rapporté (Lin et al, 2008). S’il s’avere que SC35 est effectivement
recrut¢ au niveau du promoteur de certains genes via E2F1 et stimule [activité
transactivatrice de ce dernier, SC35 pourrait donc aussi jouer un role positif sur 1’étape
d’initiation de la transcription. Nous avons recherché la fixation de SC35 par ChIP sur les
promoteurs de cycline E ou DHFR dans nos mode¢les cellulaires, sans succes. Ces expériences
seraient a réitérer dans des cellules synchronisées car il se peut que la fixation de SC35 sur
ces promoteurs soit dépendante du cycle. Par quels mécanismes SC35 modifie t’il I’activité
transcriptionnelle de E2F1 ? Nous avons obtenu des résultats préliminaires montrant que sa
neutralisation prévient la fixation de E2F1 sur le promoteur de la cycline E. Ces résultats
suggerent que SC35 pourrait étre nécessaire au recrutement de E2F1 au moins au niveau de
certains promoteurs. Il reste aussi a approfondir le role de SC35 dans le modele proposé par
Tyagi et coll. d’activation transcriptionnelle de E2F1 au niveau des promoteurs de génes
impliqués en phase S, mettant en jeu notamment HCF-1 (Tyagi et al, 2007). Nous avons
montré « in vitro » que SC35 se lie a E2F1 au niveau de I’extrémité C-terminale incluant le
domaine de liaison a RB, suggérant que SC35 pourrait aussi inhiber 1’activit¢ de RB envers
E2F1, en rentrant peut-étre en compétition avec RB pour la fixation a E2F1. De fagon
intéressante, nous avons obtenu des résultats préliminaires indiquant que SC35 est capable de
controler négativement le niveau d’expression de RB dans certains modeles cellulaires.
Cependant, comme les cellules issues de tumeurs pulmonaires neuroendocrines ont inactivé
RB, ces résultats suggerent que les effets de SC35 sur les geénes cibles de E2F1 dans ces
modeles sont indépendants de RB.

Il est connu que ’activité de promoteurs cibles de E2F1 est étroitement contrélée par
des protéines impliquées dans le remodelage de la chromatine. Notamment, Tip60 est recruté
au niveau de certains de ces promoteurs et stimule leur activité (Taubert et al, 2004).
Finalement, sur la base de nos résultats démontrant un lien direct entre SC35 et Tip60, il est
aussi tentant de spéculer que SC35 et Tip60 pourraient dans certains cas controler I’activation

transcriptionnelle de promoteurs dépendants de E2F1 au cours du cycle cellulaire.

Nous montrons que la voie dépendante de la kinase AKT contrdle la phosphorylation
de SC35 dans des mod¢les cellulaires dérivés de tumeurs pulmonaires neuroendocrines de

haut grade de malignité. Ces résultats sont importants puisqu’ils indiquent que les kinases
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impliquées dans la phosphorylation de SC35 sont différentes selon le type cellulaire. De plus,
cette voie est nécessaire a la potentialisation de la fonction transactivatrice de E2F1 par SC35,
puisque son inhibition prévient 1’effet positif de SC35 sur I’activité transcriptionnelle de E2F1
au niveau du promoteur de la cycline E. De fagon importante, 1’inactivation pharmacologique
d’AKT dans les modéles cellulaires de tumeurs neuroendocrines pulmonaires provoque une
forte diminution de la forme phosphorylée de SC35 associée a la chromatine, concomitante a
une baisse drastique du niveau d’expression de la cycline E. Méme si ces résultats demandent
a étre confirmés, ils indiquent que la forme phosphorylée de SC35 est présente a la
chromatine et suggérent que la phosphorylation de SC35 par une voie dépendante d’AKT
pourrait étre nécessaire a son role de co-activateur transcriptionnel au niveau de geénes cibles

impliqués dans la prolifération cellulaire.

I1.4. Un modéle hypothétique de coopération entre E2F1 et SC35 pour le
controle de fonctions biologiques essentielles

Sur la base du couplage transcription/épissage, nous pouvons donc proposer un
modele hypothétique de travail (Figure 21). Dans ce modéle, I’interaction de E2F1 avec
SC35 pourrait affecter la nature de 1’épissage alternatif des transcrits mais aussi ’activité de
promoteurs cibles de E2F1. En fonction du type cellulaire envisagé, des signaux associés, des
interactions protéine-protéine et du type de promoteur ciblé, cette modulation pourraient

stimuler I’activité proliférative et/ou apoptotique de E2F1.

P . . .
9 @ Epissage alternatif des transcrits
| E2F1|

e o, L, 29

27 Prolifération cellulaire
Promoteur | Exon pr——=-Exon2j——4Exon3 :> Apoptose
Autres fonctions cellulaires

Activité du promoteur

Figure 21 : Hypothése de travail basée sur le couplage transcription/épissage.

Via sa liaison a E2F1, la protéine SC35 pourrait étre recrutée au niveau du promoteur de certains génes
cibles de E2F1. Selon le géne envisagé et les signaux associés, ce recrutement pourrait contribuer a la
régulation de I’épissage alternatif du transcrit de ce géne, déterminant ainsi le type d’isoforme protéique
produit, ou modifier 1’activité transactivatrice de E2F1 au niveau de ce promoteur, conditionnant le niveau
de transcrit produit. Ainsi, SC35 participerait aux activités prolifératives, apoptotiques, ou aux autres
fonctions cellulaires de E2F1.
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En conclusion, I’ensemble de nos travaux identifie un réle de la protéine SR SC35
dans le controle de fonctions biologiques essentielles, telles que la prolifération cellulaire,
I’apoptose et la sénescence. De fagon importante, nous montrons que la contribution de SC35
a I’un ou ’autre de ces processus dépend du type de signal activateur mais également du type
de modifications post-traductionnelles portées par SC35. De plus, nous identifions dans
chaque cas des cibles de SC35 distinctes (Figure 22). Ces différentes observations mettent en
avant un role multifonctionnel de la protéine SC35 et permettent maintenant d’envisager le
role de ces modifications post-traductionnelles de SC35, tant au cours de la progression

tumorale des cancers bronchiques, que dans leur réponse aux thérapies.

Dommages
E2F1 de I’ADN NaBu

K 4 -
Tip60 AKT HDACS6 Tip60 HDACE6 HDACE6

o L
\AAC P ,"’? Ac P Ac p
| | |
Cycline E Caspase-8 p21WAF1
Prolifération Apoptose Sénescence

cellulaire

Figure 22 : Role multifonctionnel de la protéine SC35 : importance du statut de ses
modifications post-traductionnelles.

La participation de la protéine SC35 a de grandes fonctions cellulaires dépend du type de signal activateur
en amont et du type de modifications post-traductionnelles. Ainsi, la phosphorylation de SC35 par la kinase
AKT suite a un stress oncogénique (E2F1) conditionne son activité dans la prolifération cellulaire, via
notamment ’induction de la cycline E. Par ailleurs, sa phosphorylation par SRPK2 en réponse a des
dommages de ’ADN causés par le cisplatine permet d’engendrer un processus apoptotique a travers la
modulation du ratio caspase-8L/caspase-8a en faveur des isoformes pro-apoptotiques. Enfin, en réponse au
sodium butyrate (NaBu), I’induction de Tip60 conduit & I’accumulation de SC35 sous une forme acétylée et
hypophosphorylée, laquelle permet d’engager un processus de sénescence via notamment 1’induction de
p21™*"! Dans tous les cas, la balance entre les activités de Tip60 et HDAC6 joue un role essentiel dans le
contrdle de I’expression et/ou I’activité de SC35. Les pointillés indiquent les relations restant a approfondir
entre les différents partenaires mentionnés pour une fonction biologique donnée.
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III. Implication des fonctions identifiées de SC35 au cours du
processus de carcinogenése bronchique

Il a été proposé que des modifications affectant I’expression et/ou D’activité des
protéines SR contribuent & la carcinogenése. A I’heure actuelle, aucune donnée n’existe
concernant le niveau d’expression de SC35 et/ou de sa forme phosphorylée dans une large
série de tumeurs pulmonaires. Cependant, il a récemment été montré que SF2/ASF était
surexprimé dans une série de tumeurs du poumon et du colon (Karni et al, 2007), via
notamment une amplification du géne. De plus, certaines protéines SR, dont SRp20, sont
surexprimées dans le cancer du sein (Stickeler et al, 1999). Ces données sont en accord avec
une expression anormale des protéines SR dans les tumeurs humaines, susceptibles de

conditionner en aval des anomalies d’épissage.

Nous avons entrepris une étude a large échelle de 1’expression des protéines SC35 et
P-SC35 par immunohistochimie (IHC) dans les tumeurs bronchiques humaines de différents
types histologiques. Dans ces tumeurs, 1’étude du statut de Tip60 a aussi été initiée au
laboratoire afin de rechercher d’éventuelles corrélations avec le niveau d’expression de SC35.
Le statut de HDACG6 n’a pas encore été étudié. Malheureusement, faute d’outils performants
(anticorps), 1’étude du statut acétylé de SC35 n’est a 1’heure actuelle pas possible dans les
tumeurs. Les résultats que nous avons obtenus sur 86 carcinomes pulmonaires non a petites
cellules incluant 48 carcinomes malpighiens et 38 adénocarcinomes indiquent que SC35
s’accumule sous une forme phosphorylée dans la majorité de ces tumeurs comparativement au
tissu normal associé. Dans la mesure ou ces tumeurs, et notamment les adénocarcinomes,
expriment de faibles niveaux d’expression de E2F1 (Eymin et al/, 2001), ces données
suggerent que d’autres régulateurs (autres facteurs de la famille E2F ?) pourraient intervenir
dans le controle de I’expression de SC35 et contribuer a la dérégulation de son niveau
d’expression. Dans nos modeles cellulaires issus de carcinomes non a petites cellules, nous
avons identifi¢ SRPK1 et SRPK2 comme les kinases phosphorylant majoritairement SC35.
De fagon intéressante, nous avons aussi observé que SRPKI1 et SRPK2 sont surexprimées
dans les tumeurs bronchiques comparativement au tissu normal. Dans les lignées cellulaires,
nous avons montré que 1’accumulation de SC35 sous forme phosphorylée contribue a
I’apoptose en réponse au cisplatine. Il reste donc a comprendre pourquoi SC35, qui
s’accumule dans les tumeurs bronchiques sous forme phosphorylée, n’induit pas I’apoptose de

ces cellules. Une des possibilités est que I’expression en quantité¢ suffisante de E2F1 est
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nécessaire aux fonctions apoptotiques de SC35, via notamment ’activation de voies de
signalisation définies (activées par exemple en réponse au cisplatine) et/ou le ciblage de SC35
au niveau de geénes spécifiques. La faible expression de E2F1 détectée dans les tumeurs
pulmonaires non a petites cellules pourrait donc favoriser leur survie par perte d’une fonction
pro-apoptotique. Nous avons montré que la phosphorylation de SC35 par la kinase SRPK?2 est
requise pour 1’apoptose induite en réponse au cisplatine. Une autre possibilité est donc que
I’hyperphosphorylation de SC35 observée dans ces tumeurs ne soit pas causée par SRPK2,
bloquant ainsi les signaux apoptotiques au profit d’un processus prolifératif. 1l sera donc
nécessaire de définir dans quelle proportion 1’'une ou 1’autre des kinases SRPK1/SRPK2
participe a la phosphorylation de SC35 dans les tumeurs bronchiques.

Le role de SC35 dans la sénescence doit aussi étre envisagé au cours du processus de
carcinogenese bronchique. En effet, nous avons montré qu’une forme hyperacétylée mais
hypophosphorylée de SC35 contribue au processus de sénescence. La sénescence est une
barriere a la progression tumorale que les cellules tumorales doivent contourner pour
continuer leur prolifération cellulaire. Puisque nos résultats montrent que SC35 s’accumule
sous une forme hyperphosphorylée dans les tumeurs, il reste a définir quand cette
phosphorylation survient, et notamment a rechercher si les lésions pré-né€oplasiques
bronchiques accumulent déja SC35 sous une forme phosphorylée. De facon importante, les
résultats préliminaires concernant I’expression de Tip60 dans ces tumeurs indiquent une
baisse d’expression de Tip60 qui pourrait expliquer pourquoi SC35 s’accumule sous forme
hyperphosphorylée dans les tumeurs et qui pourrait étre consistante avec un « by-pass » du
processus de sénescence. Il sera donc tres intéressant d’étudier le statut de HDAC6 dans ce

contexte.

Nous avons commencé a étendre ces ¢études IHC aux tumeurs pulmonaires
neuroendocrines. Les résultats préliminaires obtenus sur une petite série comprenant 12
carcinomes neuroendocrines a grandes cellules et 15 carcinomes a petites cellules révelent
une surexpression de SC35 et de sa forme phosphorylée dans 89 % et 78 % des tumeurs
respectivement, comparativement au tissu sain associé. Ces données indiquent que SC35
pourrait contribuer a la pathogenese de ces tumeurs de haut grade de malignité. Nous n’avons
pas observé de corrélation directe entre le niveau d’expression de SC35 ou de sa forme
phosphorylée et le niveau d’expression de E2F1 dans ces tumeurs, indiquant 1a encore, que la
dérégulation de SC35 ne dépendrait pas de D’activation transcriptionnelle par E2F1. A

I’inverse, nous avons constaté une corrélation directe tres significative (p=0,0083) entre le
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statut de phosphorylation de SC35 et le niveau d’expression de la cycline E dans cette méme
série de tumeurs. S’ils demandent a étre confirmés sur un plus grand nombre de tumeurs, ces
résultats obtenus « in situ » confirment les résultats obtenus sur lignées cellulaires en faveur
d’un réle des protéines SC35 et E2F1 dans le contréle du statut prolifératif des tumeurs
neuroendocrines de haut grade, via I’induction de la cycline E. Puisque nous avons montré
«in vitro » que la voie dépendante d’AKT contréle la phosphorylation de SC35 dans des
modeles issus de tumeurs neuroendocrines ainsi que 1’activité transcriptionnelle de E2F1 et
SC35 au niveau du promoteur de la cycline E, on peut donc légitimement penser que
I’hyperphosphorylation de SC35 observée dans les tumeurs bronchiques est en grande partie
liée a I’activation d’AKT. Des expériences supplémentaires sont donc indispensables pour
corroborer cette hypothése, en particulier I’analyse par immunohistochimie du niveau
d’expression et d’activation (phosphorylation) d’AKT dans les tumeurs pulmonaires et 1’étude
de la corrélation entre la phosphorylation de SC35 et le statut d’AKT dans ces tumeurs. Ainsi,
conformément au modele proposé par Hallstrom dans les tumeurs mammaires et ovariennes
(Hallstrom et al, 2008), la voie AKT pourrait stimuler les fonctions prolifératives des
protéines SC35 et E2F1 et prévenir leur fonction apoptotique dans les tumeurs pulmonaires

neuroendocrines de haut grade.
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Annexe

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

Au cours de ma thése, j’ai contribué¢ a cette étude en participant notamment aux

expeériences « in vivo » de xéno-transplantation de cellules tumorales sur souris nude.
a) Présentation de I’étude

Le VEGF-A (Vascular Endothelial Growth Factor-A) est I’'un des plus puissants
facteurs angiogéniques et il se trouve surexprimé dans un grand nombre de tumeurs. Dans la
plupart des tissus, VEGF-A existe sous la forme de multiples isoformes protéiques
angiogéniques, résultant de 1’épissage alternatif de son pré-ARNm et dénommées VEGFxy.
De facon intéressante, une nouvelle famille d’isoformes du VEGF-A a été identifiée
récemment. Ces isoformes, nommées VEGFb, possedent des fonctions anti-angiogéniques
et sont sous-exprimées dans certaines tumeurs. Actuellement, les voies de signalisation et les
facteurs protéiques contrdlant 1’épissage alternatif des isoformes VEGFyy, ainsi que le
« switch » entre les isoformes anti-angiogéniques et pro-angiogéniques du VEGF-A sont
inconnus.

Ayant montré un role de E2F1 dans le controle de 1’épissage alternatif de transcrits
régulant 1’apoptose en coopération avec le facteur d’épissage SC35, nous avons émis
I’hypothese selon laquelle E2F1 pourrait aussi affecter I’épissage alternatif des isoformes du
VEGF-A dans nos modeles d’étude. Afin de rechercher un tel effet de E2F1, nous avons
utilise notre modele cellulaire de clones stables H358 inductibles par la doxycycline pour
I’expression de E2F1 n’exprimant pas p53, les lignées H1299 (adénocarcinome pulmonaire)
et SAOS2 (ostéosarcome humain), ainsi que les lignées cellulaires H69 et H810 qui
surexpriment E2F1, dans lesquelles nous avons neutralise son expression par ARN
interférence.

Dans cette étude, nous avons mis en évidence que E2F1 contrble négativement
I’expression des isoformes angiogéniques du VEGF-A sans effet distinct sur ’'une ou 1’autre

des isoformes testées. De plus, nous avons montré que E2F1 réprime I’activité du promoteur
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du VEGF-A dans ces lignées dépourvues de p53 fonctionnelle. A 1’inverse, et de fagon
inattendue, nous avons montré par RT-PCR, RT-gqPCR et Western-blot que E2F1 ne régule
pas négativement 1’expression des variants anti-angiogéniques VEGFub. Ces résultats
indiquent que E2F1 module le ratio VEGF/VEGFb en faveur des isoformes anti-
angiogeniques. De facon importante, nous avons confirmé ces résultats « in vivo » dans un
modéle de xénogreffe chez la souris nude. Concernant le r6le de SC35, nous avons obtenu des
résultats indiquant une modification de la balance des isoformes VEGF/VEGFx«xb distincte

selon le modele cellulaire envisage.
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The transcription factor E2F1 and the SR protein SC35 control the ratio
of pro-angiogenic versus antiangiogenic isoforms of vascular endothelial
growth factor-A to inhibit neovascularization in vivo
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The transcription factor E2F1 has a crucial role in the
control of cell growth and has been shown to regulate
neoangiogenesis in a p53-dependent manner through
inhibition of activity of the VEGF-A (vascular endothelial
growth factor) promoter. Besides being regulated by
transcription, VEGF-A is also highly regulated by pre-
mRNA alternative splicing, resulting in the expression of
several VEGF isoforms with either pro-(VEGF,,,) or
anti-(VEGF,,,b) angiogenic properties. Recently, we
identified the SR (Ser-Rich/Arg) protein SC35, a splicing
factor, as a new transcriptional target of E2F1. Here, we
show that E2F1 downregulates the activity of the VEGF-
A promoter in tumour cells independently of p53, leading
to a strong decrease in VEGF,,, mRNA levels. We
further show that, strikingly, E2F1 alters the ratio of pro-
VEGF,,, versus anti-VEGF,., b angiogenic isoforms,
favouring the antiangiogenic isoforms, by a mechanism
involving the induction of SC35 expression. Finally, using
lung tumour xenografts in nude mice, we provide evidence
that E2F1 and SC35 proteins increase the VEGF4sb/
VEGF ratio and decrease tumour neovascularization
in vivo. Overall, these findings highlight E2F1 and SC35
as two regulators of the VEGF,,./VEGF,, b angiogenic
switch in human cancer cells, a role that could be crucial
during tumour progression, as well as in tumour response
to antiangiogenic therapies.

Oncogene advance online publication, 19 July 2010;
doi:10.1038/onc.2010.281

Keywords: alternative splicing; angiogenesis; cancer;
E2F1; SC35; VEGF-A

Introduction

Angiogenesis occurs physiologically during reproduction,
embryonic development and wound repair. Furthermore,
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it also contributes to several pathological processes,
including arthritis, atherosclerosis, diabetes and cancer
(Carmeliet and Jain, 2000; Folkman, 2007). VEGF-A
(vascular endothelial growth factor) is the most angio-
genic of the vascular growth factors. In tumours,
VEGF-A is upregulated by hypoxia (Shweiki ezt al.,
1992) or by the overexpression of oncogenes (Rak et al.,
1995), and it stimulates the proliferation and migration
of endothelial cells, the sprouting of blood vessels and
the generation of new vessels, resulting in sustained
blood flow, oxygen supply and waste removal from the
growing tumours (Ferrara et al., 2003). In addition,
VEGF-A regulates the function and physiology of some
cancer cells themselves, by acting as an autocrine
survival factor (Bachelder et al., 2001, 2002). The
importance of VEGF-A in cancer is attested by the
use of anti-VEGF antibodies that have shown clinical
benefits in colorectal, renal, breast and lung cancer
(Hurwitz et al., 2004, 2005).

VEGF-A exists as multiple isoforms, which are
generically referred to as VEGF,,, and result from the
pre-mRNA alternative splicing of eight exons (Robin-
son and Stringer, 2001). Alternative splicing of VEGF-A
was initially shown to generate four different isoforms
with 121, 165, 189 and 206 amino acids (VEGF,,
VEGF165, VEGFlgg, VEGF206, respectively). In 2002, a
sister family of VEGF-A isoforms termed VEGF, b
was identified (Bates et al., 2002; Ladomery et al., 2007).
VEGF,,.b isoforms are generated by the use of an
alternative 3’ splice acceptor site in the final exon 8 of
VEGF-A, leading to the synthesis of proteins of the same
length, but with distinct C-terminal six amino acids
(Bates et al., 2002). At the biological level, VEGF,,.
isoforms are pro-angiogenic and are upregulated in
human tumours, whereas VEGF,, b isoforms are
antiangiogenic and are downregulated in some tumours
(Bates et al., 2002; Woolard et al., 2004; Pritchard-Jones
et al., 2007). It has been shown that VEGF4sb binds
VEGFR-2 and inhibits its downstream classical signal-
ling pathway (Woolard et al., 2004; Kawamura et al.,
2008). Moreover, VEGFssb overexpression inhibits
the growth of prostate carcinoma, Ewing’s sarcoma
and renal cell carcinoma in xenograft mouse tumour
models through the inhibition of tumour-cell-mediated
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migration and proliferation of endothelial cells (Rennel
et al., 2008). Furthermore, VEGF4sb binds and inhibits
Bevacizumab (Avastin), a humanized monoclonal anti-
body directed against VEGF-A that is currently used in
clinics (Varey et al., 2008). As a whole, these data
indicate that the balance between pro-(VEGF,,,) and
anti-(VEGF,,.b) angiogenic splice variants of VEGF-A
has a critical role in both tumour progression and
tumour cell response to antiangiogenic therapies. How-
ever, although there has been some investigation of
splicing mechanisms in epithelial cells (Cohen ez al.,
2005; Nowak et al., 2008, 2010), little is known about
the proteins and signalling networks that control the
splicing of VEGF-A pre-mRNA in cancer cells.

The transcription factor E2F1 belongs to the E2F
family, which comprises eight members. Initially, studies
revealed that E2F1 determines the timely expression of
many genes required for S-phase entry and progression.
However, it has become clear that transcriptional
activation of the S-phase-related genes is only one facet
of E2F1 activity. Indeed, E2F1 functions in a wide range
of biological processes, including DNA replication,
mitosis, DNA repair, cell differentiation and apoptosis
(Polager and Ginsberg, 2008). In addition, E2F1 down-
regulates the activity of the VEGF promoter under
hypoxic conditions through a p53-dependent mechan-
ism, unravelling an unexpected function of E2F1 in the
control of angiogenesis (Qin et al., 2006). Recently, we
established the first link between E2F1- and pre-mRNA-
processing events by identifying SC35, a member of the
SR (Ser-Rich/Arg) family of proteins that is involved in
constitutive and alternative pre-mRNA splicing, as a
direct transcriptional target of E2F1 (Merdzhanova
et al., 2008). On the basis of these results, we questioned
whether E2F1 and/or SC35 proteins could control
VEGF-A expression and/or pre-mRNA splicing in
p53-deficient tumour cells.

Results

E2F1 downregulates the expression of pro-angiogenic
VEG Fyxx isoforms independently of p53

In a murine system, it was previously shown that E2F1
decreases the level of VEGF in a p53-dependent manner
(Qin et al., 2006). To test whether E2F1 could also
control VEGF expression in human tumour cells
deficient in p53, we took advantage of previously
established stable E2F1-inducible clones in the H358
cell line derived from a human lung adenocarcinoma. In
this system, E2F1 or an E2F1(E132) DNA-binding
defective mutant is overexpressed upon doxycycline
treatment (Figure la, upper panel). As detected
by reverse transcription—polymerase chain reaction
(RT-PCR) analysis, we observed a significant decrease
in VEGF]SQ, VEGF]65 and VEGF]Q] mRNA levels in
cells overexpressing E2F1 (Figure 1a, middle panel). The
DNA-binding activity of E2F1 was required in this
setting, as a similar decrease was not observed when the
E2F1 mutant (E132) was overexpressed. Importantly,
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we also observed a decrease in both VEGF;s; and
VEGF ;390 mRNA levels in E2F1-overexpressing cells
when we performed RT-PCR analysis using primers
targeting exons 7 and 8a of VEGF-A that do not detect
VEGF,.,b isoforms (Bates ef al., 2006; Pritchard-Jones
et al., 2007; Varey et al., 2008) (Figure 1a, lower panel).
Therefore, these data indicate that E2F1 downregulates
the expression level of pro-angiogenic VEGF,,, tran-
scripts. To test whether this effect was specific for
VEGF,.,, transcripts, we analysed the expression level
of neuropilin-1, the co-receptor of VEGFR-2 that was
recently identified as a new E2FI transcriptional target
gene (Jiang et al., 2007). Upon E2F1 overexpression, we
found that the level of neuropilin-1 mRNA was slightly
increased, whereas the expression of neuropilin-2 was not
affected (Figure la, lower panel). These data indicate
that E2F1 specifically decreases the expression of
VEGF,,, mRNAs. To confirm these results, we
performed quantitative RT-PCR (RT-qPCR) experi-
ments using primers detecting either all or each VEGF
isoform (Table 1) (Catena et al., 2007). We found that
VEGF;5;, VEGF;55 and VEGF;30 mRNA levels signifi-
cantly decreased upon E2F1 induction, whereas this was
not the case with the mutant E2F1(E132) (Figure 1b).
To extend these results at the protein level, we quantified
the expression of VEGF in supernatants or in total
cellular extracts from E2F1- or E2F1(E132)-overexpres-
sing cells using enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA) or western blotting, respectively. We observed
that wild-type E2F1 significantly decreased VEGF levels
in both the culture medium (Figure 1c) and the cell
extracts (Figure 1d), as compared with mutant
E2F1(E132), which did not have any effects. To confirm
these results, we knocked down E2F1 by using a pool of
two distinct small interfering RNAs (siRNAs) in the
H69 cell line that expresses high levels of E2F1 and is
deficient in p53. In these cells, the silencing of E2F1
(Figure 2a, left panel) was accompanied by a significant
increase of VEGF;5;, VEGF;s; and VEGF;30 mRNA
levels as detected by RT-qPCR (Figure 2a, right panel).
These data were confirmed by ELISA assay and western
blotting. Indeed, we found that neutralization of E2F1
increased VEGF levels in both culture supernatants
(Figure 2b) and cellular extracts (Figure 2c¢). Overall,
these data show that E2F1 negatively controls VEGF .,
mRNA and protein levels in tumour cells independently
of p53 and under normoxic conditions.

E2F1 inhibits VEGF-A promoter activity

in a p53-independent manner

On the basis of our data showing that E2F1 affects the
expression of VEGF ., isoforms independently of p53,
we next questioned whether E2F1 could act by
controlling the activity of the VEGF-A promoter.
H1299 cells were transiently co-transfected with a 2.4-
kb VEGF promoter-luciferase construct (pVp-ecor;
Figure 3a; Zhang et al., 2000) and increasing amounts
of plasmid encoding E2F1, and the luciferase activity
was measured 48h later. As shown in Figure 3b (left
panel), E2F1 strongly inhibited the activity of the VEGF
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Figure 1 Overexpression of E2F1 downregulates VEGF ., isoforms in p53-deficient cells. (a—d) H358/Tet-On/E2F1 or H358/Tet-On/
E2F1(E132) cells were incubated for 48 h in the presence (+ ) or absence (—) of 1 pg/ml doxycycline (Dox). (a) Upper panel: Western
blot analysis of E2F1 protein expression. Actin was used as a loading control. Middle panel: RT-PCR analysis of Vegf;so, Vegfiss,
Vegf 21, neuropilin 1 and neuropilin 2 mRNAs. Amplified g3pdh was used as an internal control. Lower panel: RT-PCR analysis of pro-
angiogenic VEGF,, isoforms using a forward primer targeting exon 7 and a reverse primer targeting exon 8a that specifically detects
VEGF.,,,, but not VEGF,,b transcripts. Amplified g3pdh was used as an internal control. L: ladder. (b) RT-qPCR analysis of Vegf;>;,
Vegfiss, Vegfiso and Vegf,; mRNA levels. Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (gapdh) was used as a reference. Relative gene
expression was calculated for each sample, as the ratio of Vegf;s;, Vegfiss, Vegfiso or Vegf,, copy number (target gene) to gapdh
mRNA copy number multiplied by 100; thus, normalizing Vegf... mRNA expression. For each splice variant, the ratio obtained in
cells cultured without Dox was arbitrarily assigned a value of 1. (¢) Quantification of VEGF protein level in culture supernatants using
the ELISA assay. (d) Western blot analysis of E2F1 and pan-VEGF protein expression. Actin was used as a loading control.
Abbreviations: ELISA, enzyme-linked immunosorbent assay; VEGF, vascular endothelial growth factor; RT-PCR, reverse
transcription—polymerase chain reaction; qPCR, quantitative PCR.

promoter in a dose-dependent manner, whereas it did
not affect the activity of the control pGL3-luc vector.
Similar results were obtained in SAOS?2 cells (Figure 3b,
right panel). This effect of E2F1 on the Vegf promoter
was direct. Indeed, by performing chromatin immuno-
precipitation experiments in H358/Tet-On/E2F1 cells
cultured in the presence or absence of doxycycline, we
further provided evidence that E2F1 binds to the Vegf
promoter, whereas no binding to the glyceraldehyde-3-
phosphate dehydrogenase (Gapdh) promoter was ob-
served (Supplementary Figure S1). To confirm the

effects of E2F1, we analysed the consequences of its
knockdown on the activity of the VEGF promoter in
cells that were co-transfected with either pVp-ecor or
pGL3-luc and siRNAs targeting E2F1. In both cellular
models, the neutralization of E2F1 significantly in-
creased the activity of the VEGF promoter, as
compared with cells that were transfected with mismatch
siRNA. E2F1 had no effect on the pGL3-luc promoter
activity (Figure 3c). Taken together, these results show
that E2F1 can repress VEGF-A promoter activity
independently of p53 and under normoxic conditions.

Oncogene
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Table 1 Primers used for the detection of VEGF,,, and VEGF, b splice variants and neuropilin-1 or neuropilin-2 mRNA by using RT-PCR

or RT-qPCR

Detection of VEGF,,, by RT-PCR
VEGF forward
VEGF reverse
VEGF exon 7 forward
VEGF exon 8a reverse

Detection of neuropilins NP1 and NP2 by RT-PCR
NP1 forward
NP1 reverse
NP2 forward
NP2 reverse

Detection of VEGF ., by RT-qPCR
VEGF,,, forward
VEGF),, reverse
VEGF,¢5 forward
VEGF 5 reverse
VEGF]gg forward
VEGF g9 reverse
VEGF, forward
VEGF, reverse

Detection of VEGF,..b by RT-PCR
VEGF exon 4 forward
VEGF exon 8b reverse
VEGF exon 7 forward
VEGF exon 8b reverse

Detection of VEGF,,.b mRNAs by RT-qPCR
VEGF,,b forward
VEGF|,,b reverse
VEGF 4s5b forward
VEGF 4sb reverse
VEGF gob forward
VEGF gob reverse

5-AGCTACTGCCATCCAATCGC-3'
5-GGGCGAATCCAATTCCAAGAG-3
5-GTAAGCTTGTACAAGATCCGCAGACG-3
5-TCACCGCCTCGGCTTGTCACAT-3

5-ATCACGTGCAGCTCAAGTGG-3
5-TCATGCAGTGGGCAGAGTTC-¥
5-GGATGGCATTCCACATGTTG-3
5'-ACCAGGTAGTAACGCGCAGAG-3

5'-ATAGAGCAAGACAAGAAAAATG-5
5-ATCGTTCTGTATCAGTCTTTCCT-3
5-AGAGCAAGACAAGAAAATCC-3
5'-TACAAACAAATGCTTTCTCC-3
5-TATAAGTCCTGGAGCGTTC-3'
5-TACACGTCTGCGGATCTTG-3
5'-CTTCCTACAGCACAACAAAT-3
5-GTCTTGCTCTATCTTTCTTTGG-3

5-GAGATGAGCTTCCTACAGCAC-3
5-TCAGTCTTTCCTGGTGAGAGATCTGCA-3
5-GTAAGCTTGTACAAGATCCGCAGACG-3
5-TCAGTCTTTCCTGGTGAGAGATCTGCA-3

5-AAGGCCAGCACATAGGAGAG-3
5-TTCCTGGTGAGAGATTTITTCTTG-3
5-AAGAAAATCCCTGTGGGCCTT-3
5-TGGTGAGAGATCTGCAAGTACGTT-3
5-CTGGAGCGTTCCCTGTGG-3
5-TGGTGAGAGATCTGCAAGTACGTT-3¥

Abbreviations: qPCR, quantitative PCR; RT-PCR, reverse transcription—polymerase chain reaction, VEGF, vascular endothelial growth factor.

E2F1 upregulates the expression of antiangiogenic
VEGFxb splice variants

Having shown that E2F1 downregulates the expression
of pro-angiogenic VEGF,,, splice isoforms, we next
examined whether antiangiogenic VEGF, b isoforms
could also be affected. To achieve this, we performed
RT-PCR experiments using intron-spanning primers
(Table 1) that detect VEGF4sb only, even in the
presence of VEGF s mRNA at a concentration that
was 1000 x greater (Bates et al., 2002, 2006; Woolard
et al., 2004; Pritchard-Jones et al., 2007; Rennel et al.,
2008). Using primers that were complementary to exons
4 and 8b, we were able to amplify a fragment with a size
that was consistent with the VEGF4sb transcript
(Figure 4b, right panel). We observed that expression
of the VEGF¢sb transcript increased in response to
E2F1 induction, a phenomenon that was not observed
with the E2F1 mutant (E132). Similar results were
obtained using another set of primers that was
complementary to exons 7 and 7/8b, and that allowed
the detection of VEGF4sb mRNA only (Figure 4b)
(Pritchard-Jones et al., 2007). Therefore, although E2F1
decreases VEGF, . mRNA and protein levels, it seems
to affect the expression of VEGF,, b isoforms in an
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opposite manner. To confirm these results, we designed
primers to perform isoform-specific qPCR of
VEGF,b, VEGF4sb and VEGF,g9b splice variants
(Table 1 and Figure 4a). Using these specific sets of
primers, we showed in our model that E2F1 significantly
increased both VEGF45b and VEGF 30b mRNAs, but
not VEGF,;b mRNA (Figure 4c, left panel). Strikingly,
under the same conditions, induction of the E2FI
mutant (E132) resulted in a significant decrease in the
expression of all three VEGFi,b, VEGF¢b and
VEGF gob variants (Figure 4c, right panel). As a
dominant-negative effect of E2F1(E132) has been
reported previously (Davis et al., 2006), these results
suggest that the binding of E2F1 to DNA is required for
the expression of VEGF b splice variants. To confirm
these results at the protein level, we performed western
blot experiments using an anti-VEGF,.,.b antibody
(Woolard et al., 2004). The results showed that in
H358 cells, the level of VEGF45b protein increased
when the expression of E2F1 was induced by doxy-
cycline treatment (Figure 4d, left panel). In these cells,
we were not able to detect the VEGF ;b protein. By
contrast, the knockdown of E2F1 in H69 cells correlated
with a significant decrease in both VEGF¢b and
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Figure 2 Silencing of E2F1 upregulates VEGF,,, splice variants. H69 cells were transfected for 72 h with either mismatch or e2f1
siRNA. (a) Left panel: E2F1 protein level was detected by immunoblotting. Actin was used as a loading control. Right panel:
RT-qPCR analysis of Vegfi>;, Vegfiss, Vegfiso and Vegf,; mRNA levels. Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (gapdh) was
used as a reference. Relative gene expression was calculated for each sample as above (Figure 1b). For each splice variant, the ratio
obtained in cells transfected with mismarch siRNA was arbitrarily assigned a value of 1. (b) VEGF protein level was quantified in the
culture supernatants using the ELISA assay. (¢) E2F1 and pan-VEGF protein levels were determined in cellular protein extracts by
immunoblotting. Actin was used as a loading control. Abbreviations: ELISA, enzyme-linked immunosorbent assay; VEGF, vascular
endothelial growth factor; RT-PCR, reverse transcription—polymerase chain reaction; siRNA, small interfering RNA.

VEGF,,b proteins as compared with mismatch-trans-
fected cells (Figure 4d, right panels). Overall, these
results show that E2F1 upregulates the expression of
VEGF, b variants. Therefore, E2F1 controls the
switch between VEGF,, /VEGF,,b splice variants
and favours the expression of the antiangiogenic
VEGF,..b isoforms.

The splicing factor SC35 is required for E2F1-induced
VEGF ;55b upregulation

We recently identified the splicing factor SC35, a
member of the SR family of proteins, as a direct
transcriptional target of E2F1 (Merdzhanova et al.,
2008). These data led us to postulate that SC35 could be
involved in the control of the VEGF ,b/VEGF ratio by
E2F1. To test this hypothesis, two distinct siRNAs
targeting sc35 were transfected into H358/Tet-On/E2F1
cells cultured in the presence or absence of doxycycline,
and the expression of VEGF,,,. and VEGF4sb splice
variants was analysed by RT-PCR (Figure 5a) and
western blotting (Figure 5b). In both experiments, the
knockdown of SC35 strongly prevented the E2FI1-
induced increase of VEGF4sb (Figures 5a and b).
Notably, we observed that the neutralization of SC35

per se decreased the level of VEGF, ., mRNA, whereas
it did not significantly affect the levels of VEGF4sb
mRNA. To mimic the induction of SC35 that is detected
in E2F1-overexpressing cells, we established inducible
SC35 clones derived from H358/Tet-On cells. As shown
in Figure 5c, induction of SC35 expression by doxy-
cycline strongly increased the VEGF,4;b/VEGF ratio,
indicating that SC35 accumulation recapitulates E2F1
overexpression. Taken together, these results show that
SC35 is required for E2F1-mediated VEGF4sb upre-
gulation in H358 human lung carcinoma cells and
suggest that both E2F1 and SC35 proteins cooperate to
favour the expression of VEGF b isoforms.

E2F1 and SC35 inhibit neovascularization in vivo

by modulating the VEGF,b/VEGF ratio

As we showed that E2F1 affects the VEGF,,..b/VEGF
ratio in vitro, we wondered whether this effect could be
observed in vivo. H358/Tet-On 4 (Tet-On 4; control
cells) and H358/Tet-On/E2F1-6 (E2F1-6) cells were
subcutaneously injected into immunodeficient nude
mice, and the induction of E2FI1 expression was
achieved by adding doxycycline (Dox + ) to the drinking
water. To eliminate the potential effects of E2FI

Oncogene
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Figure 3 E2F]1 represses VEGF promoter activity independently of p53. (a) Schematic representation of VEGF promoter-luciferase
reporter pVp-ecor containing the upstream regulatory sequences and promoter region of the human Vegf gene (—2362 to + 956
relative to the transcriptional start site) fused to the luciferase reporter gene in the pGL3-basic vector. The HIF-1-, E2F1- and SP1-cis-
binding elements are labelled. (b) H1299 (left panel) and SAOS2 (right panel) cells were co-transfected for 48 h with 1 pug of pVp-ecor or
pGL3-luciferase plasmid and increasing amounts of the pCMV-E2F1 vector. The luciferase activity obtained in cells transfected with
pVp-ecor or pGL3-luciferase plasmid alone was normalized to 1, and a relative luciferase activity was then calculated for each
condition. (¢) H1299 (left panel) and SAOS2 (right panel) cells were co-transfected for 72 h either with mismatch (mis) or with a pool of
two distinct e2f1 (E2F1) siRNA and 1 pg pVp-ecor or pGL3-luciferase plasmid as indicated. The luciferase activity obtained in cells
transfected with pVp-ecor or pGL3-luciferase vector was normalized to 1, and a relative luciferase activity was then calculated for each
condition. Abbreviation: VEGF, vascular endothelial growth factor; siRNA, small interfering RNA.

induction on apoptosis and to focus our analysis on
early events such as neoangiogenesis, the mice were
killed 7 days after drinking doxycycline. Tumours were
weighed, and total proteins were extracted from whole
tumoural samples. We observed that the induction of
E2F1 (E2F1-6, Dox+) significantly diminished the
weight of the tumours (P =0.0362), a phenomenon that
was not observed in the Tet-On 4 control tumours
receiving doxycycline (Tet-On 4, Dox + ; Figure 6a). We
also noted that tumours overexpressing E2F1 (E2F1-6,
Dox + ) were less haemorrhagic than those derived from
control cells (Tet-On 4, Dox + ), as well as those from
E2F1-6 cells in which the expression of E2F1 was not
induced (E2F1-6, Dox—) (Figure 6b, upper panel).
Consistent with these findings, the haemoglobin levels
were significantly decreased on E2F1 induction (E2F1-6,
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Dox +), as compared with uninduced E2F1-6 tumours
(E2F1-6, Dox—) (Figure 6b, lower panel; P=0.007).
This effect was specific as doxycycline did not affect
haemoglobin levels in tumours derived from Tet-On 4
control cells. Such an inhibitory effect of E2F1 on
tumour neovascularization was further confirmed using
CD31 immunostaining of murine endothelial cells. As
shown in Figure 6¢ (upper and lower panels), tumours
overexpressing E2F1 displayed significantly less infil-
trating murine vessels, as compared with all other
conditions (P =0.0044). In addition, murine stroma
surrounding tumours also appeared less vascularized in
E2F1-overexpressing tumours as compared with all
other conditions (data not shown). Altogether, these
results show that E2F1 prevents neovascularization. To
analyse whether this could be linked to modifications of
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Figure 4 E2F1 increases the expression level of VEGF b variants. Exon structure of the VEGF gene. The VEGF gene consists of
eight exons. Differential terminal exon 8 splice site selection results in two mRNA isoform families. The pro-angiogenic isoforms
(VEGF,,,, left) and the antiangiogenic family (VEGF, b, right) are generated by the use of the proximal splice site (PSS) and distal
splice site (DSS) in exon 8, respectively. The sets of primers used to analyse the expression levels of Vegf;,;b, Vegfissb and Vegfisob
mRNAs by RT-PCR are depicted by arrows. (b—d) H358/Tet-On/E2F1 or H358/Tet-On/E2F1(E132) cells were incubated for 48 h in
the presence (+ ) or absence (—) of 1 pg/ml doxycycline (Dox). (b) Left panel: Western blot analysis of E2F1 or E2F1(E132) protein
expression. Actin was used as a loading control. Right panel: RT-PCR analysis of Vegf,,.b, neuropilin-1 or neuropilin-2 mRNAs.
Amplified g3pdh was used as an internal control. (¢) RT—qPCR analysis of Vegf;,;b, Vegfis5b and Vegfisob mRNA levels in H358/Tet-
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E2F1 and VEGF,,,b protein expression in H358/Tet-On/E2F1. Actin was used as a loading control. Right panel: H69 cells were
transfected for 72 h with either mismatch or E2F1 siRNAs, and E2F1 and VEGF,,,b protein levels were studied by immunoblotting.
Actin was used as a loading control. Abbreviations: VEGF, vascular endothelial growth factor; RT-PCR, reverse transcription—
polymerase chain reaction; qPCR, quantitative PCR; siRNA, small interfering RNA.
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Figure 5 SC35 is required for E2F1-mediated VEGF 45b upregu-
lation. (a, b) H358/Tet-On/E2F1 cells cultured in the presence (+ )
or absence (—) of doxycycline were transfected for 72 h with either
mismatch (mis) or sc35 (sc35) siRNA. (a) RT-PCR analysis of
V@gf/gg, Vegf,65, Vng/Z/ and V(’gf/(,_gb mRNAs. Ampllﬁed gjpdh
was used as an internal control. (b) Upper panel: Western blot
analysis of the indicated proteins using specific antibodies. Actin
was used as a loading control. Lower panel: The VEGF 45b/VEGF
ratio was calculated after densitometric analysis of specific signals
using image J software and normalization to actin signal. A value
of 1 was arbitrarily assigned to the ratio obtained in non-induced
cells transfected with mismatch siRNA. (¢) Upper panel: H358/Tet-
On/SC35 cells were cultured in the presence (+ ) or absence (—) of
1 pg/ml doxycycline for 24 h. Western blot analysis of SC35, pan-
VEGF and VEGF 4sb protein expression. Actin was used as a
loading control. Lower panel: the VEGF4sb/VEGF ratio was
calculated after densitometric analysis of specific signals using
image J software and normalization to actin signal. A value of 1
was arbitrarily assigned to the ratio obtained in non-induced cells.
Abbreviations: VEGF, vascular endothelial growth factor;
RT-PCR, reverse transcription—polymerase chain reaction;
siRNA, small interfering RNA.

the VEGF,,.b/VEGEF ratio, we performed western blot
analysis on tumour extracts using either anti-pan-VEGF
or anti-VEGF b antibody. As illustrated, the expres-
sion of both VEGF and VEGF 4sb isoforms remained
relatively constant in control Tet-On 4 xenografts either
in the presence (Dox+) or absence (Dox—) of
doxycycline (Figure 6d, upper panel). In contrast,
overexpressing E2F1 significantly increased the
VEGF¢sb/VEGF ratio (Figure 6d, lower panel). To
assess the role of SC35 in this setting, similar experi-
ments were performed using the H358/Tet-On/SC35
cells. As shown in Figure 6e, tumour xenografts
overexpressing SC35 (Dox+) displayed a higher
amount of VEGF¢sb protein (Figure 6e, left panel)
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and a lower amount of CD3Il-positive infiltrating
murine endothelial cells (Figure 6e, right panel and
Supplementary Figure S2) as compared with uninduced
tumours. Notably, pan-VEGF protein levels were not
significantly affected in tumours overexpressing SC35.
Taken together, these results show that E2F1 and SC35
proteins can modulate the ratio between the pro- and
antiangiogenic isoforms of VEGF in favour of the
antiangiogenic entities in vivo, leading to the inhibition
of tumour neovascularization.

Discussion

E2F1 was first identified as a crucial regulator of cell
cycle progression. However, based on the growing
number of studies published in the past decade, it is
now clear that E2F1 has numerous other biological
roles. Recently, a new function for E2F1 as a negative
regulator of angiogenesis has been proposed based on
the revelation that mice deficient in E2F1 exhibit
enhanced angiogenesis as a result of VEGF over-
production (Qin et al., 2006). In this model, increased
angiogenesis occurs during both recovery from ischae-
mic injury and tumour growth and is dependent on wild-
type p53. In this study, we show that E2F1 negatively
affects the activity of the VEGF-A promoter in p53-
deficient tumour cell lines and under normoxic condi-
tions, indicating that neither hypoxia nor p53 are
required for E2F1-mediated VEGF repression in cancer
cells. Interestingly, during the writing of this paper, it
was also shown that E2F1 cooperates with mutant p53-
R175H to promote angiogenesis through the induction
of pro-angiogenic soluble mediators (Fontemaggi et al.,
2009). Therefore, these data along with our findings
suggest that E2F1 could control angiogenesis in an
opposite way depending on the status of p53.

An increasing amount of evidence now supports the
idea that the balance between VEGF . (pro-angio-
genic) and VEGF,..b (antiangiogenic) splice variants
has a crucial role in the control of tumour progression,
as well as in the response of tumour cells to anti-VEGF
therapies (Bates et al., 2002; Woolard et al., 2004;
Rennel et al., 2008; Varey et al., 2008). Recently, it has
been shown that VEGF splicing is controlled by the SR
proteins ASF/SF2, SRp40 and SRp55 in primary
epithelial cells (Nowak et al., 2008, 2010). To date,
nothing is known about the factors that control the
switch between VEGF ... and VEGF,,..b splice variants
in cancer cells. In this study, we provide evidence that
E2F1 controls the angiogenic switch between pro- and
antiangiogenic isoforms of VEGF and favours the
expression of the antiangiogenic forms in human lung
carcinoma cell lines. What could be the molecular
mechanisms involved in this process? We provide
evidence that E2F1 decreases the activity of the
VEGF-A promoter. Therefore, one possibility is
that E2F1 could specifically affect the transcription of
pro-angiogenic isoforms, but not that of antiangiogenic
isoforms because of the use of a different region of the
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Figure 6 E2F1 and SC35 proteins decrease tumour neovascularization in nude mice. (a—d) H358/Tet-On 4 (Tet-On 4) or H358/Tet-
On/E2F1 (E2F1-6) cells were subcutaneously injected into nude mice. After 7 days, the animals were treated with (Dox + ) or without
(Dox—) 2mg/ml doxycycline for 1 week before they were killed. (a) Tet-On 4 and E2F1-6 tumour weights. Bars represent the
mean tumour weight in each condition. For each condition, the mean value for tumour weight (mg * s.d.) is indicated in parentheses.
NS: not significant; *P<0.05 using a non-parametric Mann—Whitney statistical test. (b) Upper panel: Tumours derived from
mice injected with either Tet-On 4 or E2F1-6 cells and receiving (Dox +) or not receiving (Dox—) doxycycline in their drinking
water. Note that (E2F1-6, Dox +) tumours were less haemorrhagic than (E2F1-6, Dox—) tumours. Lower panel: Haemoglobin
levels (mg/ml) were quantified in tumours derived from Tet-On 4 or E2F1-6 cells in mice receiving (Dox+) or not receiving
(Dox—) doxycycline. Bars represent the mean level in each case. NS: not significant; **P <0.01 using a non-parametric Mann—Whitney
statistical test. (¢) Upper panel: Murine CD31 immunohistochemical staining in Tet-On 4 or E2F1-6 xenografts. Overexpression of
E2F1 (E2F1-6, Dox +) decreases the number of blood vessels per unit area, as compared with uninduced tumours. Lower panel:
Quantification of microvascular density using CD31 staining. Seven tumours per treatment group were examined. Each point
represents the mean of four randomly analysed fields. NS: not significant; **P<0.01 using a non-parametric Mann—Whitney statistical
test. (d) Western blot analysis of E2F1, pan-VEGF and VEGF4sb protein levels in total protein extracts obtained from tumours
derived from Tet-On 4 or E2F1-6 cells treated (Dox +) or not treated (Dox—) with 2mg/ml doxycycline, as indicated. Actin was
used as a loading control. For tumours derived from E2F1-6 cells, histograms represent the VEGF 45sb/VEGF ratio after densitometric
analysis of each specific signal that was calculated using image J software normalized to that of actin. ¥ P<0.05 using a non-parametric
Mann—Whitney statistical test. (e) Left panel: Western blot analysis of the indicated proteins in total protein extracts obtained
from tumours derived from SC35-5 cells and treated (Dox + ) or not treated (Dox—) with 2 mg/ml doxycycline. Actin was used as a
loading control. Right panel: Quantification of microvascular density using CD31 staining. Six tumours per treatment group were
examined. Each point represents the mean of four randomly analysed fields. *P<0.05 using a non-parametric Mann—Whitney
statistical test.
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promoter. Another possibility is that E2F1 down-
regulates the transcription of both pro- and antiangio-
genic VEGF isoforms, but favours the use of the distal
splice site within exon 8 of the pre-mRNA, thereby
generating more antiangiogenic isoforms. In favour of
such a hypothesis, we provide evidence that the SR
protein SC35 is absolutely required for VEGF ¢sb
accumulation in response to E2F1, and we show that
overexpression of SC35 mimics the positive effects of
E2F1 on VEGF45b and also decreases the total amount
of VEGF. Of note, SC35 did not downregulate the
activity of the VEGF-A promoter in our cellular models
(data not shown). Therefore, these data strongly suggest
that the positive effects of E2F1 on the VEGF, Db/
VEGF balance mainly reflect a splicing event through
SC35 upregulation and the preferential choice of the
distal splice site inside the VEGF-A pre-mRNA. How-
ever, the role of SC35 might vary depending on its global
amount as its knockdown in H358 cells (Figure 5a), and
in other carcinoma cell lines (data not shown), it was
found to decrease rather than increase the amount of
VEGF. Interestingly, we also observed that E2FI
strongly increases VEGF ;556 and VEGF;90b mRNA
levels in H358/Tet-On/E2F1 cells, without affecting the
levels of VEGF,b. Therefore, besides its effects on
splicing, we cannot exclude that E2F1 also regulates
VEGF, b mRNA stability. Of note, this effect could be
dependent on the cell type, as the level of VEGF,,b
protein strongly decreased in H69 cells deprived of E2F1
(Figure 4d). Overall, these results suggest another level of
complexity in the regulation of VEGF-A splicing by
E2F1 and SR proteins in human cancer cells that could
be dependent on the cell type, the upstream signals and
the total amount of various SR proteins.

Finally, using lung xenografts in nude mice, we show
that the inhibition of tumour growth by E2F1 correlates
with a decrease in tumour neovascularization, as well as
a significant increase of the VEGF4;b/VEGF balance
in vivo. Moreover, we provide evidence that tumours
overexpressing SC35 also express a greater quantity of
VEGF ¢sb protein and a lower level of neo-vasculature,
as compared with control tumours. Recently, it was
shown that overexpressing VEGF4sb reduces the
growth of renal carcinoma cell xenografts, even in the
presence of VEGF 45 (Rennel et al., 2008). These data,
along with our findings, strongly suggest that the
positive effects of E2F1 and SC35 proteins on
VEGF ¢sb are involved in the reduction of tumour
neovascularization. E2F1-deficient mice exhibit im-
paired apoptotic function, which was previously pre-
sumed to explain the increased incidence of cancer in
these mice. The results presented herein strongly suggest
that this could also result from an increase in the
vascular supply of tumours secondary to dysregulated
VEGF pre-mRNA splicing. Therefore, besides its ability
to control the alternative splicing of apoptotic regulators
during apoptosis (Merdzhanova et al., 2008), E2F1 also
has the capacity to regulate VEGF-A pre-mRNA
alternative splicing to modulate neo-angiogenesis. These
data add further evidence that the regulation of
pre-mRNA processing events is a key function of E2F1
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that could contribute to its seemingly contradictory roles
as both an oncogene and a tumour suppressor.

Materials and methods

Cell lines, plasmids, transfection and luciferase assays

H358, H1299, H69 and SAOS2 cell lines were cultured as
described previously (Salon ez al., 2007). All of these cell lines
are defective for wild-type p53. The human lung adenocarci-
noma H358/Tet-On/E2F1, Tet-On/E2F1(E132) and Tet-On/
SC35 inducible clones were obtained as described previously
(Salon et al., 2006). E2F1, E2F1(E132) or SC35 expression was
induced with 1 pg/ml doxycyline treatment. Transient transfec-
tions were carried out using Fugene 6 (Roche Diagnostic,
Meylan, France). The plasmids used in transient transfections
were pcDNA3, pCMV-E2F1, pGL3-promoter vector and
pVp-ecor encoding luciferase under the control of the whole
human VEGF promoter (—2362 to 4956 relative to the
transcriptional start site (Zhang et al., 2000)). Luciferase
assays were performed as described previously (Salon et al.,
2007).

Enzyme-linked immunosorbent assay

For the quantitative determination of human VEGF concen-
trations in cell culture supernatants, 3 x 10° cells were seeded
into six-well plates and incubated for 24 or 48 h before the
supernatants were recovered. The determination of VEGF
concentrations was performed by ELISA using the Quantikine
VEGF immunoassay (DVE00) from R&D Systems (Lille,
France). Of note, this assay has been shown to measure all
VEGF isoforms, although VEGF4sb is detected at a lower
efficiency according to Varey et al. (2008).

Antibodies and immunoblotting experiments

Antibodies used were anti-panVEGF (MAB293) and anti-
VEGF 4sb (MAB3045) from R&D Systems; anti-panVEGF
(A-20), anti-E2F1 (C-20) and anti-actin from Santa Cruz
(TEBU-Bio SA, Le Perray en Yvelines, France); anti-E2F1
(KH95) and anti-mouse CD31 from BD Biosciences (Le Pont
de Claix, France); and anti-SC35 (4F11) from Euromedex
(Souffelweyersheim, France). Immunoblotting experiments
were performed as described previously (Salon et al., 2006).

Transfection of siRNA oligonucleotides

The sequences designed to specifically target human e2f7 RNA
were as follows: (1) ¥-GUCACGCUAUGAGACCUCATT-3;
T-3'. The sequences designed to specifically target human sc35
RNAs were as follows: sc35 (1) 5-GCGUCUUCGAGAAGUA
CGGTT-3; 5¢35 (2) 5-UCGUUCGCUUUCACGACAATT-3'.
The scrambled siRNA oligonucleotides used as a control for
all RNA interference experiments were as follows: 5-UCGG
CUCUUACGCAUUCAATT-3 and 5-CAAGAAAGGCCA
GUCCAAGTT-3'. Cells were transfected with siRNA oligo-
nucleotide duplexes using Oligofectamine reagent (Invitrogen,
Cergy Pontoise, France). Doxycycline (1 pg/ml) was or was not
added to the culture medium 4 h after transfection. The cells
were analysed 48 or 72h post-transfection.

RT-PCR and RT-qPCR analyses

All of the primers that were used for the detection of
VEGF,.., VEGF,,.b, neuropilin-1 and neuropilin-2 mRNAs
by RT-PCR (Cheung et al., 1998; Lantuejoul et al., 2003;
Bates et al., 2006; Pritchard-Jones et al., 2007) or RT—qPCR
(Catena et al., 2007; Elias and Dias, 2008) are detailed in



Table 1. For RT-PCR analysis, total cellular RNAs were
isolated using Trizol reagent (Invitrogen). In all conditions,
1 ng of total RNA was reversed transcribed using oligo(dT)
primers and Moloney murine leukaemia virus reverse tran-
scriptase (Invitrogen). For the detection of neuropilin-1, the
PCR conditions were 94 °C for 2 min, 34 cycles of 94°C for
455, 60 °C for 1 min and 72 °C for 1 min, and 72 °C for 10 min.
For the detection of neuropilin-2, the PCR conditions were
95 °C for 2 min followed by 39 cycles of 94 °C for 15, 50 °C for
30s and 72°C for 30s, and 72°C for 7min. For VEGF .,
amplification, the PCR conditions (Cheung et al., 1998) were
as follows: 94 °C for 2 min, 29 cycles of 94 °C for 45s, 60 °C for
1 min and 72 °C for 1 min, and 72 °C for 10 min. The detection
of VEGF,,, transcripts using an exon 7 forward primer and a
reverse-specific primer for exon 8a that do not detect
VEGF, b transcripts was performed as described previously
(Pritchard-Jones et al., 2007). To detect the antiangiogenic
VEGF,.b splice variants, the PCR conditions were 94 °C for
2min, 35 cycles of 96 °C for 30s, 65 °C for 30s, 72 °C for 1 min,
and 72 °C for 10 min for the exon 4/exon 8b primer set. For the
exon 7a/exon 8b primer set, the PCR conditions were 96 °C for
30, 35 cycles of 55°C for 30s, 72 °C for 1 min, and 72 °C for
10min. Amplification of a GAPDH c¢DNA (Invitrogen)
fragment was performed in the same PCR reaction as an
internal control. PCR products were run in a 2-3% agarose gel
and were visualized by ethidium bromide staining.

Quantitative real-time RT-PCR was performed on the
Stratagene MX3005P apparatus. In total, 1 pg of total RNA
was subjected to cDNA synthesis using the Superscript 111
First-Strand Synthesis SuperMix for qPCR (Invitrogen) and
was subsequently amplified during 40 PCR cycles (10 min at
95°C and cycles of 15s at 95°C and 1min at 60°C) using
Power SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems,
Courtaboeuf, France). In parallel, RT-PCR detection of the
reference gene GAPDH was performed for each sample.
Relative gene expression was calculated for each sample, as
the ratio of target gene copy number to GAPDH mRNA copy
number multiplied by 100; thus, normalizing the expression of
VEGF,,, and VEGF,,.b splice variants. The PCR efficiency
was assessed for each set of primers and ranged from 106 to
110%.

In vivo studies
All animal experiments were conducted in agreement with the
‘Principles of Laboratory Animal Care’ (NIH publication no.
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CARACTERISATION DE NOUVELLES FONCTIONS BIOLOGIQUES ET MODIFICATIONS POST-
TRADUCTIONNELLES DU FACTEUR D'EPISSAGE SC35 DANS DES MODELES CELLULAIRES DE
CARCINOMES PULMONAIRES

La protéine SC35 appartient a la famille des protéines SR (Ser/Arg-rich) connues pour étre des
régulateurs cruciaux de I’épissage alternatif et constitutif. L’activité de ces protéines est largement régulée par
phosphorylation. Alors que plusieurs études ont mis en évidence une dérégulation de 1I’expression des protéines
SR au cours du processus de carcinogenése, peu de données existent a ce jour concernant les voies de
signalisation cellulaire qui contrélent I’expression et/ou 1’activité de ces protéines dans les cellules cancéreuses.
Pour la premiére fois, nous démontrons que SC35 est une protéine acétylée. Cette modification post-
traductionnelle met en jeu 1’acétyltransférase Tip60 et la déacétylase HDAC6. Nos données mettent aussi en
évidence une connexion étroite entre la phosphorylation et 1’acétylation de SC35 pour le contrdle de son niveau
d’expression et de son activité. Nous démontrons enfin que ces modifications post-traductionnelles de SC35 sont
critiques pour l’induction de 1’apoptose en réponse aux agents génotoxiques et pour la mise en place d’un
phénomene de sénescence en réponse au sodium butyrate, un inhibiteur d’histones déacétylases, dans différentes
lignées cellulaires dérivées de carcinomes pulmonaires humains. La protéine E2F1 est un facteur de transcription
qui participe au contrdle de la prolifération cellulaire en stimulant le passage des cellules en phase S du cycle
cellulaire et est aussi capable d’induire I’apoptose. Au laboratoire, nous avons identifié la protéine SC35 comme
une nouvelle cible transcriptionnelle directe de E2F1 et montré que les deux protéines coopérent pour induire
I’apoptose en réponse aux agents génotoxiques. Nous démontrons dans ce travail que SC35 gouverne aussi
I’entrée et la progression en phase S en contrdlant certains genes cibles de E2F1 impliqués dans ce contexte, tels
que la cycline E. Nous mettons en évidence que la voie de signalisation cellulaire PI3K/AKT est impliquée dans
le controle de I’expression de la cycline E médié par les deux protéines E2F1 et SC35, notamment via la
phosphorylation de SC35. Finalement, nous décrivons une corrélation directe entre le niveau d’expression
protéique de la cycline E et de P-SC35 dans une série de tumeurs pulmonaires neuroendocrines. L’ensemble de
ces travaux identifie donc de nouvelles voies de signalisation contrdlant les fonctions cellulaires de SC35 et
ouvre des perspectives quant aux conséquences biologiques découlant de la dérégulation de 1’expression de
SC35 dans les cancers bronchiques.

Mots clés : SC35, acétylation, stress génotoxique, E2F1, cancer du poumon.

CHARACTERIZATION OF NEW BIOLOGICAL FUNCTIONS AND POST-TRANSLATIONAL
MODIFICATIONS OF THE SPLICING FACTOR SC35 IN LUNG CARCINOMA CELL MODELS

The protein SC35 belongs to the SR (Ser/Arg-rich) proteins family known to be key regulators of
alternative and constitutive splicing. The activity of these proteins is largely controlled by phosphorylation.
While some data have provided evidence that expression of SR proteins is deregulated during the carcinogenesis
process, little is known about the cellular signaling networks that control SR proteins expression and/or activity
in cancer cells. For the first time, we demonstrate that SC35 is an acetylated protein. This post-translational
modification involves the acetyltransferase Tip60 and the deacetylase HDAC6. We also provide evidence that
phosphorylation/acetylation signaling networks are closely connected to control SC35 expression level and
activity. Finally, we demonstrate that these post-translational modifications of SC35 are critical to induce
apoptosis in response to genotoxic stresses as well as to trigger senescence in response to sodium butyrate, a
histone deacetylase inhibitor, in various human lung carcinoma cell lines. The protein E2F1 is a transcription
factor involved in the control of cellular proliferation through its requirement for G1/S phase transition and S
phase progression and also for the apoptotic process. In the laboratory, we previously identified the protein SC35
as a new direct transcriptional target of E2F1 and demonstrated that both E2F1 and SC35 proteins cooperate to
mediate apoptosis in response to genotoxic stresses. Here, we demonstrate that SC35 also governs the entry and
progression into S phase by controlling some E2F1-target genes involved in this setting, such as cyclin E. We
provide evidence that the PI3K/AKT signaling pathway is involved in the control of cyclin E expression
mediated by both E2F1 and SC35 proteins, notably through the phosphorylation of SC35. We finally describe a
direct correlation between cyclin E and P-SC35 protein expression in a series of neuroendocrine lung tumors.
Taken together, these results unravel new cellular signaling pathways to control functions of SC35 and open new
prospects for the biological consequences of the deregulation of SC35 expression in lung cancer.

Key words : SC35, acetylation, genotoxic stress, E2F1, lung cancer.
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