N
N

N

HAL

open science

TIF1gamma, nouveau régulateur négatif de la voie de
signalisation du TGFbeta
Laurent Fattet

» To cite this version:

Laurent Fattet. TIFlgamma, nouveau régulateur négatif de la voie de signalisation du TGFbeta.
Biologie cellulaire. Université Claude Bernard - Lyon I, 2013. Francais.

tel-01169709

HAL Id: tel-01169709
https://theses.hal.science/tel-01169709
Submitted on 30 Jun 2015

HAL is a multi-disciplinary open access
archive for the deposit and dissemination of sci-
entific research documents, whether they are pub-
lished or not. The documents may come from
teaching and research institutions in France or
abroad, or from public or private research centers.

L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
destinée au dépot et a la diffusion de documents
scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
émanant des établissements d’enseignement et de
recherche francais ou étrangers, des laboratoires
publics ou privés.

NNT: 2013LYO10038 .


https://theses.hal.science/tel-01169709
https://hal.archives-ouvertes.fr

W

Université Claude Bernard \Lyon 1 UNIVERSIT% D= LLyON

///

N° Ordre : 38 - 2013
Année 2013

THESE DE L’UNIVERSITE DE LYON
Délivrée par

L’UNIVERSITE CLAUDE BERNARD LYON 1

ECOLE DOCTORALE BMIC

DIPLOME DE DOCTORAT

(arrété du 7 aolt 20006)

soutenue publiquement le 28 mars 2013

par

Laurent FATTET

TITRE :

TIF1ly, NOUVEAU REGULATEUR NEGATIF DE LA VOIE

DE SIGNALISATION DU TGFf

JURY :

Pr Alain PUISIEUX (Président du Jury)
Dr Marc PIECHACZYK (Rapporteur)
Dr Célio POUPONNOT (Rapporteur)
Dr Jean-Jacques FEIGE (Examinateur)
Dr Paul-Henri ROMEO (Examinateur)
Dr Ruth RIMOKH (Directrice de thése)



UNIVERSITE CLAUDE BERNARD - LYON 1

Président de I’Université M. Francois-Noél GILLY
Vice-président du Conseil d’ Administration M. le Professeur Hamda BEN HADID
Vice-président du Conseil des Etudes et de la Vie Universitaire M. le Professeur Philippe LALLE

Vice-président du Conseil Scientifique M. le Professeur Germain GILLET

Secrétaire Général M. Alain HELLEU

COMPOSANTES SANTE

Faculté de Médecine Lyon Est — Claude Bernard Directeur : M. le Professeur J. ETIENNE
Faculté de Médecine et de Ma'l'eutique Lyon Sud — Charles Administrateur provisoire : M le Professeur G
Meérieux KIRKORIAN

UFR d’Odontologie Directeur : M. le Professeur D. BOURGEOIS

Institut des Sciences Pharmaceutiques et Biologiques Directeur : Mme la Professeure C. VINCIGUERRA
Institut des Sciences et Techniques de la Réadaptation Directeur : M. le Professeur Y. MATILLON

Département de formation et Centre de Recherche en Biologie Directeur : M. le Professeur P. FARGE
Humaine

COMPOSANTES ET DEPARTEMENTS DE SCIENCES ET TECHNOLOGIE

Faculté des Sciences et Technologies Directeur : M. le Professeur F. De MARCHI
Département Biologie Directeur : M. le Professeur F. FLEURY
Département Chimie Biochimie Directeur : Mme le Professeur H. PARROT
Département GEP Directeur : M. N. SIAUVE

Département Informatique Directeur : M. le Professeur S. AKKOUCHE
Département Mathématiques Directeur : M. le Professeur A. GOLDMAN
Département Mécanique Directeur : M. le Professeur H. BEN HADID
Département Physique Directeur : Mme S. FLECK

Département Sciences de la Terre Directeur : Mme la Professeure I. DANIEL

UFR Sciences et Techniques des Activités Physiques et Sportives Directeur : M. C. COLLIGNON

Observatoire de Lyon Directeur : M. B. GUIDERDONI

Polytech Lyon Directeur : M. P. FOURNIER

Ecole Supérieure de Chimie Physique Electronique Directeur : M. G. PIGNAULT

Institut Universitaire de Technologie de Lyon 1 Directeur : M. C. VITON

Institut Universitaire de Formation des Maitres Directeur : M. R. BERNARD

Institut de Science Financiére et d'Assurances Directeur : Mme la Professeure V. MAUME-
DESCHAMPS



Remerciements

Avant que vous ne commenciez a lire ma thése (parce que si vous en &tes aux
remerciements c’est que vous allez enchainer sur les quelques 200 pages qui suivent !!!), je

tiens a vous remercier tous et en particulier. ..

... les membres du Jury, dont le Pr Alain Puisieux pour avoir accepté de présider mon jury,
ainsi que Dr Paul-Henri Roméo, Dr Marc Piechaczyk et Dr Célio Pouponnot pour avoir
accepté de juger mon travail de these. Je tiens a remercier tout particulierement le Dr Jean-
Jacques Feige pour avoir suivi [’avancée de ma theése, pour avoir accepté de juger mon
travail de these et pour m’avoir grandement aidé dans ma recherche de Postdoc.

... Ruth bien sir, pour m'avoir encadré et pour m’avoir permis de participer a plusieurs
projets, collaborations qui m’ont permis de me diversifier et d’ouvrir ma vision au dela de
TIF1y. Tu auras été ma « maman » scientifique pendant ces 5 années au cours desquelles je
me suis construit en tant que chercheur méme s’il me reste beaucoup de travail ! Merci pour
toutes ces discussions, scientifiques ou pas, et pour tous tes conseils qui m’ont beaucoup
apporté depuis mon M2. J’espere t’avoir rendu la pareille en te dépannant quand tu avais des
soucis avec ton iPhone ou ton Mac ! Merci aussi de m’avoir laissé faire du monitorat, en
prenant du temps sur ma these, j'ai pu ainsi me rendre compte par moi-méme que je ne
voulais faire QUE de la recherche.

... toute la nouvelle équipe RRGG, et oui il n’y a plus de RR et de GG, il n’y a plus de rouges
et de jaunes, il n’y a plus de Kanak et de Mowak, la réunification a eu lieu il y a 2 ans ! Il ne
reste plus beaucoup d’ex-RR, mais merci a Cédric, dit le brésilien de Clermont, pour ton
expertise murine ainsi que pour tes théories et explications rocambolesques mais
passionnantes. Merci Thibaut pour toutes tes vannes encore plus pourries que les miennes et
pour m’avoir fait découvrir le monde de [’ovaire | Merci a Stéphane pour ton aide précieuse
et merci de t’étre acharné sur feu-RBPMS, je ne pensais pas qu’une énigme pouvait te
résister | Merci Ivan pour les multiples fois ou je t’ai demandé des conseils ou des outils.
Merci Rudy, le king de la migration, pour la petite blague du matin qui donne bien envie de
vomir, j'oublierai jamais tes « tu veux des bisous ? » | Merci les gars Ben et Julien, les
biochimistes de [’extréme, pour vos conseils et vos connaissances impressionnantes. Vous
étes vraiment cools pour des gens qui travaillent sur le Zébra ! et je suis sur que vous irez
loin comme on dit. C’est bave hein ?! Et j'oubliais AN qui m’a fait découvrir les pizzas de
Lorenzo. Merci aussi a Philippe, Jonathan et Germain, bref une belle équipe. Mathieu, tu
m’as bien fait rire pendant cette période de rédaction tu es de loin mon meilleur M2 (rien a
voir avec le fait que tu sois mon premier) et en plus tu geres les présentations en anglais
comme personne ! Je ne sais pas si je serai la quand tu passeras la *** mais en tout cas je te
souhaite de faire partie des *** winners (a prononcer a la Soleilmane)



... les Corbo avec qui on forme un peu aussi une grande équipe (mais chacun garde ses
plaques de WB ). Vous étes toujours serviables et sympathiques, a l'image de votre italienne
de chef. Merci Laura d’étre toujours souriante, tes « Et alorrrrs ? » vont me manquer !

... les « 2013, année de la theése » dont Coralie la fouine, future compatriote, et fournisseur
officiel de conseils duolink, merci d’étre toujours aussi gaffeuse et curieuse ! Oui Dr Chapi je
te mets dans cette section parce qu’on a commencé tout ¢a tous ensemble | Et Cléement qui
m’impressionne aussi bien dans un labo que dans la neige la nuit en asics. Merci grace a toi
J’ai appris a souffrir et a me dépasser, je tenterai la croqueuse un de ces jours !

PISPB et surtout Stéphanie, Caroline et Marie, vous m’avez permis de tester mes
aspirations pédagogiques pendant 3 années au cours desquelles j’ai pu apprécier vos qualités
humaines et pédagogiques.

les meilleurs du Cheney A dont Dardenne, tu m’as appris plein de choses sur
[’éssipage...euh non l’épissage ! Tu es vraiment quelqu 'un de bien, je te souhaite une grande
carriere. J'espere qu’on aura rapidement l’occasion de golfer avec l’océan Pacifique comme
obstacle d’eau | Marion toi aussi tu mérites une belle these aussi remplie que ton dressing, et
je te remercie pour tous les films pourris que je n’aurai jamais découverts sans toi ! Du
Cheney A au CMU il n’y a qu’un pas, merci mon ami suisse d’étre la, d’étre toi, une personne
sur qui je peux compter, bref je te souhaite plein de bonnes choses mon p’tit Joey. J'ai qu une
chose a dire : prenez vos billets d’avion !

. ceux que j'ai cotoyés, au 4" et ailleurs, qui m’ont aidé, que j'ai aidés, comme Cécile,
Muriel, Farida, Juliette, Soleilmane, Thibault (ou [’homme qui dit « Salut » 15 fois par jour !),
Elo, Rémi, Chloé, Ribogab, tous les moutons, Julie, Paul, Evelyne, Sophie, Christophe,
Annabelle...et Marie pour m’avoir fait découvrir les joies des ateliers de I'THOP... et les
anciens Anne-So, Alexia, Karen, Didine, Guigui...

. ma p’tite Kolytch, on a partagé de bons moments quand tu étais encore ici, et de bonnes
pintes et du bon sauc’ quand tu es devenue Dr ! Merci de toujours me soutenir et de toujours
avoir les mots qui vont bien, les Hauts-Savoyards sont quand méme géniaux !

... mes deux grosses peutates, dont Berth, ma grimpeuse préférée, avec qui on passe toujours
de bons moments depuis les bancs de la fac, et Flo qui m’a montré la voie de la sagesse en
bouclant magistralement une thése de GlucNac ! Bravo mon ami je te rejoins bientot. Et
surtout ne changez pas, je vous kiffe !

... tous ceux qui ne comprennent pas trop pourquoi je viens de passer 5 ans a mélanger des
Sumos et des cellules mais qui sont heureux de me voir heureux, je vous aime tous et je vous
remercie de m’encourager jour apres jour, maman, papa, Cyril et toute ma famille, ainsi que
toute ma belle-famille, la confiance team et leur super-sucre !

. et bien sur Emilie, je te remercie d’étre la depuis 5 ans, de me supporter méme pendant
cette periode de stress et sache que « la distance rend toute chose infiniment plus précieuse ».

La these c’est comme le golf,
« le golf n’est pas un jeu ou il faut se presser, il faut laisser entrer en soi la richesse du sport » (Catherine Lacoste)



RESUME

Le TGFp intervient dans la régulation de nombreux processus cellulaires comme la
prolifération, la différenciation, la migration, 1’apoptose, du développement embryonnaire
jusqu’a la vie adulte. Le TGFpP est aujourd’hui bien décrit pour son réle de suppresseur de
tumeur de par ses activités anti-prolifératives et pro-apoptotiques, en particulier sur les
cellules épithéliales. Cependant, au cours de la progression tumorale, le TGFf} devient un
promoteur de tumeur en favorisant I’angiogenese, 1’échappement de la tumeur vis-a-vis du
systeme immunitaire et en induisant la transition épithélio-mésenchymateuse.

Aprés fixation du ligand TGFf, le complexe de récepteurs active les protéines
cytoplasmiques Smad2 et Smad3 qui s’associent a Smad4 pour former le complexe
transcriptionnel qui se transloque alors dans le noyau pour réguler la transcription de
nombreux genes cibles. Récemment, la protéine TIF1y a été décrite pour intervenir dans la
régulation négative de la voie du TGFf, en monoubiquitinant Smad4 ou en interagissant avec
Smad2/3 en compétition avec Smad4.

Cette voie de signalisation devant étre finement contrélée pour cibler son action en
fonction du contexte cellulaire, nous analysons ici la régulation des interactions fonctionnelles
entre la voie canonique du TGFf et la protéine TIF1y. Dans cette étude, nous montrons que
TIF1y agit comme un régulateur négatif des fonctions de Smad4 dans la voie de signalisation
du TGFf au cours du processus de transition épithélio-mésenchymateuse et au cours de la
différenciation terminale des cellules épithéliales mammaires et de la lactation. Nous étudions
¢galement la SUMOylation de TIFly comme nouveau niveau de régulation de la réponse
cellulaire au TGFP. Nous avons ainsi caractérisé les sites fonctionnels de SUMOylation de
TIF1y et montré que cette modification post-traductionnelle inhibe la formation du complexe
transcriptionnel Smad et est nécessaire pour réguler temporellement la résidence de Smad4 au
niveau du promoteur de génes cibles du TGFf. Nos résultats montrent le role important de la
SUMOylation de TIF1y dans la régulation de la transition épithélio-mésenchymateuse induite
par le TGF.

En conclusion, notre travail met en avant le réle majeur de TIF1y dans la régulation de
la réponse transcriptionnelle au TGFp. De plus, nous montrons que la SUMOylation de TIF1y

est nécessaire a son activité répressive sur Smad4.



ABSTRACT

TIF1y, a new negative regulator of TGF signaling

The cytokine TGFP regulates several cellular processes such as proliferation,
differentiation, migration and apoptosis, from embryonic development to adulthood. TGFf is
well described for its tumor suppressor role through antiproliferative and proapoptotic
activities, in particular in epithelial cells. During tumor progression however, TGF3 becomes
a tumor promotor, favoring angiogenesis, immune suppression and inducing the epithelio-
mesenchymal transition.

Binding of TGFf ligand to its receptors activate cytoplasmic messenger Smad2 and
Smad3 to complex with Smad4 and shuttle into the nucleus to regulate TGFp target genes
expression. Recently, TIF1y has been described as a new negative regulator of TGFf
signaling, through monoubiquitination of Smad4 or direct competition with Smad4 to bind
activated Smad2/3.

This signaling pathway has to be finely tuned to target an action dependent on a
cellular context, which is why we analyze here the regulation of functional interactions
between the TGFf canonical signaling and TIF1y. In this study, we show that TIF1y acts as a
negative regulator of Smad4 functions in TGFp signaling during the epithelio-mesenchymal
transition and during terminal differentiation of mammary epithelial cells and lactation. We
are also interested in studying TIF1y SUMOylation as additional level of regulation of cell
response to TGFP. Thus we characterized four functional SUMOylation sites in TIF1y and we
found that this post-translational modification inhibits the formation of Smads transcriptional
complex and is needed to temporally restrict Smad4 residence on the promoter of TGF[} target
genes. Our results show the critical role of TIF1y SUMOylation in the regulation of TGFf3-
induced epithelio-mesenchymal transition.

As a conclusion, our study unveils the major role of TIF1y in the regulation of TGFf
transcriptional responses. Moreover, we show that TIF1y requires SUMOylation to exert its

repressive activity on TGFf signaling.
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INTRODUCTION

I - La superfamille du TGFp

Depuis la découverte du premier membre de la superfamille du Transforming Growth
Factor p au début des années 1980, de trés nombreux autres membres ont été identifiés et
caractérisés chez les Vertébrés et les Invertébrés. Chez les Mammifeéres, la famille du TGFp
régule différentes fonctions cellulaires telles que la croissance cellulaire, la différenciation,
I’adhésion, la migration et D’apoptose. Le TGFf joue un rdle essentiel durant le
développement embryonnaire, notamment pour la spécification des différents feuillets
ectodermique, mésodermique et endodermique, et également un role important pendant la vie
adulte. Les rdles pléiotropes des membres de la superfamille du TGFf font que ces molécules
sont associées a de nombreuses pathologies comme la fibrose rénale ou hépatique, des
maladies auto-immunes, différents syndromes et jouent un réle majeur dans le développement

de cancers.

A - Les différents membres

La superfamille du TGFf regroupe un grand nombre de facteurs présentant des
homologies de séquence et de structure, qui agissent comme des régulateurs multifonctionnels
d’une pléiade de processus biologiques. Le premier membre, identifi¢ en 1982, a été appelé
TGFP pour sa capacité a induire (ou « transformer ») la croissance de colonies de fibroblastes
murins NIH3T3 en culture en agar mou (Anzano ef al, 1982). Depuis, plus de 40 membres de
cette famille ont été décrits (Figure 1), avec leur structure commune caractéristique composée
de sept résidus Cystéine au sein de leur domaine actif, ce qui correspond a la région carboxy-
terminale. Cet arrangement d’acides aminés permet la formation d’une structure secondaire
caractéristique : trois ponts disulfure au sein du peptide et un autre pont disulfure permettant
la dimérisation.

La comparaison des séquences des domaines biologiquement actifs des différents
membres a permis de réaliser une classification de la superfamille du TGFf (Tableau 1) qui
inclut les Bone Morphogenetic Protein BMP4 et BMP2 (ainsi que son homologue chez la

Drosophile, Dpp) et tous les autres membres qui divergent de cette sous-famille. La sous-
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famille BMP5 est impliquée dans le développement et la neurogenese, la sous-famille GDF5
(Growth and Differentiation Factor 5) régule la formation des cartilages, la sous-famille Vgl
régule I’induction du mésoderme (Kingsley, 1994), la sous-famille BMP3 est impliquée dans
la différenciation et la formation des os, les membres intermédiaires qui comprennent Nodal
joueraient un réle complémentaire aux BMPs durant I’embryogenése (Hogan, 1996), la sous-
famille des Activines et celle des TGFf auraient plutdt un role tardif durant I’embryogenése
et dans 1’organisme mature. Les membres de la famille TGFf agiraient comme inhibiteurs de
la prolifération des cellules épithéliales, mais aussi comme modulateurs de la réponse
immunitaire, des fonctions hématopoiétiques et d’autres processus biologiques (Massague,
1998). Les Activines, découvertes pour leur role dans le développement de 1’axe endocrinien
et reproductif, sont aussi impliquées dans la prolifération cellulaire, I’apoptose et la
carcinogenese (Chen ef al, 2006b). La superfamille du TGFf comprend également la famille
des membres distants comprenant I’AMH (Anti-Miillerian Hormone ou MIS pour Miillerian
Inhibiting Substance), 1’inhibine a et le GDNF (Glial cell-Derived Neurotrophic Factor),

impliqués respectivement dans la régulation de 1’axe reproductif ou de la survie neuronale.

A -1 - La famille du TGFp

A ce jour six membres ont été décrits (TGFP1 a 6) et présentent un degré d’homologie
variable (de 70 a 80%). Seules les isoformes TGF@1, TGFPB2 et TGFP3 sont exprimées chez
les Mammiferes, le TGFP1 étant le plus commun et exprimé de maniere ubiquitaire, alors que
les autres isoformes présentent une expression plus retreinte. Par exemple, le TGFp4 serait
spécifiquement exprimé chez le poulet et TGFB5 chez le Xénope (Kondaiah ef al, 1990), ce
qui suggére que ces deux isoformes seraient des orthologues du TGFB1 humain (Burt & Law,
1994; Halper et al, 2004). Le TGFB6 a récemment été identifié chez le Poisson, son
expression dans le muscle squelettique étant régulée par 1’état de nutrition (Funkenstein et al,
2010).

Les différentes isoformes sont encodées par des genes distincts et leurs expressions sont
régulées a la fois suivant le stade de développement et suivant le tissu. Le gene TGFfI est
localis¢ au niveau du locus 19ql13 (Fujii et al, 1986), le TGFB2 au niveau du locus
1g41(Barton et al, 1988) et le TGF3 au niveau du locus 14q24 (Barton et al, 1988; Dijke et
al, 1988). L’ARN messager (ARNm) du TGFf1 est exprimé dans les cellules endothéliales,

les cellules hématopoiétiques et les cellules du tissu conjonctif ; ARNm du TGFp2 est
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exprimé dans les cellules épithéliales et neuronales; et ’ARNm du TGFP3 est surtout
exprimé dans les cellules mésenchymateuses. Pendant le développement, les TGFpB1 et
TGF3 sont exprimés rapidement dans les structures subissant la morphogenése, et le TGF32
est exprimé plus tardivement dans les épithélia différenciés et matures (Taipale et al, 1998).
Ces trois isoformes sont fortement conservées chez les Mammiferes, ce qui suggere une
fonction biologique importante pour chacune des isoformes. Ces isoformes différent dans leur
affinité de liaison pour les récepteurs au TGFf, et la délétion des différentes isoformes chez la
souris se traduit par différents phénotypes. L’inactivation du geéne 7gff/ est embryonnaire
létale ou conduit a I’apparition de syndromes auto-immuns et multi-inflammatoire au niveau
du cceur, des poumons et de 1I’estomac, induisant la mort des embryons dans les trois semaines
aprés leur naissance (Shull er al, 1992). L’inactivation du gene rgfB2 est également
embryonnaire 1étale ou provoque des cyanoses ou des malformations séveres et fatales des
organes vitaux (Sanford et al, 1997). L’inactivation du geéne #gffi3 induit de sérieuses
malformations cranio-faciales et pulmonaires et se traduit par une mort rapide des souriceaux
(Kaartinen et al, 1995). De plus, des polymorphismes dans le géne zgf33 sont liés a des

malformations du palais chez ’Homme (Lidral et al, 1998).

A-2-Le TGF1

L’ADN complémentaire du TGFf1 a été cloné puis séquencé par 1’équipe de Derynck
en 1985 a partir de plaquettes sanguines (Derynck et a/, 1985). Le géne TGFf1, localis¢ au
niveau du locus 19q13, est constitué¢ de 7 exons et 6 introns (Derynck et a/, 1987). L’étude
des régions promotrices du gene 7GFI a montré I’'implication du facteur de transcription
dimérique AP-1 (composé des protéines c-Fos et c-Jun) dans la régulation de la boucle
d’auto-induction du TGFp1 (Kim ez al, 1990). De plus, les niveaux intracellulaires d’espéces
réactives de I’oxygeéne (ROS) réguleraient 1’activité d’AP-1, notamment pour le controle des
niveaux de TGFB1 (Gonzalez-Ramos et al, 2012). Récemment, 1’équipe de Fraser a identifié
un mécanisme de régulation post-transcriptionnel médié par un microARN (miR-744) qui
ciblerait la partie 3’-non-traduite (3’-UTR) de I’ARNm du TGFp1 (Martin et al, 2011).

Comme tous les autres membres de la famille, le TGFP1 est synthétisé en tant que
domaine carboxy-terminal d’une forme précurseur qui est clivée, avant sécrétion, dans la

cellule (Figure 2). Ainsi, la plupart des cellules sécretent un TGFf1 sous une forme
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biologiquement inerte : le pré-pro-TGFpP1l. Ce propeptide de 390 acides aminés est
rapidement clivé et séparé de la séquence signal de 29 acides aminés (Figure 2). Ensuite, la N-
glycosylation de trois sites (résidus 82, 136 et 176) permet la sécrétion du propeptide de 361
acides aminés. Dans ’appareil de Golgi, une endopeptidase de type furine convertase réalise
le clivage entre les résidus 278 et 279 (motif de clivage R-H-R-R) pour donner le monomeére
de TGFR1 de 112 acides aminés qui est capable de se dimériser pour former I’homodimére
actif de 25kDa (Dubois et al, 1995). La partie N-terminale clivée est également capable de
s’homodimériser, grace a la formation de ponts disulfure, pour former le LAP (Latency
Associated Peptide). L’association du dimere de TGFP1 et du LAP par des liaisons
hydrogenes non-covalentes permet la mise en place du petit complexe latent (Figure 2),
nécessaire a la sécrétion, au transport et a la protection du TGFB1 (Lopez ef al, 1992; Sha et
al, 1991). Bien que LAP soit détruit dans le processus d’activation du TGFf1, cette protéine
conserve son effet de piéger le TGFB1, comme le montre 1’expression de protéine LAP
recombinante ou son injection dans la souris qui inhibe I’action endogene du TGFp1
(Bottinger et al, 1996).

Le troisieme composant du complexe latent est une glycoprotéine soluble de haut
poids moléculaire nommée LTBP (Latent TGFB1-Binding Protein) liée a LAP ; I’ensemble
forme le grand complexe latent. La LTBP n’est pas requise pour la latence du complexe mais
serait importante pour le repliement du TGFf1, la sécrétion, le stockage et I’ancrage dans la
matrice extracellulaire et I’activation du complexe latent (Annes et a/, 2003; Miyazono et al,
1991). La LTBP existe sous différentes formes générées par épissage alternatif de deux
genes : les formes courte et longue de LTBP-1 (Olofsson ef al, 1995) et LTBP-2 (Moren et al,
1994). La LTBP se structure en répétitions EGF (Epidermal Growth Factor) et en motifs
riches en résidus Cystéines (8 résidus Cystéine) organisés de manicre a former des structures
fibrillaires permettant la liaison a LAP par ponts disulfure (Lack et a/, 2003) et a d’autres
protéines de la matrice extracellulaire (Figure 3) telles que le collageéne, la fibronectine,
I’¢lastine ou la fibrilline (Saharinen et al, 1996; Isogai et al, 2003; Unsdld et al, 2001;
Zilberberg et al, 2012).

Les mécanismes d’activation du TGF latent, qui est une étape cruciale pour permettre
a cette cytokine d’exercer son role biologique, sont encore mal définis. Plusieurs facteurs ont
été impliqués dans ce processus, comme la cascade d’activation des plasminogénes, la
thrombospondine (TSP-1) ou I’addition de mannose-6-phosphate (Man-6-P) (Ghahary et al,

1999). Récemment, cette derniére voie a ¢té mise en doute par une étude biochimique
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montrant que I’activation du TGFf1 latent n’est pas liée directement a I’addition de Man-6-P
(Barnes et al, 2012). La voie de la TSP-1 semble étre privilégiée ; il s’agit d’une protéine
homotrimérique sécrétée capable d’activer in vitro et in vivo le TGFf latent grace a des
modifications conformationnelles de LAP (Schultz-Cherry & Murphy-Ullrich, 1993;
Crawford et al, 1998). La voie des intégrines serait également importante pour 1’activation de
la cytokine. En effet, une étude biophysique montre que la force cellulaire permettrait
I’activation du TGFP latent grace a la transmission mécanique entre LAP, la matrice
extracellulaire et les intégrines de forte affinit¢ pour LAP (Buscemi ef al, 2011). Enfin, la
libération du dimere de TGFP1 actif peut aussi étre réalisée par I’action d’enzymes de type
plasmines (Lyons et a/, 1990) ou de métalloprotéinases de type MMP2 ou MMP9 (Yu &
Stamenkovic, 2000).

L’expression ubiquitaire des récepteurs au TGFf nécessite un contrdle fin des
mécanismes d’activation du TGFf. Ces données assurent le maintien d’un pool de TGFp
inactif dans la matrice extracellulaire, qui peut facilement étre activé pour permettre une

réponse rapide des cellules sans syntheése de novo.
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B - La voie canonique du TGFf

La voie classique permettant la transduction du signal apporté par le ligand TGFf
jusque dans le noyau, appelée voie de signalisation canonique du TGFp, fait intervenir les
protéines Smad. Dés 1995, il a été montré que la mutation du gene mad chez la Drosophile
réprimait le morphogéne Dpp (Decapentaplegic), homologue du TGFp, chez I’embryon. Ce
géne code pour la protéine MAD (Mother Against Dpp) qui est requise pour transmettre
I’information en aval des récepteurs a Dpp (Sekelsky et al, 1995). Parallélement des études
chez le Nématode Caenorhabditis elegans ont permis d’identifier des mutants sma présentant
le méme phénotype que les mutants daf-4 (codant pour I’homologue du récepteur au TGFf de
type 1). Il a ainsi été suggéré que les protéines Sma interviennent dans la cascade de
signalisation en aval des récepteurs (Savage et al, 1996). Par la suite, au moins huit génes
homologues a Mad et sma ont été identifiés chez le Xénope, la Souris et ’Homme. Le nom
« Smad » a alors été introduit pour désigner les homologues de Mad et sma chez les Vertébrés.
Les 8 membres de la famille de protéines Smad identifiés chez les Mammiféres ont été

organisés en trois groupes suivant leur structure et leurs fonctions.

B — 1 - Les récepteurs au TGFf

La transduction du signal TGFf nécessite la collaboration de deux types de récepteurs.
I1 existe donc le récepteur de type I ou TRRI, également appelé ALKS (Activin receptor-Like
Kinase 5) et le récepteur de type II (TPRII). Il existe différentes isoformes pour chacun des
récepteurs (7 isoformes pour TPRRI et 5 isoformes pour TPRII), ayant toutes une structure
commune composée d’un domaine N-terminal extracellulaire riche en résidus Cystéine, une
région transmembranaire et un domaine C-terminal intracellulaire possédant [’activité
Sérine/Thréonine kinase caractéristique. La transduction du signal TGFp est également
régulée par différents co-récepteurs tels que le récepteur de type III (TPRIII ou B-glycan) ou
I’Endogline qui modulent la disponibilité du ligand et la réponse des récepteurs.

Le ligand TGFP va pouvoir initier un signal intracellulaire en liant un complexe
hétérotétramérique constitué de deux récepteurs TPRI et deux récepteurs TRRII. Pour cela, la
liaison du ligand TGF sous forme dimérique stabilise I’interaction d’un dimere de TPRRII
avec deux molécules de TPRI. Ce rapprochement permet aux domaines kinase de TPRII de

phosphoryler les domaines GS (domaine riche en résidus Glycine et Sérine)
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juxtamembranaires de TRRI. A I’état basal, I’inhibiteur FKBP12 (FK506 Binding Protein) est
associ¢ au domaine GS du récepteur TPRI et le maintient dans un état inactif (Chen et al,
1997). La trans-phosphorylation de TPRI par TPRII déclenche un changement
conformationnel de TPRI, qui active le domaine kinase de TPRI et parallelement releve
I’inhibition par FKBP12. Le domaine GS de TPRI ainsi phosphorylé définit alors une surface

d’interaction avec le domaine MH2 des protéines Smad2 et Smad3 (Figure 4).

B — 2 - Les différentes Smads

Le sous-groupe des protéines Smad régulées par les récepteurs (R-Smad) comprend
les protéines Smad2 et Smad3 pour la voie de signalisation du TGFp et les protéines Smadl,
Smad5 et Smad8 pour la voie des BMP qui sont respectivement les substrats des récepteurs
TPRI et BMPRI (Type I BMP Receptor). Les récepteurs de type I activés par le ligand
extracellulaire recrutent les R-Smads et, grace a leur activité kinase, phosphorylent leur
extrémité C-terminale pour permettre la transduction du signal (Attisano & Wrana, 1998;
Massague, 1998).

La protéine Smad4 constitue un sous-groupe appelé Co-Smad (Common-Smad) et est
commune a la signalisation du TGFp, des Activines et des BMP. Structuralement proche des
R-Smads, la protéine Smad4 ne possede pas la séquence située en C-terminal nécessaire a la
phosphorylation par les récepteurs. Smad4 sert de partenaire protéique aux R-Smads activées
en formant un complexe hétéro-trimérique stable responsable de la transduction du signal
dans le noyau (Zhang et al, 1996; Lagna et al, 1996).

Enfin, les protéines Smad6 et Smad7 appartiennent au sous-groupe des I-Smads
(Inhibitory-Smad). Ces protéines divergent des autres Smads, tant au niveau de la structure de
leurs régions N-terminales que de leurs fonctions dans la signalisation. En effet, les protéines
Smad6 et Smad7 inhibent les voies des BMP, des Activines et du TGFf en empéchant
notamment le recrutement et 1’activation des R-Smads par les récepteurs (Imamura et al,

1997; Nakao et al, 1997a).

B — 3 - Structure des protéines Smad

Les protéines Smad sont structurées en deux domaines d’homologie en N-terminal et
en C-terminal, appelés respectivement domaines MHI1 et MH2 (Mad-Homology), reliés par

un domaine Linker, riche en résidus Proline, peu conservé (Figure 5). Ces domaines, qui ne
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présentent aucun module protéique déja caractérisé, n’ont pas d’activité enzymatique
intrinséque mais fonctionnent en contrdlant les interactions entre les protéines et/ou avec
I’ADN.

Le domaine MHI, trés conservé mais absent des protéines I-Smad, confére aux R-
Smads leur capacité a lier I’ADN. Par exemple, la structure tridimensionnelle du domaine
MHI de la protéine Smad3 révele 4 hélices a, 6 feuillets f et 5 boucles qui permettent un
repli globulaire compact capable de fixer le grand sillon de I’ADN (Shi et al, 1998). Ainsi, le
complexe R-Smads/Co-Smad activé peut reconnaitre au niveau des promoteurs de genes
cibles du TGFf des ¢léments de réponses spécifiques appelés SBE (Smad Binding Element),
composés de cing paires de bases (CAGAC). Il a cependant été montré que la protéine Smad2,
bien que possédant le domaine MHI1, ne peut pas lier directement ’ADN, du fait de la
présence d’une courte séquence de 30 acides aminés qui empéche la formation de la structure
en épingle a cheveux a la liaison a ’ADN (Dennler et al, 1999). Cette différence entre Smad2
et Smad3 pourrait expliquer les effets pléiotropes du TGFf. Le domaine MHI1 permet
également aux R-Smads d’interagir avec des co-régulateurs transcriptionnels, ce qui
pourraient leur permettre de réguler des genes cibles différents selon le contexte. Le domaine
MHI est enfin caractérisé¢ par la présence du NLS (Nuclear Localization Signal) qui est
responsable de la translocation nucléaire du complexe R-Smads/Co-Smad activé pour réguler
la transcription de genes cibles (Reguly & Wrana, 2003). De plus, une caractéristique
intéressante du domaine MH1 est son role d’inhibition de la transduction du signal a I’état
basal. En effet, il a été rapporté qu’en absence de TGFf, les domaines MH1 et MH2 peuvent
interagir, ce qui provoque un repliement des R-Smads, empéchant la formation d’hétéro-
oligomeres avec Smad4 (Hata ef al, 1997). La phosphorylation par TBRI serait nécessaire et
suffisante pour relever cette inhibition (Massague, 1998).

Le domaine MH2 est le domaine effecteur de la transduction du signal puisqu’il est
responsable de 1’activité d’activation de la transcription des Smads (Liu et al, 1996). Ce
domaine régit également les interactions avec de nombreuses protéines comme le récepteur au
TGFp de type I, la protéine adaptatrice SARA ou des co-régulateurs transcriptionnels tels que
P300/CBP ou Ski. Une caractéristique importante du domaine MH2 est qu’il comprend le site
de phosphorylation par le récepteur TPRI a I’extrémité C-terminale (Nakao ef al, 1997b). La
phosphorylation du motif SSXS des R-Smads par TPRRI est le déclencheur de la transduction
du signal jusque dans le noyau. Ce motif SXSS, spécifique des R-Smads, est absent de la

séquence de Smad4 et des I-Smads, qui ne peuvent pas étre phosphorylées par TRRI. Les R-
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Smads alors activées peuvent, grace a leur domaine MH2, former un hétéro-oligomere avec la
Co-Smad Smad4 qui pénetre dans le noyau.

Enfin, le domaine Linker, peu conservé entre les différentes Smads, contient plusieurs
sites de phosphorylation par les protéines des voies non-canoniques telles que des MAPK,
responsables de I’inhibition de I’activité des Smads. Un motif riche en résidus Proline, appelé
motif PY, est cependant conservé entre différentes Smads et permet I’interaction avec des

protéines régulatrices telles que 1’'ubiquitine ligase Smurfl (Zhu et a/, 1999).

B — 4 - Activation, translocation nucléaire et activité transcriptionnelle

La présence du ligand TGF[ dans le milieu extracellulaire entraine le recrutement et la
phosphorylation de TBRI par TRRII. Le signal apporté par le TGFP doit alors étre transduit
jusqu’au noyau grace a une cascade d’éveénements qui nécessite la coopération entre R-Smads
et Co-Smad (Figure 6). Dans un premier temps, la phosphorylation du motif SXSS par TBRI
activé déclenche le dépliement des domaines N-terminal et C-terminal des R-Smads qui, ainsi
activées, peuvent se complexer a Smad4 pour former un complexe hétéro-trimérique (Chacko
et al, 2004). Il y a alors translocation du complexe actif dans le noyau grace a la collaboration
directe de protéines constituant les pores de 1’enveloppe nucléaire telles que des
nucléoporines (Xu et al, 2002).

Dans le noyau, le complexe actif va cibler les promoteurs des génes cibles. La liaison
directe des Smads a ’ADN a ét¢ montrée pour Smad3 et Smad4 (Dennler et al, 1998).
Cependant, les protéines Smad lient ’ADN avec une faible affinité et une faible spécificité,
c’est pourquoi elles ont de nombreux partenaires nucléaires pour réguler de manicre
spécifique et efficace la transcription des genes cibles du TGFp. Il semble de plus en plus
¢vident que la régulation de la transcription d’un gene dépend d’un code promoteur, lu par
plusieurs co-régulateurs qui interagissent. Ainsi, a proximité des SBE, on retrouve
fréquemment des séquences conservées qui sont ciblées par des protéines appartenant au
complexe de régulation transcriptionnelle comprenant les Smads. Ainsi, parmi les centaines
de genes cibles du TGFP dans une cellule donnée, seulement quelques uns peuvent étre
régulés par une combinaison entre le complexe Smad et un partenaire particulier. Les
partenaires des Smads apportent donc quatre niveaux de spécificité au complexe

transcriptionnel : la spécificité du geéne cible, la spécificité de la voie de signalisation, la
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spécificit¢ du type cellulaire et la spécificit¢ de 1’effet transcriptionnel (activation ou
répression) (Tableau 2).

Le premier co-régulateur identifi¢ est la protéine FoxHI (ou FAST-1 Forkhead
Activin Signal Transducer) qui interagit de manicre spécifique, grace a une séquence riche en
résidus Proline appelée SIM et un motif spécifique, avec le domaine MH2 des protéines
Smad2 et Smad3 (Germain et al/, 2000). Au sein du complexe, la protéine FoxHI est
indispensable pour la liaison au niveau du promoteur du géne mix2 en réponse a 1’Activine
pendant la formation du mésoderme chez le Xénope (Chen et al, 1998b; Liu et al, 1997). De
maniere intéressante, la protéine FoxH1 n’aurait aucune activité transcriptionnelle intrinséque
mais serait un adaptateur essentiel a la transcription de genes cibles impliqués dans le
développement embryonnaire (Zhou et al, 1998). Trois autres membres de la famille
Forkhead (FoxO1, FoxO3 et FoxO4) servent également de partenaires transcriptionnels de
Smad3 pour activer la transcription des inhibiteurs des CDK (Cyclin-Dependent Kinase) tels

1°""! (Seoane et al, 2004). Dans ce cas, I’interaction se fait grace au domaine MH1 de

que p2
Smad3.

Depuis, la liste des partenaires des Smads s’est rapidement allongée, notamment avec
des protéines qui possédent une activité transcriptionnelle propre et pouvant s’associer a
I’ADN de maniere indépendante des Smads. Par exemple, la famille RUNX de facteurs de
liaison a ’ADN, comprenant Runxl, Runx2 et Runx3, permet de former un complexe
transcriptionnel avec Smad2, Smad3 et Smad4 pour activer spécifiquement le promoteur du
gene /gCa dans les lymphocytes B (Hanai et a/, 1999) ou le promoteur du géne osteocalcin
dans les ostéoblastes (Alliston et al, 2001). En plus de la variété de facteurs disponibles pour
le complexe Smads actif, le contexte cellulaire est essentiel. Le complexe AP-1 (comprenant
les protéines c-Jun et c-Fos) peut interagir avec les Smads pour réguler la transcription de
plusieurs genes dont c-jun. De maniére intéressante, alors que les complexes AP-1 et Smads
doivent lier des sites adjacents sur I’ADN pour réguler les génes collagenase-1/MMPI ou
interleukin-11, 1ls peuvent agir en synergie a partir de sites promoteurs distants pour le géne
c-jun (Wong et al, 1999). Dans ce cas, I'interaction physique entre les complexes AP-1 et
Smads ne serait pas requise.

La régulation transcriptionnelle dépendante du TGFf nécessiterait donc le recrutement
de différents partenaires par le complexe Smad activé comme les membres de la famille E2F
pour la répression de c-myc dans les cellules épithéliales (Chen et al, 2002) ou le facteur Sp1

pour I’induction des inhibiteurs des CDK p15™** ou p21“"! (Pardali ez al, 2000). 1l existe

cependant quelques génes possédant assez de copies de SBE dans leur promoteur pour que
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leur transcription soit activée par le complexe Smad seul. C’est le cas de smad7 et de PAI-1
dont les promoteur contiennent respectivement deux et trois SBE palindromiques (Denissova
et al, 2000; Dennler et al, 1998). Bien que ’activation complete du promoteur de smad7
nécessite des co-facteurs des Smads tels que AP-1 ou Spl, I’idée que les protéines Smads
activées puissent faire naitre, seules, la boucle de rétrocontrole négatif de la voie du TGFg,
apportée par Smad7, est intéressante. Il est a noter que certains promoteurs, comme le

CIP1
1

promoteur de p2 , peuvent contenir jusqu’a quatre copies de SBE dans la région de

réponse au TGFP mais nécessitent toutefois la participation de FoxO et des Smads activées

(Seoane et al, 2004).
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C - Les voies indépendantes des Smads

Le ligand TGFp peut également se détourner de la voie canonique et activer des voies
de signalisation indépendantes des protéines Smads a partir du complexe tétramérique TRRI-
TPRRII (Figure 7).

Le récepteur au TGFf peut ainsi servir de plateforme pour I’initiation de la voie de
signalisation Erk-MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinase). L’autophosphorylation de trois
résidus Tyrosine de TPRII activé par le TGFf permet le recrutement de différentes protéines
adaptatrices impliquées dans 1’activation de la voie Erk-MAPK, comme les protéines a
domaine SH2 (Src Homology 2) telles que la kinase Src. La phosphorylation de le Tyrosine
284 par Src permet de recruter les protéines adaptatrices She (Sh2 domain containing protein)
et Grb2 (Growth factor receptor binding protein 2) et de relier ainsi la voie du TGFf a
I’activation de la voie p38 MAPK (Galliher & Schiemann, 2007). De maniére intéressante, les
niveaux d’expression et les ratios des tétrameres TPRI/TPRII seraient importants pour
déterminer la spécificité du complexe activé (Huang ef al, 2011), comme cela a ét¢ démontré
dans les cellules du derme et de 1’épiderme qui ont des niveaux d’expression différents en
TPRI et TPRII induisant des réponses différentes (Bandyopadhyay ef al, 2011). Le récepteur
de type I peut également utiliser son activité Tyrosine kinase intrinséque pour phosphoryler
directement Shc qui recrute Grb2 et SOS (Son Of Sevenless) pour activer la voie Erk-MAPK
(Lee et al, 2007).

La protéine TAKI1 (qui est une MAP Kinase Kinase Kinase) est un acteur important de
I’activation de la voie p38 MAPK par le TGFf. Le TGFf active TAKI par ’activation
catalytique de 1’ubiquitine ligase TRAF6 (TNF-Receptor-Associated Factor 6) (Landstrom,
2010). L’interaction entre TPRI activé et TRAF6 est requise pour 1’autoubiquitination de
TRAF6 induite par le TGFp et la poly-ubiquitination de TAK1 sur la Lysine 63 (Sorrentino et
al, 2008). TAK1 ainsi activé va phosphoryler MKK3/6 (MAP Kinase Kinase 3/6), conduisant
a I’activation de p38. TAKI est également impliqué dans I’activation de la kinase LKBI
(Liver Kinase B1) qui inhibe la réponse cellulaire au TGFf en induisant la dégradation de
TPRI et la phosphorylation de Smad4 sur la Thréonine 77 afin d’inhiber sa liaison a I’ADN
(Moren et al, 2010).

Dans I’activation de ces voies non canoniques, Smad7 agit cependant comme une
protéine adaptatrice en s’associant avec les protéines TAK1, MKK3 et p38 MAPK pour
faciliter I’activation de la cascade TAK1-p38 MAPK dans les cellules de cancer de la prostate
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conduisant a leur apoptose (Heldin et al, 2009). Smad7 peut aussi lier la B-caténine, qui est
I’acteur clé de la voie de signalisation oncogénique Wnt, et dont la translocation nucléaire
dépend de Smad7 et de p38 MAPK (Edlund et al, 2005).

Le TGFf est connu pour activer la voie PI3K-Akt (Phospholnositide 3-Kinase). Les
récepteurs de type I et II seraient requis pour cette activation, notamment grace a 1’interaction
entre TPRI et la sous-unité p85 de PI3K (Yi ef al, 2005). 11 a ét¢ montré récemment que le
TGFp régulerait la voie mTOR (Target Of Rapamycin), suggérant que le TGFf utilise cette
voie de PI3K pour agir sur la survie, la métabolisme, la migration et I’invasion cellulaire
(Lamouille & Derynck, 2011).

La petite GTPase RhoA permet de maintenir I’état épithélial des cellules en régulant le
maintien des jonctions serrées. Le TGFf, via I’activation de TPRII et la phosphorylation
directe de Par6, permet le recrutement de 1’ubiquitine ligase Smurfl qui cible RhoA au
protéasome pour dégradation et régule ainsi la plasticité cellulaire (Ozdamar, 2005). La TEM
induite par le TGFP, dépendante largement de la transcription des genes clés par Smad4,
serait donc également favorisée par cette voie dépendante de Par6 et de RhoA qui permet la

perte des jonctions intercellulaires.
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IT - Régulation de la voie de signalisation du TGFf3

A - Les différents niveaux de régulation

A —1 - Régulation extracellulaire

Il existe un niveau de régulation supplémentaire aux phases de sécrétion et
d’activation du TGFp latent décrites précédemment. Plusieurs molécules extracellulaires sont
capables de controler I’activité du TGFf par liaison directe.

Les protéoglycanes (comprenant les protéoglycanes, la décorine, la fibromoduline et le
biglycane) sont une classe de protéines extracellulaires pouvant lier le TGFf. En particulier,
la décorine lie directement le TGFf activé et neutralise son action biologique suivant un
processus qui serait a [’origine d’une forme majeure de maladie du rein chez I’'Homme
(Border et al, 1992). La fibromoduline peut aussi étre un modulateur de ’activit¢ du TGFf
pendant la cicatrisation chez I’adulte (Soo ef al, 2000).

Une glycoprotéine homotétramérique de haut poids moléculaire, appelée on-
Macroglobuline (a-M), lie le TGFP actif avec une forte affinité et le piege (O'Connor-
McCourt & Wakefield, 1987; Feige ef al, 1996). Les souris invalidées pour 1I’a,-M présentent
des réponses anormales a différents stimuli, récapitulant un effet de I’o,-M sur le TGFp in
vivo (Umans et al, 1995). L’a,-M est également un antagoniste direct du TGFf et serait

impliqué dans la modulation de la cinétique ligand/récepteur (Webb et al, 1996).

A —2 - Régulation au niveau des récepteurs

Phosphorylation des récepteurs au TGFf

Outre le fait que ces protéines soient des kinases, les récepteurs au TGFf peuvent
¢galement étre des substrats phosphorylés par d’autres facteurs qui régulent ainsi leurs
activités (Wrighton et al, 2009).

Le récepteur TPRII est constitutivement actif mais peut toutefois subir une

autophosphorylation ; la phosphorylation des résidus Sérine 213 et Sérine 409 étant
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essentielle pour son activité kinase alors que la phosphorylation de la Sérine 416 aurait plutot
une action inhibitrice (Luo & Lodish, 1997).

L’activation du récepteur TPRI nécessite la phosphorylation par TRRII de son
domaine GS (TTSGSGSG) ; la mutation de seulement deux résidus de ce motif inhibe
I’activité kinase de TPRI et I’activation des Smads (Wieser et al, 1995). TRRI peut aussi étre
phosphorylé au niveau de la Sérine 165. De maniere intéressante, la mutation de ce résidu
Sérine n’a pas d’effet sur I’activité transcriptionnelle des Smads (expression de geénes
rapporteurs) mais régule 1’effet du TGFf sur la prolifération, I’apoptose et la formation de
matrice extracellulaire (Souchelnytskyi et al, 1996). Cette étude a identifié plusieurs autres
résidus Sérine capable d’étre phosphorylés mais la fonction de ces phosphorylations n’est pas
claire.

Les récepteurs au TGFf sont des Sérine/Thréonine kinases mais aussi des Tyrosine
kinases. Il a été rapporté que TPRII peut étre autophosphorylé sur les résidus Tyrosine 259,
336 et 424, et la phosphorylation de ces Tyrosines semble indispensable a 1’activité kinase de
TPRII (Lawler et al, 1997).

La phosphorylation étant un processus réversible, il existe des phosphatases, comme
par exemple la sous-unité catalytique de la phosphatase 1 (PP1c), capable de déphosphoryler
TPRI. PPlc, grace a la collaboration de Smad7 et de la sous-unité régulatrice de PP1
GADD34 (Growth Arrest and DNA Damage protein 34), serait un moyen d’exercer un
rétrocontrdle négatif pour inhiber le voie de signalisation du TGFf (Shi et al, 2004). TBRI
peut aussi étre déphosphorylé par la phosphatase PP2A ; la sous-unité régulatrice Ba de
PP2A stabiliserait TBRI alors que la sous-unité B inhiberait son activité kinase (Batut ez al,

2008).

Ubiquitination des récepteurs au TGFf

Les récepteurs au TGFf3 sont substrats d’autres modifications post-traductionnelles
comme |’ubiquitination, conduisant a la dégradation des récepteurs par le protéasome (Lonn
et al, 2009). L’ubiquitination fait intervenir un set d’enzymes d’activation E1, de conjugaison
E2 et de ligation E3 nécessaires a 1’addition covalente de résidus Ubiquitine au niveau de sites
spécifiques d’un substrat protéique. Dans le cas de TPRI, il semble que Smad7, un membre
des Smads inhibitrices, soit requis pour recruter des ligases E3 telles que Smurfl, Smurf2,

NEDD4-2 ou WWPI (WW domain-containing Protein 1) au niveau du récepteur et induire

26



I’ubiquitination et la dégradation du récepteur (Ebisawa et al, 2001; Kavsak et al, 2000;
Kuratomi et al, 2005; Komuro et al, 2004). L’ubiquitination de TPRI est contrdlée par de
nombreuses protéines ; la kinase SIK (Salt-Inducible Kinase) active cette modification de
TRRI en favorisant I’interaction avec Smad7, fonctionnant comme une boucle de
rétrocontrole négatif de la voie du TGFp (Kowanetz et al, 2008). Il en est de méme pour les
protéines AIP4 (Atrophinl-Interacting Protein 4) et YAP65 (Yes-Associated Protein 65)
(Lallemand et al, 2005; Ferrigno et al, 2002). D’autres protéines au contraire, comme la
protéine chaperonne Hsp90 (90-kDa Heat-Shock Protein), inhibent 1’ubiquitination
dépendante de Smad7 en s’associant & TBRI et TRRII (Wrighton et al, 2008). La régulation de
la dégradation de TPRI est un aspect important pour la terminaison du signal TGFf. Tres
récemment, la déubiquitinase USP11 a été identifiée par double hybride comme pouvant
interagir avec Smad7 et réguler la voie du TGFP. En effet, le complexe Smad7-USP11
pourrait déubiquitiner le récepteur de type I et ainsi assurer un signal TGFf continu (Al-Salihi
et al, 2012). Smad7 présenterait ainsi une dualité fonctionnelle suivant les partenaires
protéiques.

De plus, les récepteurs au TGFf peuvent étre dégradés par une voie dépendante des
lysosomes qui ne requiert pas d’ubiquitination. Par exemple, la protéine Dapper 2 est capable
d’inhiber la voie du TGFf en facilitant le transport de TPRI au niveau de lysosomes pour

dégradation (Su et al, 2007).

Formation de I’hétérocomplexe et recrutement des Smads

La formation du complexe hétéro-tétramérique est indispensable a la transduction du
signal TGFp. Grace a des techniques d’imagerie perfectionnées, il a ét¢ mis en évidence que
les récepteurs au TGFf existent sous forme monomérique a la surface membranaire et que le
ligand TGFp permettait leur dimérisation nécessaire a la formation du tétramére actif (Zhang
et al, 2009). 1l existe des co-récepteurs aux récepteurs au TGFp, comme le TERIII ou
betaglycan (récepteur au TGFf de type III), capable de faciliter la présentation du ligand
TGFR au TPRII (Lopez-Casillas et al, 1993). La protéine fusion entre ETV6 (Ets Variant
gene 6) et NTRK3 (Neutrophin-3 Receptor), retrouvée dans les fibrosarcomes, peut interagir
avec TPRII et inhiber la formation du complexe avec TPRI, conduisant ainsi a la prolifération

des cellules tumorales en inhibant 1’effet anti-prolifératif du TGFB (Jin et al, 2005). Un
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niveau différent de régulation fait intervenir la protéine FKBP12 qui lie le récepteur de type I
et bloque la phosphorylation des sites du domaine GS par TRRII (Chen et al, 1997).

Plusieurs protéines ont été rapportées pour s’associer aux récepteurs et réguler le
recrutement des protéines Smad par le tétramére activé. En plus d’affecter la formation du
tétramere (Onichtchouk et al, 1999), le pseudorécepteur BAMBI (Bone morphogenetic
protein and Activin Membrane-Bound Inhibitor) est capable de former un complexe ternaire
avec TPRI et Smad7 pour inhiber I’interaction entre TPRI et Smad3 et donc bloquer
I’activation de Smad3 (Yan et al, 2009). La protéine TRIP-1 (TGFfB Receptor Interacting
Protein 1) entre en compétition avec les Smads pour lier le récepteur activé et étre
phosphorylé par TRRII, en place et lieu des Smads (Choy & Derynck, 1998). La protéine
STRAP (Serine/Threonine kinase Receptor Associated Protein) stabilise 1’association entre le
récepteur et Smad7, inhibant I’activation des Smads et/ou permettant le recrutement de
phosphatases pour déphosphoryler le récepteur (Datta & Moses, 2000). Une autre protéine,
TRAP-1 (TNF Receptor Associated Protein 1), interagit seulement avec le récepteur activé
pour inhiber la transduction du signal (Charng et al/, 1998). De maniére intéressante, TLP
(TRAP-1-Like Protein) lie a la fois le TRRII actif ou déficient pour son activité kinase et
Smad4 en présence de TGFp, et présente des effets opposés sur la voie dépendante de Smad2
ou celle dépendante de Smad3 (Felici ef al, 2003). Un dernier exemple bien documenté est la
protéine a domaine FYVE appelée SARA (Smad Anchor for Receptor Activation) qui
s’associe au récepteur par I'intermédiaire de liaisons avec le PIP3 (Phosphatidyllnositol-3-
Phosphate) de la membrane plasmique. Il a été montré que SARA facilite le recrutement de
Smad2 au niveau du TPRI en controlant la localisation subcellulaire de Smad2 et en
interagissant avec le récepteur tétramérique. Puis la phosphorylation de Smad2 entraine la
dissociation de SARA et la translocation nucléaire du complexe Smad2/Smad4 activé
(Tsukazaki et al, 1998).

Enfin, la SUMOylation, qui est un mécanisme analogue a I’ubiquitination, faisant
intervenir des enzymes d’activation, de conjugaison (Ubc9) et des ligases E3 dans le but de
greffer de manicre covalente un ou plusieurs résidus SUMO (Small Ubiquitin-like MOdifier)
sur le résidu Lysine d’un site consensus du substrat protéique, cible le récepteur au TGFf de
type 1. Cette modification post-traductionnelle de TPRI sur le résidu Lysine 389 favorise le
recrutement et la liaison aux Smads, conduisant a 1’activation de la voie du TGFp (Kang et al,
2008). De maniere intéressante, 1’analyse structurale des genes TGF BRI et TGFPBRII dans un

panel de cancers du sein humains en 1998 a mis en évidence la mutation du résidu Sérine 387
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(Ser387Tyr) dans le géne TGFBRI corrélée a un phénotype métastatique (Chen et al, 1998a).
Dix ans plus tard, I’équipe de Derynck montre que cette mutation Ser387Tyr inhibe la
phosphorylation de la Sérine 387, ce qui empéche la SUMOylation du résidu Lysine adjacent
(Lys389). Cette étude met en lumiere un lien entre la SUMOylation et le développement
tumoral ; la mutation proche du site de SUMOylation de TPRI inhiberait I’activation du

récepteur.

La dynamique membranaire régule ’activité des récepteurs

Comme la plupart des protéines de surface membranaire, les récepteurs au TGFf
subissent I’endocytose (Le Roy & Wrana, 2005). Il existe deux principales voies endocytiques
qui médient I’internalisation des récepteurs de surface : ’endocytose médiée par la clathrine
et I’endocytose non-médiée par la clathrine, cette dernicre inclut I’endocytose dépendante des
rafts lipidiques et I’endocytose dépendante de la cavéoline. L’endocytose, qui a longtemps été
considérée comme un moyen d’éteindre un signal en dégradant les récepteurs, joue un role
important dans le contrdle de la quantité de récepteurs a la surface membranaire, mais aussi
dans la régulation du signal au sein des vésicules endocytiques (Figure 8). Les deux
récepteurs TPRI et TRRII sont rapidement internalisés par endocytose, et I’activité kinase de
TPRRII, mais pas celle de TRRI, est requise pour une internalisation optimale du complexe
hétérotétramérique (Anders et al, 1998). Les récepteurs au TGFB sont principalement
internalisés par endocytose dépendante de la clathrine, comme la plupart des récepteurs de
surface. Ceci est confirmé par 1’association de TPRRI et TRRII avec la sous-unité¢ 2 de la
protéine adaptatrice AP2 associée a la clathrine (Yao et a/, 2002). En absence du ligand TGFf,
les récepteurs internalisés seraient recyclés et retourneraient a la surface cellulaire (Dor¢ ef al,
2001).

Au niveau de la membrane plasmique, les récepteurs au TGFf activés par le ligand
sont distribués au niveau de microdomaines non-rafts (puits de clathrine) et au niveau des
rafts lipidiques (puits de cavéoline) (Di Guglielmo et al, 2003), notamment grace a des
protéines comme |’interleukine-6 (Zhang et al, 2005) ou encore ADAMI2 (A Disintegrin
And Metalloproteinase 12) qui induit ’accumulation des récepteurs dans les endosomes
précoces positif pour EEA-1 (Early Endosome Antigen 1) provenant des puits de clathrine
(Atfi et al, 2007). Ce type d’internalisation conduit plutot a une activation de la voie du TGFf

car ces endosomes précoces sont enrichis en régulateurs positifs comme la protéine SARA
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(Itoh et al, 2002) ou la forme cytoplasmique du facteur Promyelocytic Leukemia cPML (Lin
et al, 2004). Deux polysaccharides ont une influence négative sur la régulation de la voie du
TGFpP en distribuant les récepteurs au niveau des rafts lipidiques. L heparate sulfate stimule
I’endocytose des récepteurs, médiée par la cavéoline, et leur dégradation rapide par le
lysosome (Chen et al, 2006a). De méme, le hyaluronane, grace a la reconnaissance de son
récepteur CD44, est capable d’envoyer les récepteurs au TGFP dans les fractions
membranaires cavéolaires et de favoriser ’interaction avec Smad7 ou Smurf2, conduisant a

I’inhibition de la voie du TGFp (Ito et al, 2004).

A — 3 - Régulation de I’activation des Smads

Apres phosphorylation canonique

La phosphorylation C-terminale des R-Smads par TPRI étant 1’étape clé de la
transduction du signal TGFP, un des moyens de limiter I’action des Smads est la
déphosphorylation (Figure 9). Ainsi, il a ét¢é montré que 1’export nucléaire des R-Smads
dépend de la dissociation des complexes R-Smad/Co-Smad grace a la déphosphorylation des
R-Smads dans le noyau des cellules.

La Sérine/Thréonine phosphatase PPMI1A/PP2Ca a été identifiée comme une
phosphatase spécifique du motif SXSS de Smad2 et Smad3. PPMIA interagit avec les R-
Smads, régule leur phosphorylation sur le motif SXSS et facilite ainsi I’export nucléaire des
R-Smads déphosphorylées vers le cytosol (Lin et al, 2006). De plus, il a été montré que la
phosphatase PTEN (Phosphatase and TENsin homolog) peut se complexer a PPM1A pour le
protéger de la dégradation induite par le TGFp et ainsi aider a la déphosphorylation des R-
Smads (Bu et al, 2008).

Plus récemment, la protéine phosphatase MTMR4 (MyoTubularin-Related protein 4),
qui contient un domaine FYVE comme la protéine adaptatrice SARA, a été décrite pour
interférer avec les niveaux de phosphorylation des R-Smads au niveau des endosomes
primaires et donc éviter la sur-activation des R-Smads. MTMR4 pourrait donc étre un acteur
supplémentaire pour réguler finement la navette des R-Smads activées entre le noyau et le
cytoplasme. MTMR4 dans les endosomes primaires serait un premier point de controle dans

la régulation de I’homéostasie de la voie du TGFf (Yu et al, 2010).
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Par phosphorylation réversible du domaine Linker

Des protéines kinases autres que le récepteur au TGFf de type I peuvent aussi réguler
positivement ou négativement les R-Smads, notamment dans le domaine Linker (Figure 9).
Ce domaine riche en résidus Sérine et Thréonine peut étre phosphorylé par les kinases de la
famille MAPK ou par les CDK (Cyclin-Dependent Kinase).

Par exemple, Smad3 peut étre phosphorylé dans son domaine Linker par CDK2/4 au
niveau des résidus Thréonine 8, Thréonine 179 et Sérine 213, régulant négativement ’activité
transcriptionnelle de Smad3 (Matsuura et al, 2004). Cette régulation de la phosphorylation
des R-Smads par les CDK pourrait expliquer comment les CDK permettent de faire
progresser les cellules dans leur cycle cellulaire et leur conférer des résistances aux effets
antiprolifératifs du TGFp.

Il est également démontré que la voie MAPK peut phosphoryler les R-Smads. En effet,
Erk peut phosphoryler Smad2 et Smad3 sur plusieurs résidus Sérine et Thréonine
(respectivement Ser245/250/255-Thr220 et Ser204/208-Thr179) au sein du domaine Linker,
avec un effet inhibiteur sur la transcription des genes cibles (Kretzschmar et al, 1999).
Cependant, Smad3 peut aussi étre la cible d’autres kinases comme p38 MAPK, ROCK
(phosphorylation des résidus Sérine 204/208/213) ou JNK (c-Jun N-terminal Kinase ;
phosphorylation des résidus Sérine 208/213), dont la finalit¢ est de réguler positivement
I’activité transcriptionnelle de Smad3. Ces données suggerent que les Smads et les voies de
signalisation p38/ROCK/JNK pourraient coopérer pour générer une réponse au TGFf plus
efficace (Mori et al, 2004; Kamaraju & Roberts, 2005).

Ces phosphorylations dans la région Linker des Smads peuvent engendrer des
changements allostériques régulant les interactions intramoléculaires entre les domaines MH1
et MH2, et/ou les interactions avec d’autres molécules régulatrices. Les dynamiques spatio-
temporelles de la phosphorylation des Smads sont une des principales clés pour comprendre
la régulation de la voie du TGFf (Matsuzaki, 2011).

Récemment, des phosphatases spécifiques du domaine Linker ont été identifiées,
ajoutant un niveau de complexit¢ supplémentaire dans le controle des différentes
phosphoisoformes des Smads. Les protéines SCP1, 2 et 3 (Small C-terminal domain
Phosphatase) déphosphorylent spécifiquement les régions Linker et N-terminale de Smad2
(Ser245/250/255 et Thr8) et Smad3 (Ser204/208/213 et Thr8) sans affecter la phosphorylation

canonique sur les sites SXSS en C-terminal (Wrighton ef al, 2006). Le résultat de ces
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déphosphorylations est une activation de la voie du TGFf, en accord avec les données des
mutations des sites de phosphorylations du domaine Linker des R-Smads (Matsuura et al,
2004; Kretzschmar et al, 1999).

Un exemple décrit la phosphorylation de Smad4 par Erk sur le résidu Thréonine 276,
responsable de la régulation des processus d’import/export nucléaire de Smad4. En effet, cette
phophorylation de Smad4 est importante pour 1’accumulation nucléaire de Smad4, induite par
le signal TGF, et par conséquent pour I’activité transcriptionnelle de Smad4 (Roelen et al,

2003).

Par acétylation

La voie du TGFP peut également étre régulée par une autre modification port-
traductionnelle : I’acétylation.

L’ARNm de Smad2 peut donner, par épissage alternatif avec exclusion de 1’exon 3,
deux formes protéiques. L’acétylation du résidu Lysine 19 par le coactivateur p300/CBP
(CREB-Binding Protein) de la forme épissée de Smad2 a pour conséquence une meilleure
affinité¢ de la protéine avec des séquences promotrices et une activation de la transcription de
genes cibles du TGFp. Le domaine MH1 de cette forme épissée serait le domaine de liaison a
I’ADN (Tu & Luo, 2007). En effet, ’exon 3 de la forme longue de Smad2 bloquerait la
liaison a I’ADN en changeant la conformation de la protéine voire méme en créant une
interaction avec le domaine MH2. Lorsque le récepteur activé par le TGFf3 phosphoryle
Smad3 et la forme courte de Smad2, 1’acétylation de la Lysine 19 rend le domaine MH1 de
Smad2 plus affin pour lier ’ADN (Simonsson ef al, 2006). La forme longue de Smad2 peut
également étre acétylée sur la Lysine 19, sans affecter son affinit¢é pour Smad4 et leur
translocation nucléaire, et cela résulterait en un export nucléaire moins efficace (Tu & Luo,
2007). L’acétylation de Smad2, et les différentes fonctions qui en découlent seraient
dépendants du contexte ; Smad2 étant exprimé chez 1’adulte et I’embryon alors que la forme
courte de Smad2 n’est exprimée que pendant le développement (Tu & Luo, 2007).

Dans un autre contexte, la protéine Smad2 activée peut recruter, grice a Smad4, le
coactivateur p300 pour acétyler les histones. De plus, cette activité de p300 semble éEtre
spécifique de la transcription dépendante de Smad2, p300 ayant la capacit¢ d’acétyler

I’Histone H3 des promoteurs cibles des Smads (Ross et al, 2006).
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Par les Smad inhibitrices

Le premier mécanisme bloquant le voie du TGFP qui a ét¢ disséqué est la régulation
par les Smads inhibitrices (I-Smads : Smad6 et Smad7). Les [-Smads participent a la boucle
de rétrocontrole négatif qui régulerait ’intensité ou la durée des réponses au TGFf. Les I-
Smads ont été¢ identifiées a I’origine comme des Smads tronquées du fait que leur région N-
terminale contient seulement des courts segments homologues au domaine MH1 et surtout du
fait du manque du motif de phosphorylation SXSS en extrémité C-terminale. Les effets
inhibiteurs de Smad6 et Smad7 sont basés sur leur capacité a lier différents récepteurs de la
famille du TGFp et a interférer avec la phosphorylation des R-Smads (Figure 9).

Smad7 exerce son action inhibitrice en s’associant a TPRI et ainsi en empéchant le
recrutement, la phosphorylation des R-Smads et la formation du complexe R-Smads/Co-Smad
(Hayashi et al, 1997). Apres stimulation au TGFf, Smad7, qui est localisée dans le noyau a
I’¢état basal, se transloque majoritairement dans le cytoplasme, ou il peut interagir avec TPRI
par son domaine MH2. De plus, Smad7 peut recruter la kinase SIK (dont I’expression est
régulée positivement par le TGFf) qui permet la dégradation du récepteur de type I par le
protéasome (Kowanetz et al, 2008). Smad7 peut aussi faire intervenir d’autres Ubiquitine
ligases (comme WWP1 et NEDD4-2) ou des phosphatases comme la protéine adaptatrice
FKBP12 qui peut recruter Smurfl pour conduire a I’ubiquitination et a la dégradation de

TPRI (Ebisawa et al, 2001; Kavsak et al, 2000; Kuratomi et al, 2005; Komuro et al, 2004).

Par Pubiquitination

L’ubiquitination de substrats de la voie du TGFf est un mécanisme important pour le
maintien de I’homéostasie de la signalisation. Outre 1’'ubiquitination du récepteur au TGFf
décrit précédemment, cette modification affecte également les protéines Smads (Figure 9).

La polyubiquitination et la dégradation de la protéine Smad2 activée ont été démontrés
pour la premiére fois par le laboratoire de Joan Massagué en 1999. Depuis, de nombreuses E3
ubiquitine ligases ont ét¢ impliquées dans I’ubiquitination de Smad2 et Smad3. Les protéines
Smurf agissent grace a la liaison avec le motif PY présent dans le domaine Linker des R-
Smads et des I-Smads. Par exemple, la prolyl-cis-trans isomérase Pinl, qui interagit avec les
protéines Smad2 et Smad3 phosphorylées dans leur domaine Linker, permet le recrutement de
Smurf2 qui déclenche 1’ubiquitination des Smads (Nakano et a/, 2009). La ligase NEDD4-2

peut aussi agir sur les protéines Smad2 et Smad3 grace a la reconnaissance du domaine Linker
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phosphorylé (Gao et al, 2009). Ces évenements permettent une régulation négative de la voie
du TGFpP. Cependant, la ligase Arkadia agit plus indirectement pour favoriser l’activité
transcriptionnelle de Smad2 et Smad3. Les protéines SKI/SnoN sont des facteurs nucléaires
qui interagissent avec les R-Smads phosphorylées et empéchent la formation du complexe R-
Smads/Co-Smad nécessaire a 1’activité transcriptionnelle dépendante du TGFf. Arkadia est
capable d’ubiquitiner le corépresseur SnoN, conduisant a sa dégradation par le protéasome, et
donc de favoriser la réponse transcriptionnelle canonique (Levy ef al, 2007). De plus, Arkadia
peut également étre impliquée dans la dégradation de Smad7, ce qui permet de briser la
boucle de rétrocontrole négatif exercé par la Smad inhibitrice et montre un nouveau
mécanisme qui active la voie de signalisation du TGF (Koinuma et al, 2003).

La régulation de Smad4 par mono- ou polyubiquitination a ét¢ montrée pour dégrader
Smad4 par le protéasome, ou pour empécher son association avec les R-Smads ; se traduisant
dans les deux cas par I’inhibition de la voie du TGFf. Bien que ne possédant pas de motifs
PY intact dans son domaine Linker, Smad4 peut étre polyubiquitiné par Smurfl, Smurf2,
WWP1 ou encore NEDD4-2 par I’intermédiaire des R-Smads ou des I-Smads qui font office
de protéines adaptatrices (Morén et al, 2005). La protéine Jabl, responsable de la dégradation
de p27 ou p53, peut également interagir avec Smad4 grace a un motif du domaine MH2 et
entrainer indirectement sa polyubiquitination (Wan et al, 2002). Smad4 peut alors étre
dégradé par le protéasome, ce qui régule négativement la signalisation du TGFp. Il a
également été¢ démontré que la Co-Smad pouvait étre monoubiquitinée, notamment au niveau
de la Lysine 507 grace a p300/CBP, et que cela entrainait plutot la dissociation des complexes
Smads de I’ADN pour terminer la transcription des geénes cibles du TGF3 (Wang et a/, 2008).
L’autre E3 ligase spécifique de la monoubiquitination de Smad4 est la protéine TIF1y, qui
contient un domaine RING nécessaire a son activité E3 ligase qui greffe un résidu Ubiquitine
sur la Lysine 519 de Smad4. Cette modification inhibe la formation d’un complexe stable R-
Smads/Smad4 indispensable a la réponse au signal TGFf3 et engendre un relargage de Smad4
dans le cytoplasme. La déubiquitinase FAM/USP9x est la seule décrite qui est capable de

réverser la monoubiquitination de Smad4 médiée par TIF1y (Dupont et al, 2009).

Par la SUMOylation

Comme I’ubiquitination, la SUMOylation intervient tout au long de la signalisation du

TGFp, depuis le récepteur de type I jusqu’aux effecteurs que sont les Smads (Figure 9).
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Un article rapporte la SUMOylation de la protéine Smad3 et son réle dans I’inhibition
de la signalisation du TGFp. La protéine PIASy (Protein Inhibitor of Activated STAT y) serait
responsable de la SUMOylation de Smad3 par interaction directe et par I’intermédiaire de son
domaine RING. Cette modification influencerait négativement la capacité de Smad3 a lier
I’ADN. De plus, des expériences de fusion de protéines et de FRET (Fluorescence Resonance
Energy Transfer) ont révélé que la SUMOylation de Smad3 par PIASy stimule I’export de
Smad3 du noyau vers le cytoplasme aprés induction au TGFB (Imoto er al, 2008). La
SUMOylation de Smad3 régulerait donc la voie de signalisation du TGFf en contrdlant la
localisation subcellulaire de Smad3 et en modulant son activité de liaison a I’ADN.

Les points de vue divergent sur les conséquences de la SUMOylation de Smad4. La
littérature sur Smad4 est en accord avec le fait que la SUMOylation touche les Lysine 159 et
113, mais deux visions existent quant au role de cette modification post-traductionnelle. Tout
d’abord, plusieurs articles montrent que la SUMOylation de Smad4 régulerait la voie de
signalisation du TGFP en contrdlant la localisation subcellulaire ou le métabolisme de Smad4.
Jusque 1a, le fait que le TGFp puisse induire I’accumulation de Smad4 dans le noyau était
connu, mais la SUMOylation de Smad4 augmenterait la rétention et/ou la stabilit¢ de Smad4
dans le noyau (Lin ef a/, 2003a). La stabilisation de Smad4 par la SUMOylation s’expliquerait
par la compétition possible avec 1’ubiquitination (Lin et al, 2003b) et serait en accord avec le
besoin de Smad4 d’étre disponible de maniere stable, ce qui est cohérent avec le va-et-vient
de Smad4 entre le noyau et le cytoplasme (Lee ef al, 2003). La SUMOylation de Smad4 par
I’intermédiaire de la protéine PIAS1, dont I’interaction avec Smad4 est induite par le TGFp,
agit comme un régulateur positif de la voie de signalisation du TGFf en stimulant fortement
la transcription dépendante du TGFP (Liang et al, 2004). Par ailleurs, plusieurs travaux
démontrent que la SUMOylation de Smad4 aurait plutdét un role répresseur de l’activité
transcriptionnelle de Smad4. En effet, ’observation que la SUMOylation de Smad4 entraine
sa redistribution dans des « speckles » nucléaires serait cohérente avec 1’inhibition de
I’activité transcriptionnelle de Smad4 SUMOyIé (Long et al, 2004). De plus, I’intervention
d’un nouvel acteur, Daxx qui interagirait avec Smad4 sans altérer sa translocation nucléaire,
serait un argument supplémentaire en faveur de la répression de son activité transcriptionnelle
(Chang et al, 2005). 1l se trouve que la SUMOylation de la Lysine K159 de Smad4 serait
indispensable au recrutement de Daxx conduisant a la répression transcriptionnelle de Smad4.
La protéine Daxx aurait ainsi un réle physiologique en réprimant 1’expression de genes
induits par le TGFp et la SUMOylation de Smad4 agirait comme un médiateur de cet effet de

Daxx. Enfin, plus récemment, une étude chez la Drosophile montre que Smad4 (dont
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I’orthologue est Med pour Medea) est SUMOyl¢ dans le noyau et que cela déclencherait
I’export nucléaire de Smad4. Ce travail montre que la SUMOylation régulerait négativement
le domaine et le temps d’action du signal TGFp (dont I’orthologue chez la Drosophile est Dpp
pour Decapentaplegic) dans I’embryon. Autrement dit, la SUMOylation de Smad4 fournirait
un mécanisme par lequel le noyau continuerait a contrdler la présence du signal apporté par le
TGFP extracellulaire dans le but de moduler I’expression de genes cibles pour une durée

appropriée (Miles et al, 2008).

Les cofacteurs transcriptionnels

Le complexe transcriptionnel R-Smads/Co-Smad activé et transloqué dans le noyau
agit au niveau des promoteurs de genes cibles grace a la reconnaissance d’¢léments de
réponses spécifiques, mais aussi grace a l’interaction avec de nombreux partenaires co-
activateurs ou co-répresseurs de la transcription, permettant une régulation fine de la réponse
au TGF suivant le contexte cellulaire (Tableau 3).

Les premiers co-activateurs des Smads décrits ont été les protéines p300 et CBP (Feng
et al, 1998; Pouponnot et al, 1998; Janknecht et al, 1998; Nishihara et al, 1998; Topper et al,
1998). Le complexe p300/CBP possede une activité histone acétyltransférase, qui permet de
décompacter la chromatine pour que la machinerie transcriptionnelle ait acces a I’ADN. Dans
la voie du TGFf, p300/CBP est capable d’interagir avec les protéines Smad qui recrutent ce
complexe activateur au niveau des promoteurs des geénes cibles du TGFP pour activer leur
transcription. D’autres activateurs généraux de la transcription, comme les protéines P/CAF
(Chromatin Assembly Factor) ou ARC105 (Activator-Recruted Co-factor 105), peuvent aussi
étre recrutées grace au domaine MH2 des R-Smads pour activer la transcription de genes
cibles du TGF@ (Itoh et al, 2000; Kato ef al, 2002). Le complexe Smad activé peut également
faire intervenir des co-activateurs plus spécifiques comme les protéines MSG1 ou SMIF qui
s’associent a Smad4. Cependant, ces co-activateurs ont besoin de p300/CBP pour exercer leur
activité transcriptionnelle, c’est pourquoi ils favorisent I’interaction fonctionnelle entre
Smad4 et p300/CBP pour potentialiser 1’activation transcriptionnelle des genes cibles du
TGFp (Yahata et al, 2000; Bai et al, 2002).

Le complexe Smad activé peut également induire la répression transcriptionnelle de
certains geénes cibles du TGFp, soit par le recrutement direct de protéines HDAC (Histone
DeACetylase), au niveau des promoteurs des génes cibles, qui inhibent leur transcription, soit

par le recrutement de co-répresseurs de la transcription. Les premiers co-répresseurs identifiés
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sont la protéine oncogénique Ski et son homologue SnoN (Ski-related novel gene N) qui sont
capables d’interagir avec le complexe Smad activé (Liu ef al, 2001; Luo, 2004). Ces protéines
permettent la formation d’un complexe répresseur de haut poids moléculaire comprenant les
protéines N-CoR (Nuclear hormone receptor Corepressor), mSin3 (mammalian Sin3) et
HDAC, capable de rentrer en compétition avec le complexe activateur p300/CBP pour limiter
son activité transcriptionnelle. De plus, Ski et SnoN peut directement empécher la formation
du complexe R-Smads/Co-Smad en se fixant au niveau du domaine MH2 de Smad4 (Wu et al,
2002). Bien que Ski et SnoN soient capables d’interagir avec les Smads indépendamment de
I’activation par le TGFp, il semble que ces co-répresseurs protégent la voie du TGFf d’une
activation indépendante du ligand, I’effet de répression étant rapidement levé apres activation
par le TGFf. La protéine Evil posseéde une série de domaines capables de lier I’ADN et peut
inhiber la transcription par deux mécanismes. Evil peut lier Smad3 et ’empécher de se lier a
I’ADN, d’ou I’inhibition partielle de la réponse transcriptionnelle au TGFf (Kurokawa et al,
1998), ou alors Evil peut s’associer au répresseur CtBP (C-terminal Binding Protein) pour
recruter HDAC et réprimer la transcription des génes cibles du TGFf (Izutsu et al, 2001).
Enfin, le co-répresseur TGIF (TG Interacting Factor) peut lier les R-Smads activées et agir
soit en recrutant HDAC directement ou par I’intermédiaire de mSin3, soit en recrutant CtBP
pour inhiber la transcription des genes cibles (Wotton et al, 1999), soit en interagissant avec
I’Ubiquitine ligase Tiull (TGIF interacting ubiquitin ligase 1) qui peut entrainer la
dégradation des récepteurs au TGFf ou de Smad2 (Seo et al, 2004). Enfin, TGIF peut
s’associer a c-Jun et cPML pour empécher la formation d’un complexe entre cPML et SARA

fonctionnel nécessaire a la phosphorylation des R-Smads (Seo et al, 2006).
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B - Le régulateur TIF1y

L’ADNCc codant pour la protéine TIF1y humaine (Transcriptional Intermediary Factor
1 vy - également appelée RFG7, PTC7, TRIM33 et dont les orthologues chez le Xénope et le
Zebrafish sont respectivement Ectodermine et Moonshine) a été identifié en 1999 par 1’équipe
de Régine Losson grace au criblage d’une banque d’ADNc de foie en utilisant une portion
d’ADNc fusion entre TIFla et B-raf (Venturini et al, 1999). L’analyse de la séquence a
permis de mettre en évidence que le géne TRIM33, composé de 21 exons pour une longueur
totale d’environ 120kb et localis¢é par FISH (Fluorescent In Situ Hybridization) au locus
Ip13.1, code pour une protéine qui existe sous deux isoformes provenant de I’épissage
alternatif : on distingue une forme longue prédominante de 1127 acides aminés et une forme
courte de 1110 acides aminés dont le role n’est pas connu. TIF1y est une protéine nucléaire
exprimée de maniere ubiquitaire. Chez la souris, I’inactivation du géne t7im33 provoque la
mort des embryons pendant la somitogénese précoce, ce qui démontre que TIF1y joue un role
important et non redondant dans le développement embryonnaire (Kim & Kaartinen, 2008).
La protéine TIF1ly appartient a la sous-famille TIF1 au sein de la grande famille TRIM
(Tripartite Motif).

B — 1 - La famille TRIM/RBCC

La famille TRIM/RBCC est composée d’au moins 70 membres qui partagent une
région N-terminale commune composée d’un domaine RING, de deux domaines B-box et
d’un domaine Coiled-Coil (RBCC). Ce domaine est également connu sous le nom de
Tripartite Motif (TRIM). Les protéines TRIM sont classées en 12 sous-familles en fonction de
la structure de leur motif RBCC (Figure 10). Les protéines de la famille TRIM/RBCC
interviennent dans de nombreux processus biologiques et leurs altérations sont associées a
diverses pathologies comme des problémes de développement, des maladies neuro-
dégénératives, des infections virales ou au cancer. La plupart des membres de la famille
TRIM/RBCC sont des E3 Ubiquitine ligases et plusieurs d’entre eux sont impliqués dans des
processus oncogéniques tels que la régulation de la transcription, la prolifération cellulaire ou
I’apoptose. De plus, plusieurs membres sont directement impliqués dans la tumorogenese par

translocation chromosomique. Par exemple, le membre le plus décrit est la protéine TRIM19
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ou PML (ProMyelocytic Leukemia), nécessaire a la formation des corps nucléaires du méme
nom (PML-NB) et impliquée dans divers processus cellulaires tels que la sénescence,
I’apoptose ou la réparation de I’ADN. La leucémie promyélocytique aigiie (APL) est
caractérisée par la fusion entre la région N-terminale de PML et le récepteur a I’acide
rétinoique a (RARa) : la translocation t(15 ;17) donne naissance a la protéine fusion PML-
RARa (de Thé et al, 1991). 11 en est de méme concernant les protéines TRIM24 et FGFR1
(Fibroblast Growth Factor Receptor 1) dont la fusion cause le syndrome myélo-prolifératif
8pl1 (EMS) (Belloni et al, 2005). Les génes TRIM?24 et TRIM33 peuvent également subir des
translocations pour donner des protéines fusions avec la protéine kinase oncogénique RET,
conduisant au développement de carcinomes papillaires de la thyroide (Klugbauer & Rabes,

1999).

B — 2 - La famille des protéines TIF1

Une structure conservée

La famille TIF1 regroupe les protéines TIFla (TRIM24), TIF1B (TRIM28), TIF1y
(TRIM33) et TIF16 (TRIM66) qui présentent environ 30% d’identité au niveau protéique, le
plus fort degré d’identité étant de 50% entre TIF1a et TIF1y. Les membres de cette famille
sont caractérisés par une structure conservée avec en extrémité N-terminale le domaine
TRIM/RBCC contenant le domaine RING responsable de I’activité ubiquitine ligase, deux
domaines B-Box (B1 et B2) et un domaine Coiled-Coil d’oligomérisation. La séquence
signature de la famille TIF1, TSS (TIF1 Signature Sequence), est localisée au sein du
domaine Middle, qui est le domaine le moins conservé entre les membres de la famille.
L’extrémité C-terminale contient les domaines PHD (Plant Homeobox Domain) et
Bromodomaine importants pour la liaison des protéines TIF1 a I’ADN (Figure 11). Cette

structure commune suggere que les membres TIF1 partagent des fonctions communes.

Régulation de la transcription

Il a été démontré que les protéines TIF1a, TIF1p, TIF1y et TIF16 fonctionnent comme
des cofacteurs transcriptionnels lorsqu’ils sont liés a I’ADN, et cette fonction au niveau de la

transcription dépendrait de leur motif commun TSS. Cependant, malgré une structure
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similaire, les protéines de la famille TIF1 ont des fonctions de régulation de la transcription
différentes.

La protéine TIFla est connue pour lier et réguler les domaines d’activation de la
transcription de récepteurs hormonaux tels que RXR (Retinoid X Receptor), RAR (Retinoic
Acid Receptor), VDR (Vitamin D3 Receptor), ER (Estrogen Receptor) ou encore PR
(Progesterone Receptor) (Le Douarin ef al, 1997), et induirait I’inhibition de I’expression de
geénes cibles par le recrutement du répresseur HP1 (Heterochromatin Protein 1). De plus,
TIF1a est capable de former des hétérodimeres avec TIF1y grace a leurs domaines Coiled-
Coil, entrainant I’inhibition de 1’activité répressive de TIFla (Peng et al, 2002). 11 a été
rapporté que TIFla serait modifié¢ par SUMOylation et que cela n’affecterait ni sa localisation
nucléaire, ni son interaction avec HP1 (Seeler et al, 2001).

La protéine TIFIP (également appelé KAP-1) serait plutdt un co-répresseur
transcriptionnel universel. En effet, TIFIf peut s’associer aux domaines KRAB (Kriippel
Associated Box) de nombreux facteurs de transcription a doigts de Zinc impliqués dans la
modulation de la transcription (Friedman et al, 1996). De plus, TIF1B est un composant du
complexe histone déacetylase N-CoR1/HDAC3 et peut lier et recruter le répresseur HP1
participant a la mise en place de complexes macromoléculaires dans la chromatine aboutissant
a la répression transcriptionnelle (Sripathy et a/, 2006). De maniére intéressante, le domaine
PHD de TIF1f servirait de SUMO ligase intramoléculaire pour modifier par SUMOylation le
Bromodomaine adjacent. La SUMOylation de TIF1 est requise pour son activité répressive,
permettant le recrutement d’HMT (Histone Methyl-Transferase) ou de protéines de
remodelage de la chromatine (Ivanov ef al, 2007).

La protéine TIFly serait un répresseur transcriptionnel (Venturini et al, 1999),
notamment en intervenant dans la voie de signalisation du TGFP dans laquelle la
reconnaissance de modifications épigénétiques par son domaine PHD/Bromodomaine serait
cruciale pour réguler les effets des protéines Smad. De maniére intéressante, le domaine
Middle, connu pour étre le domaine d’interaction entre TIF1y et les protéines Smad2/3, est
trés peu conservé entre les différents membres de la famille, suggérant un réle important de
TIF1y dans la régulation de la voie du TGFf. De plus, il a ét¢ montré que TIF1y serait une
Ubiquitine ligase ciblant Smad4 grace a son domaine RING (Figure 12). Indépendamment de
la voie du TGFp, TIF1y a été impliqué dans 1’¢longation de la transcription, dans la régulation

de I’hématopoiése ou dans la tumorogenése.
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Comme TIFla et TIF1p, la protéine TIF15 contient un motif suffisant pour interagir
avec HP1 et ainsi réguler de maniére négative la transcription de genes cibles. Ce qui
différencie TIF1d des autres membres de la famille est son expression restreinte aux
spermatides haploides en élongation ou il s’associe préférentiellement a 1’isoforme HP1y

(Khetchoumian et al, 2004).

B — 3 - Implication de TIF1y dans la voie de signalisation du TGFf

Comme tous les membres de la famille TRIM, TIF1y possede un domaine RING qui
est souvent associé a une activité ubiquitine ligase. Il a été¢ démontré que TIF 1y aurait un rdle
dans D’inhibition de la voie de signalisation du TGFp, des Activines et des BMPs, en
interagissant avec Smad4 : TIF1y serait responsable de la monoubiquitination de Smad4 au
niveau du résidu Lysine 519. Cette modification post-traductionnelle de Smad4 préviendrait
son association avec les protéines R-Smads activées et provoquerait I’export nucléaire de
Smad4 (Figure 13). Cette monoubiquitination peut étre réversée par 1’action de la
déubiquitinase spécifique FAM/USP9x (Dupont et al, 2009). Pendant I’embryogencse
précoce chez les Vertébrés, 1’activit¢é de Nodal permet d’organiser 1’embryon grace
notamment a des effets positifs ou négatifs sur la différenciation des cellules souches
embryonnaires. Plusieurs signaux dont Nodal permettent la mise en place des différentes
feuillets ectodermique, mésodermique et endodermique afin de dessiner 1’axe antéro-
postérieur de I’embryon grace a la gastrulation. Il a ét¢ montré que durant ce processus, les
cellules de I’embryon pouvaient interpréter des variations trés subtiles de la voie de
signalisation de Nodal. Dans ce contexte, la protéine TIF1y serait un élément crucial de la
réponse des cellules aux signaux TGFf. En effet, une collecte d’embryons de souris mutants
pour TIF1y a différents stades de gestation ont permis de mettre en évidence des défauts tres
importants de la polarité¢ des embryons et de la mise en place des tissus embryonnaires. En
particulier, la protéine TIF1y serait essentielle pour la formation du mésoderme qui est un
évenement tardif chez les Mammifeéres, en régulant négativement le signal médié par Nodal et
Smad4 au cours de la mise en place des tissus extra-embryonnaires (Morsut et al, 2010).
Ainsi, in vivo, I’activité du TGFp résulterait de la combinaison entre la disponibilité du ligand
Nodal extracellulaire — et 1’activation conséquente de Smad2/3 — et 1’action subtile de TIF1y

sur la réponse dépendante de Smad4. Au cours de I’embryogenése, TIF1y permettrait donc a
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la cellule d’interpréter différemment le signal apporté par Nodal grace a la mono-
ubiquitination de Smad4 par TIF1ly. Récemment, 1’équipe de Caroline Hill a proposé un
modele dans lequel I’activité de répression transcriptionnelle de TIF1ly repose sur la
reconnaissance et la lecture, grace au domaine PHD et au Bromodomaine qui agissent en
tandem, du code épigénétique de 1’Histone H3 (Agricola et al, 2011). En absence de TGFp,
TIF1y se présenterait sous forme inactive repliée grace a I’interaction entre les domaines
RBCC et PHD/Bromodomaine (Figure 14). Le signal TGFf permettrait I’activation des
Smads et le recrutement de Smad4 au niveau de la chromatine, mobilisant les protéines HAT
(Histone AcetylTransferase) responsable de I’acétylation des résidus Lysine 18 et 23 de
I’Histone H3 (Figure 14). Dans ce modele, les protéines Smads seraient donc les auteurs d’un
« code Histone » spécifiquement déchiffré par TIF1y. La régulation de Smad4 par TIFly au
niveau de la chromatine pourrait expliquer pourquoi seulement une certaine proportion des
protéines Smad4 est monoubiquitinée. L’activité ubiquitine ligase de TIF1y ne concernerait
que la fraction de Smad4 active engagée dans la réponse transcriptionnelle au niveau de la
chromatine. Ainsi, TIF1y agirait essentiellement au niveau des promoteurs de genes cibles
pour réguler 1’équilibre entre les complexes TIF1y-Smad2/3 et Smad4-Smad2/3.

Dans le modele d’Agricola et al, le recrutement de protéines de type HAT par les
Smads actives permettrait de créer un « code Histone » lu par 1’ubiquitine ligase TIF1y pour
mettre fin a ’action du complexe transcriptionnel Smad4-Smad2/3 (Agricola et al, 2011). Les
domaines RING et PHD/Bromodomaine, pouvant ainsi coupler 1’ubiquitination a la lecture du
code Histone, sont également retrouvés chez les autres membres de la famille TIF1. En effet,
TIF1a et TIF1P agissent au niveau de la chromatine via leurs domaines PHD/Bromodomaine
(Tsai et al, 2010; Schultz et al, 2001) et peuvent ubiquitiner différents substrats grace a leurs
domaines RING (Wang et al, 2005; Allton et al, 2009). Ces données suggerent un rdle
général des protéines de la famille TIF1 dans la connexion des modifications épigénétiques et
de la régulation de facteurs de transcription, ainsi qu’une implication importante de I’activité
ubiquitine ligase dans ce processus (Herquel et al, 2011a).

De par son domaine Middle lui conférant la plateforme d’interaction avec les protéines
Smad, la protéine TIF1y, et non les autres membres de la famille TIF1, joue un role majeur
dans la régulation de la voie du TGFp. L’équipe de Joan Massague a montré que la protéine
TIF1y peut se lier sélectivement au complexe Smad2/3 en compétition avec Smad4 (Figure
15). Cette équipe a en particulier étudi¢ I’effet du TGFP au cours de la différenciation

hématopoiétique. La protéine Smad4 a largement été¢ impliquée dans I’effet anti-prolifératif
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du TGFB dans de nombreux types cellulaires, en particulier dans les précurseurs
hématopoiétiques. Cependant le TGFp est également connu pour induire la différenciation
érythroide, et cette équipe a pu montrer que dans ce cas la formation du complexe Smad2/3-
TIF 1y est requise (He et al, 2006). Ces travaux remettent en cause le dogme initial supposant
que Smad4 est un acteur obligatoire de la voie des Smads. Apres stimulation au TGFp, la
protéine TIF 1y se lie en effet sélectivement au complexe Smad2/3 en compétition avec Smad4,
et les taux relatifs des protéines TIF1y et Smad4 détermineraient le partenaire du complexe
Smad?2/3.

L’équipe de Massague a ensuite proposé un modele d’action de TIFly dans un
contexte de différenciation des cellules souches embryonnaires. Un des effets précoces de
Nodal au cours de la différenciation des cellules souches embryonnaires est 1’activation des
facteurs de transcription Gsc (Goosecoid) et Mixll (Mix-like homeodomain protein 1) par
I’intermédiaire de la liaison du complexe Smad2/3-Smad4 et FoxH1 aux séquences ARE
(Activin Response Element). Notons que ces génes Gsc et Mix/] appartiennent a un groupe de
synexpression dont DI’expression dépendrait a la fois du complexe Smad activé, mais
¢galement du recrutement de co-facteurs tels que FoxHI1. Ce contexte serait donc assez
différent de celui dans lequel les études démontrant un role répresseur de TIF1y sur Smad4
ont été réalisées. Dans ce modele de différenciation des cellules souches embryonnaires,
I’observation montrant que la plupart des geénes de réponse a 1’ Activine sont dépendants a la
fois de Smad4 et de TIF1y a permis d’identifier un mode d’action ou TIF1y serait nécessaire
au recrutement de Smad4 au niveau des génes cibles (Figure 16). Ainsi, dans les cellules
souches embryonnaires, alors que les protéines Smad2/3 et Smad4 sont requises pour la vaste
majorité de réponses transcriptionnelles au signal Nodal, TIF1y ne serait nécessaire que pour
la transcription des genes de la différenciation. Au contraire, la grande majorité des réponses
impliquées dans I’effet cytostatique du TGFf dans les kératinocytes font appel aux protéines
Smad2/3 et Smad4 mais pas a TIF1y. Cette fonction de co-transducteur des protéines Smad
dans la voie Nodal/TGFp serait dépendante des domaines PHD/Bromodomaine de TIF1y (Xi
et al, 2011). Ces domaines sont importants pour reconnaitre des motifs épigénétiques bien
définis comme les modifications des Histones. En accord avec cela, 1’analyse des interactions
entre les domaines PHD/Bromodomaine de TIF1y a révélé une forte affinité pour 1’Histone
H3 portant un motif spécifique comprenant le résidu Lysine 4 non modifié, la tri-méthylation

du résidu Lysine 9 et 1’acétylation du résidu Lysine 18 (motif H3K4me0-K9me3-K18ac). De
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maniere intéressante, la modification H3K9me3, motif reconnu par le gardien de la répression
transcriptionnelle HP1, est essentielle pour la liaison entre TIF1y et ’'Histone H3.

Dans les cellules souches embryonnaires, les promoteurs de Gsc et Mixll seraient
dans un état d’attente, de pause, caractérisé par des modifications épigénétiques comme
H3K9me3 associées au facteur HP1. Le signal Nodal déclencherait alors la formation des
complexes Smad4-Smad2/3 et TIF1y-Smad2/3 qui coopereraient pour activer la transcription
des genes maitres de la régulation de la différenciation du mésendoderme Gsc et Mix/]
(Figure 16). Au début de cette « danse » de complexes transcriptionnels, le domaine PHD et
le Bromodomaine de TIFly reconnaitraient respectivement les modifications H3K4me0-
K9me3 et H3K18ac ; le complexe TIF1y-Smad2/3 lierait alors les nucléosomes contenant les
Histones H3 modifiés au sein des promoteurs de Gsc et Mixl/l. L’action du complexe TIF1y-
Smad2/3 serait possible grace a la reconnaissance conjointe des modifications d’Histones
par TIF1y et des sites SBE par Smad2/3. La forte affinité de TIF1y pour H3K4me0-K9me3-
K18ac (Figure 16) déplacerait HP1 des nucléosomes, ce qui se traduirait par un remodelage
de la chromatine nécessaire au recrutement du complexe Smad4-Smad2/3 au niveau des ARE
pour activer I’ARN polymérase II a transcrire les génes de la différenciation cellulaire Gsc et
Mixl1 (Xi et al, 2011). Dans un contexte de cellules souches embryonnaires, les protéines
TIF1y et Smad4 agiraient donc en coopération pour répondre au signal de différenciation
apporté par Nodal, en faisant passer des genes maintenus en « pause » dans un état active.

La structure cristallographique de la liaison entre TIFly et I’Histone H3 modifié
montre la grande spécificité de cette interaction qui serait par exemple rendue impossible par
la méthylation du résidu Lysine 4 de I’Histone H3. La reconnaissance du motif H3K18ac par
le Bromodomaine de TIF1y est donc déterminée par I’interaction de son domaine PHD avec
le motif H3K9me3. L’ espacement des motifs de méthylation et d’acétylation sur I’Histone H3
régule de maniere trés importante la liaison de TIFly a la chromatine. La structure
cristallographique présentée par I’équipe de Massague remet ainsi en cause le modele de
liaison de TIF1y au motif H3K18ac-K23ac proposé par Agricola et al (Agricola et al, 2011).
La combinaison H3K4me(0-K9me3-K18ac (Figure 17) constituerait donc un code de
reconnaissance unique pour le recrutement de TIF1y (Xi et al, 2011). Ainsi, la spécificité
combinée de TIF1y et Smad2/3 pour, respectivement, les modifications d’Histone et les SBE
de I’ADN assure une plus grande sélectivité dans la reconnaissance des geéne cibles. Au cours
de la différenciation des cellules souches embryonnaires, le résultat final est que Nodal active

la transcription des geénes Gsc et Mixll qui étaient dans un état de pause, ce qui déclenche la
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différenciation du mésendoderme. L’activité ubiquitine ligase de TIF1y sur Smad4 pourrait

représenter un rétrocontrdle négatif pour 1’inactivation et le recyclage de Smad4.

B — 4 - Implication de TIF1y dans ’hématopoiése

Outre son rdle crucial dans la voie de signalisation du TGFp, la protéine TIFly
présente bien sir de nombreuses implications dans différents processus, de maniére
totalement indépendante du TGFf, notamment pendant I’embryogenése, au cours de
I’hématopoiese qui résulte d’un fin dosage entre les processus de différenciation et
prolifération des cellules progénitrices en cellules du sang circulant. Chez le poisson zebre,
qui est un excellent modéle pour étudier la machinerie moléculaire qui régit I’expression des
génes de I’hématopoiése, un groupe de mutants présentant de graves défauts de
différenciation érythroide a été identifi¢ en 1996 et I'un de ces mutants a été appelé
moonshine (mon) (Ransom et al, 1996). Le fait que ce geéne soit situé¢ dans une région du
chromosome 8 du poisson zebre synténique de la région du chromosome 1 humain contenant
TIFly, et que D’expression de TIFly soit fortement augmentée dans les cellules
hématopoiétiques tout au long de ’embryogenése chez le poisson zebre et la souris, parmi
d’autres preuves expérimentales, ont permis de déterminer que moonshine est I’orthologue de
TIF1y chez le poisson zebre. Il apparait donc que la protéine TIF1y joue un rdle essentiel dans
I’hématopoiese précoce. En effet, la mutation de TIF1y chez le poisson zebre conduit a
I’apoptose massive des progéniteurs érythroides qui ne peuvent donc pas se différencier, d’ou
la mort prématurée des embryons. De plus, les rares adultes mutants survivants présentent une
sévere anémie et une érythropoiése défective, montrant que TIF1y serait également requis
pour réguler I’hématopoiese tardive (Ransom et al, 2004).

Récemment, les travaux de Bai et al ont montré que ces défauts de 1’érythropoiése
pourraient étre dus a des changements d’expression de génes controlés par 1’¢longation de la
transcription, cette étape étant connue pour é&tre hautement régulée au cours du
développement embryonnaire. En particulier, le fait que I’ARN polymérase II (ARNpolll)
puisse se mettre en pause, apres ’initiation de la transcription, sous I’influence de facteurs de
transcription comme DSIF (DRB Sensitivity-Inducing Factor), permettrait de réguler une
expression précise et synchrone des genes du développement (Boettiger & Levine, 2009). En

effet, le complexe DSIF est capable d’inhiber I’élongation de la transcription précoce, en
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mettant en pause I’ARNpolll, mais pourrait également agir pour remettre 1’ARNpolll en
action et stimuler une transcription productive (Price, 2008). Cette dualité fonctionnelle de
DSIF serait due au recrutement de pTEFb (positive Transcription Elongation Factor b) qui
peut phosphoryler le domaine C-terminal de I’ARNpolll et ainsi remettre en marche
I’¢longation de la transcription. Grace a un crible permettant d’identifier des mutations
suppressives du phénotype du mutant mon chez le poisson ze¢bre, les auteurs ont pu mettre en
¢vidence la mutation sun (sunrise) qui restaure 1’expression de la globine $e3 (orthologue de
I’hémoglobine chez le poisson zebre) altérée chez le mutant mon (Bai et al, 2010). Cette
mutation correspond a 1’altération du gene cdc73 (Cell Division Cycle 73) qui code pour un
composant du complexe PAF de coordination de 1’¢longation de la transcription. De maniere
intéressante, les protéines TIFly et PAF régulent de maniere antagoniste I’expression des
geénes de 1’érythropoicse. En effet, PAF inhibe 1’expression de ces génes cibles en bloquant
I’ARNpolll. Cette méme équipe a montré que TIF1ly est capable d’interagir avec plusieurs
composants des complexes multiprotéiques SCL et FACT (Facilitates Chromatin
Transcription) impliqués dans la régulation de la transcription. Il a ainsi été dessiné un modéle
dans lequel TIF1y est indispensable pour recruter les complexes SCL, FACT et pTEFb et
relever I’inhibition de I’ARNpollI par les protéines PAF et DSIF. En effet, la kinase pTEFb
recrutée par TIF1y phosphoryle I’inhibiteur DSIF et le domaine C-terminal, ce qui permet a
I’ ARNpolll de reprendre I’¢longation de la transcription. La protéine TIF1y est donc un acteur
essentiel de la régulation de 1’élongation de la transcription des geénes de I’érythropoiese
pendant le développement.

De plus, deux études récentes montrent 1’implication de TIF1y dans la régulation de
I’érythropoiése : TIF1y interviendrait au sein du paradigme entre TAL1 et PU.1 pour changer
le destin des progéniteurs hématopoiétiques. Auparavant, I’idée était que le facteur de
transcription TALI, par I’activation de gatal, gouverne la différenciation érythroide alors que
le facteur de transcription PU.1 gouverne la différenciation myéloide ; ce paradigme reposant
sur un antagonisme crois¢ entre TALI et PU.1 (Graf & Enver, 2009). Des expériences
montrent que les surexpressions de gatal ou PU.I sont suffisantes pour reprogrammer un
lignage érythroide en lignage myéloide et inversement (Kulessa et al, 1995; Nerlov & Graf,
1998). La découverte de la conséquence phénotypique de la mutation mon a remis en cause ce
dogme : TIF1y serait critique pour la différenciation érythroide des cellules souches
hématopoiétiques, comme le montre 1’augmentation de la différenciation des compartiments

my¢loides en absence de TIF1y. Des expériences de génétique sur le développement du
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poisson zebre ont démontré que la protéine TIF1y entretient des relations épistatiques avec les
régulateurs caractéristiques de 1’hématopoiese TAL1 et PU.1 (Monteiro et al, 2011). De
maniere intéressante, TIFly exercerait des rdles différents spécifiques de chaque
compartiment de progéniteurs cellulaires. Ainsi, TIF1y ne jouerait aucun rdéle dans au sein des
progéniteurs my¢loides (ou ALM — Anterior Lateral Mesoderm). En revanche, au sein des
populations a destin érythroide, TIF1y régule de maniere positive I’expression de TALI et
PU.1 dans les progéniteurs érythroides (ou PLM — Posterior Lateral Mesoderm). Dans le tissu
hématopoiétique de la queue du poisson zebre (appelé CHT — Caudal Hematopoietic Tissue),
dans lequel les cellules souches hématopoiétiques (HSC) se différencient, TIF1y inhibe la
voie my¢loide en régulant négativement 1I’expression de PU.1 et favorise la voie érythroide en
favorisant I’expression de TAL1. La protéine TIF1y serait donc un modulateur indispensable
pour induire la différenciation des progéniteurs hématopoiétiques en érythrocytes.

Une ¢étude chez la souris vient contraster ces observations des effets de la mutation de
TIF1y chez le poisson ze¢bre. En effet, une lignée de souris générant I’invalidation de TIF1y
uniquement dans le systéeme hématopoiétique a permis de mettre en évidence que les défauts
engendrés par la délétion de TIF1y ne sont pas létaux : les souris délétées pour TIF1y vivent et
ne sont pas anémiques (Kusy ef al, 2011). Toutefois, 1’analyse de 1’hématopoie¢se dans ces
animaux montre que TIFly serait impliqué dans plusieurs étapes de 1’hématopoicse. En
particulier, TIFly serait important pour limiter la différenciation des progéniteurs
hématopoiétiques vers la voie myéloide. Pour cela, TIF1y inhibe I’expression du facteur de
transcription PU.1 ainsi que son activité transcriptionnelle par interaction directe. La protéine
TIF1y peut donc s’associer aux deux facteurs maitres régulant I’hématopoicse : TAL1 et PU.1.
De plus, TIF1y est capable de lier les séquences régulatrices des genes cibles de TALI1
comme gatal, gata? ou idl. En plus de son réle dans le recrutement de complexes
multiprotéiques permettant de réguler I’élongation de la transcription (Bai ef al, 2010), TIF1y
pourrait s’associer a TALI1 sur certains sites spécifiques et ainsi réguler 1’expression de génes
cibles au cours de la différenciation hématopoiétique. TIF1y peut également réguler la
transcription des genes cibles de PU.1. En effet, cette étude montre que TIF1y est capable de
lier les séquences régulatrices des genes cibles de PU .1 comme pl5, egr2 ou FcgR2b. Les
mécanismes d’action de la protéine TIF1y dans la régulation de ces génes cibles reste a
déterminer mais il semble clair que TIFly contribue a orienter les progéniteurs

hématopoiétiques vers la voie de la différenciation érythropoiétique.
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B — 5 - Implication de TIF1y dans la tumorigenése

Les différents travaux présentés précédemment ont permis de mettre en évidence que
la protéine TIF1y serait importante au cours de I’hématopoiése. L’équipe de Laurent Delva a
utilis¢ des souris pour lesquelles 1’expression de TIF1y a été¢ invalidée spécifiquement dans le
compartiment hématopoiétique grace au systeme Cre-lox (une recombinase Cre, dont
I’expression est controlée par un promoteur spécifique du tissu ciblé, permet de recombiner
les sites lox entourant tout ou partie de la séquence de TIF1y de maniere homologue). Ces
souris ont présenté une diminution du nombre des progéniteurs érythroides, en accord avec la
littérature, ainsi qu’une expansion sélective des progéniteurs granulo-monocytiques. Ce
déséquilibre des populations des progéniteurs observé chez la souris correspondrait au
phénotype engendré lors du développement de la CMML (Chronic MyeloMonocytic
Leukemia) chez I’Homme. La collecte des monocytes du sang périphérique de 60 patients
atteints de CMML a révélé que ’ARNm de TIF1y était indétectable, et que cela était corrélé a
une absence d’expression protéique, chez 35% des patients (Aucagne ef al, 2011). L analyse
des séquences promotrices du gene 7/F 1y a montré que I’absence d’expression de TIF1y chez
ces patients serait due a une hyperméthylation au niveau des ilots CpG de son promoteur. De
nouvelles thérapies dites « épigénétiques », incluant des inhibiteurs des DNMT (DNA
MethylTransferase) ou des inhibiteurs de HDAC, sont en cours d’essais cliniques, notamment
concernant les syndromes myélo-prolifératifs (Candelaria et a/, 2011). Un essai clinique de
phase II a été mis en place afin de tester I’efficacité d’un agent déméthylant, la Décitabine, sur
une cohorte de patients atteints de CMML. De manicre trés intéressante, 1’expression de
TIF1y s’est trouvée restaurée dans les monocytes des patients répondant au traitement,
montrant que D’expression de TIFly serait un biomarqueur des réponses aux agents
déméthylant des patients atteints de CMML. Ces résultats montrent donc que TIF1y serait,
dans les cellules hématopoiétiques, un gene suppresseur de tumeur régulé de manicre
épigénétique.

Dans un autre contexte, il semblerait que la protéine TIF1y puisse s’associer avec les
autres membres de la famille TIF1 — TIFla et TIF1f — pour agir comme suppresseur de
tumeur dans le carcinome hépatocellulaire (ou HCC pour HepatoCellular Carcinoma)

(Herquel et al, 2011b). Cette étude fait suite a une publication de 2007 qui montrait que
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I’inactivation de TIF1a chez la souris provoquait la formation de HCC (Khetchoumian ef al,
2007). La purification de complexes protéiques interagissant avec TIFlo a permis de mettre
en évidence I’interaction avec TIF1y et/ou TIF1f. Ces interactions pourraient permettre le
recrutement de protéines telles que des HDAC ou HP1 dans le but de former un complexe
macromoléculaire pour réguler la transcription de geénes cibles important pour inhiber la
formation des HCC (Nielsen et al, 1999). L’inactivation de TIFla chez la souris confére son
activité oncogénique au récepteur a ’acide rétinoique en augmentant la prolifération des
hépatocytes (Khetchoumian et a/, 2007). L’inactivation de TIF1a combinée a celle de TIF1y
potentialise clairement la formation de HCC et la dérégulation des génes cibles. Cet effet
additif des deux mutations pourrait suggérer que TIF1a et TIF1y peuvent affecter des voies de
signalisation différentes pour exercer leur role de suppresseur de tumeur. Ainsi, des
dérégulations paralleles de la voie du TGFp et de la voie de I’acide rétinoique pourraient
coopérer pour induire ou inhiber la formation de tumeur, et en particulier de HCC.

Le dernier exemple de la caractérisation de la protéine TIF1y en tant que suppresseur
de tumeur concerne la tumeur du pancréas ou PDAC (Pancreatic Ductal AdenoCarcinoma).
Les cas sporadiques de PDAC, qui représentent la grande majorité des tumeurs du pancréas,
sont liés a la mutation activatrice de I’oncogene kras (muté dans 90% des cas), et/ou a des
mutations de genes suppresseurs de tumeur comme ink4a/arf (80% des cas), (p53 (50% des
cas) ou smad4 (50% des cas). La protéine Smad4 a été originellement identifiée grace a la
mutation du géne dans les tumeurs du pancréas, et appelée DPC4 (Deleted in Pancreatic
Cancer 4). La voie de signalisation du TGFf3 semble donc étre une voie cruciale dans la
régulation du développement des lésions cancéreuses pancréatiques, comme le montre les
phénotypes de I’inactivation de TBRII ou de la surexpression de Smad7 dans le modele murin
(Ijichi et al, 2006; Kuang ef al, 2006). De plus, une étude génomique a permis de montrer que
la voie du TGFp était altérée dans pratiquement tous les cas de cancers pancréatiques (Jones
et al, 2008). Le croisement de modéles murins présentant une activation constitutive de

\ . G12D
I’oncogene Kras (mutation Kras

) avec un mod¢le d’inactivation conditionnelle de TIF1y
dans le pancréas ont généré des souris avec des lésions précancéreuses dans le pancréas
comparable a I’inactivation de Smad4. Parallelement, 1’analyse de I’expression de la protéine
TIF1y sur une collection de 20 tumeurs pancréatiques humaines (PDAC) a révélé une baisse
de I’expression de TIF1y dans les tumeurs, en comparaison aux tissus péri-tumoraux (Vincent

et al, 2009). Comme la protéine Smad4, TIF1y exercerait dans le pancréas un role de

suppresseur de tumeur et ainsi, l’inactivation de TIF1ly coopérerait avec la mutation
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activatrice de Kras de la méme mani¢re que l’inactivation de Smad4. Cependant, une
publication plus récente de la méme équipe suggére que ’effet suppresseur de tumeur de
TIF1y passerait par une voie indépendante de Smad4. En effet, la génération de souris

912D 6t la double inactivation de TIF1y et Smad4 a permis de

présentant la mutation Kras
mettre en évidence une interaction génétique entre I’inactivation de ces deux protéines, ce qui
montre qu’elles agiraient de manicre indépendante (Vincent et al, 2012).

De manicre intéressante, une publication récente met en lumicre un role plutdt
oncogénique de la protéine TIFly concernant le cancer colorectal ou CRC (ColoRectal
Cancer). La délétion du locus 18q est fréquemment retrouvée dans les CRC, laissant penser a
la présence de génes suppresseurs de tumeur dans cette région, dont smad4 qui est délété dans
pres d’un quart des CRC, une faible expression de Smad4 étant corrélée a un mauvais
pronostic (Alhopuro et al, 2005). En plus de la mutation activatrice de I’oncogéne Kras, des
mutations des génes codant les protéines Smad4 et TBRII ont également été retrouvées dans
les stades précoces de la progression tumorale, suggérant un role important de la voie du
TGFp dans le développement du CRC. L’analyse de I’expression des protéines TIF1y, Smad4
et TBRII sur une série de 51 CRC a permis de mettre en évidence une surexpression de TIF 1y,
corrélée a la perte d’expression de Smad4, dans 50% des CRC, en comparaison aux tissus
non-tumoraux (Jain et al, 2011). De plus, ’expression de TIF1y semble étre corrélée au stade
d’avancement du CRC, TIF1y étant plus exprimé dans les CRC de stade III que dans les CRC
de stade I et II. Les mémes analyses réalisées sur des polypes non cancéreux ou sur des
Iésions pré-cancéreuses (appelées adénomes tubulaires) ont montré que la surexpression de
TIF1y, intervenant dans les stades précoces de la carcinogenese et étant corrélée a la perte
d’expression de Smad4, serait un indicateur de mauvais pronostic.

Au cours des trois dernicres années, la bibliographie s’est étoffée concernant
I’implication de la protéine TIF1y au cours de la tumorigenese. Différents travaux ont montré
que TIF1y serait plutot un acteur de la suppression de la tumeur, notamment concernant la
leucémie myélomonocytaire chronique, le carcinome hépatocellulaire ou encore le cancer du
pancréas. Un article cependant met en lumicre que dans le cancer colorectal, I’expression de
TIF1y serait plutot corrélée avec un stade avancé de la tumeur, ce qui dans ce cas serait en
faveur d’un rdle pro-oncogénique. Il semble donc que le contexte cellulaire joue un rdle
important pour médier des effets anti-tumoraux ou pro-tumoraux. Les mécanismes impliqués
dans ces différents effets de la protéine TIF1y au cours de la progression tumorale restent mal

connus. L’étude moléculaire des interactions, des modifications ¢pigénétiques, des
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modifications post-traductionnelles de TIF1y permettra de comprendre ces mécanismes, aussi

bien de maniere dépendante ou indépendante de la voie de signalisation du TGFf.

B — 6 - Implication de TIF1y en virologie et immunologie

Dans un contexte d’infection adénovirale, deux travaux récents mettent en lumiére la
régulation de I’activité de TIF1y au cours de la réplication virale. La protéine adénovirale E4-
ORF3 active la réplication de I’ADN viral et permet de stabiliser I’accumulation nucléaire des
ARNm viraux en relocalisant des protéines cellulaires dans des structures nucléaires. La
protéine TIFly pourrait interagir avec E4-ORF3, ce qui entrainerait la relocalisation de la
protéine TIF1y endogene dans les cellules infectées ; cela étant dépendant de 1’accessibilité du
domaine Coiled-Coil de TIFly (Vink et al, 2011). La seconde publication montre que la
protéine adénovirale E4-ORF3 interagit avec TIF1y pour entrainer la dégradation de TIF1ly
médiée par le protéasome au cours de I'infection. De maniére intéressante, ce mécanisme
serait conservé au cours de 1’évolution et permettrait au virus d’inhiber les fonctions anti-
virales de TIF1y pour autoriser la réplication virale (Forrester ef a/, 2011).

Plusieurs études ont révélé la présence d’auto-anticorps dirigés contre TIF1y (associés
ou non a la présence d’auto-anticorps dirigés contre TIFla et TIF1B) chez des patients
atteints de dermatomyosite (DM) (Labrador-Horrillo ef al, 2012; Fiorentino & Casciola-
Rosen, 2012; Matsuura et al, 2012; Fujimoto et al, 2012; Muro et al/, 2012). La DM est une
maladie du tissu conjonctif qui se caractérise par une inflammation des muscles et de la peau.
Cependant c'est un trouble systémique qui peut également toucher les articulations,
'oesophage, les poumons et, plus rarement, le cceur. Il existe un lien trés net entre les auto-
anticorps spécifiques et les différents phénotypes cliniques, ce qui fait des auto-anticorps
d'excellents outils pour classifier les patients et prédire 1’évolution et 1’issue de la maladie. 1l
est possible que la réponse immunitaire anti-TIF1 soit simplement un marqueur des patients
atteints de cancer, notamment dans le cancer colorectal ou TIF1y est surexprimé (Jain et al,
2011). Cependant, le fait que de nombreux jeunes patients sans cancer présumé ont des auto-
anticorps dirigés contre TIF1 (et non les patients souffrant d'autres maladies auto-immunes)
suggere que la protéine TIF1y est liée a la DM.

Enfin, une étude montre 1’implication des protéines TIF1ly et Smad4 dans le

développement d’un sous-type de cellules du systéme immunitaire. En effet, les auteurs ont
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montré que la différenciation des précurseurs des lymphocytes T NK (Natural Killer)
invariants (cellules iNKT) est orchestrée par la voie canonique du TGFp. La protéine TIF1y
régulerait la différenciation précoce ou expansion clonale des précurseurs des iNKT alors que
la protéine Smad4 contrélerait la maturation des précurseurs des iNKT a des stades plus
tardifs. De maniere intéressante, la différenciation intermédiaire de ces précurseurs serait
régie par une voie du TGFf indépendante de Smad4 et de TIF1y. Les inter-relations entre
différentes voies de signalisation venant d’un méme signal apporté par le TGFf permettraient

donc une régulation fine du développement des précurseurs des cellules iNKT (Doisne et al,

2009).
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III - Le TGFp et le développement tumoral

Le TGFf est connu depuis longtemps pour ses effets pléiotropes, que ce soit au cours
du développement embryonnaire ou il intervient dans la différenciation des cellules, la mise
en place des différents feuillets pendant la gastrulation et 1’organogenése, ou au cours de la
vie adulte pendant laquelle le TGFp est un régulateur essentiel de ’homéostasie au sein des
tissus ou du processus de cicatrisation par exemple. Afin de réguler tous ces processus
biologiques, le TGFp a recours a des effets sur la prolifération, la survie, la différenciation,

I’adhésion ou encore la migration des cellules.

A - Effets suppresseurs de tumeur

Les études génétiques et épigénétiques ont permis d’identifier un trés grand nombre
d’altérations au niveau des effecteurs de la voie de signalisation du TGF dans de nombreux
cancers humains (Levy & Hill, 2006).

Le géne du récepteur au TGFf de type II est surtout sujet a [D’instabilité
microsatellitaire dans de nombreux cancers humains du fait qu’il contient de courtes
répétitions de nucléotides. Des erreurs dans la réplication permettent de générer des
récepteurs mutants non fonctionnels. D’autres mutations décrites dans le domaine kinase de
TPRII, notamment dans les cancers des poumons et de 1’ovaire, permettent de dire que la
perte du récepteur TPRII fonctionnel est un mécanisme majeur grace auquel les cellules
tumorales acquicrent une résistance face aux effets suppresseur de tumeur du TGFf. Des
mutations, des pertes d’expression ou des modifications épigénétiques du géne 7GFBRI sont
¢galement retrouvées et associées respectivement aux cancers du sein, du pancréas ou aux
cancers gastriques. Concernant Smad2, de nombreuses mutations, retrouvées dans différents
cancers humains, auraient des conséquences sur la stabilité¢ de la protéine ou sur sa fonction
en inhibant par exemple le recrutement par le récepteur TBRI ou la dissociation de la protéine
Smad2 activée (Prunier et al, 2001). Contrairement a Smad2, la protéine Smad3 n’a été
trouvée mutée que dans de rares cas de cancers du sein (Tram et al, 2011). De plus, une
inhibition de I’expression de Smad3 a été décrite dans plusieurs types de cancers et suggere
que Smad3 serait un acteur majeur des effets anti-prolifératifs du TGFf. Enfin, le géne SMAD

le plus fréquemment muté dans les cancers humains est SMAD4. A origine identifiée comme
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DPC4 du fait de sa délétion dans prés de 50% des cancers du pancréas, la protéine Smad4 est
¢galement délétée ou mutée dans de trés nombreux cancers. Ainsi, des mutations dans les
domaines MH1, MH2 ou des mutations tronquant 1’extrémité C-terminale conduiraient a la
dégradation de la protéine Smad4 par le protéasome ou a des problémes d’oligomérisation
avec les R-Smads (Xu & Attisano, 2000; De Bosscher et al, 2004). De manicre intéressante,
dans le cancer colorectal, les mutations de Smad4 apparaissent a des étapes tardives de la
progression tumorale et corrélent avec ’apparition des métastases (Miyaki et al, 1999), de
méme que pour le cancer du pancréas. La pléthore d’altérations retrouvées dans les cancers
humains est en faveur d’un réle clé des récepteurs TPRI et TRRIIL, de Smad4 et a moindre
échelle de Smad2 et Smad3, en tant que suppresseurs de tumeur.

De plus, de nombreux modeles murins ont permis de confirmer ces observations. En
effet, les souris présentant une expression ectopique du TGFf1 dans la glande mammaire
graice au promoteur MMTV (Mouse Mammary Tumor Virus) présentent une hypo-
prolifération des cellules épithéliales et une inhibition du développement de tumeur
mammaires (Pierce ef al, 1995). Des modéles murins avec une expression ectopique d’un
récepteur TPRII dominant négatif incapable de se complexer a TRRI ont une plus grande
incidence de tumeurs mammaires. De maniére trés intéressante, et a I’inverse de ce que 1’on
pouvait s’attendre d’apres les études génétiques chez I’Homme, le premier modele murin
d’inactivation de Smad3 s’est révélé étre un bon modéle pour I’étude du cancer colorectal
métastatique (Zhu et al, 1998), bien que d’autres modeles n’aient pas révélés de tumeurs
spontanées par la suite. Il semble donc que les effets du TGFf, qu’ils soient pro- ou anti-
tumoraux, sont grandement dépendants du contexte et du tissu. Comme nous le verrons par la
suite, ’effet du TGFf sur la tumorigenc¢se et la formation de métastases est bien plus
complexe, car aussi bien des inactivations que des activations de cette voie de signalisation

peuvent mener au développement tumoral.

A — 1 - Effet cytostatique

Le TGFp est capable d’inhiber la prolifération des cellules épithéliales en bloquant la
progression de la phase G1 du cycle cellulaire. Pour cela, la premiére cible transcriptionnelle
directe du TGFP qui explique D’effet cytostatique sur les cellules épithéliales est c-Myc
(Pietenpol et al, 1990), dont I’expression est inhibée par le TGFp. De plus, le TGFf peut

également mobiliser des inhibiteurs des CDK comme p21"", p15™%** ou p27%""! grace a un
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controle transcriptionnel et post-transcriptionnel de ces inhibiteurs du cycle cellulaire.
L’expression de p15™** dans les cellules épithéliales inhibe le complexe CyclineD-CDK4/6
mais favorise la liaison entre CDK4 et CDK6, ce qui déplace les inhibiteurs p21<"*! et p27<'*!
qui, ainsi actifs, peuvent alors s’associer a CDK2 pour inhiber le complexe CyclineE/A-
CDK2. Parallélement, le TGFB induit I’expression de p21“™', ce qui assure le blocage
complet de I’activité de CDK2 et donc I’arrét du cycle cellulaire en phase G1 (Reynisdottir et
al, 1995). En fonction du type cellulaire, différents CKI (Cyclin-dependent Kinase Inhibitor)
peuvent étre engagés dans cet effet du TGFf sur la prolifération, alors que la suppression de
c-Myc est une caractéristique générale de cette réponse au TGFf. Par exemple, Le TGFp
stimule I’expression de p21“"" dans les lymphocytes T (Wolfraim er al, 2004), de p57<'"*
dans les cellules souches hématopoiétiques (Scandura et al, 2004), et de p21°™*! et p15™*4®
dans les astrocytes et les cellules progénitrices neurales (Seoane, 2004).

Le signal apporté par le TGFP va activer les protéines Smad qui vont former un
complexe avec les facteurs de transcription Spl et FoxO pour activer la transcription de
p]5INK4b ou p21 cipt (Feng et al, 2002; Seoane et al, 2004; Gomis et al, 2006). De manicre
intéressante, il a été montré que la protéine c-Myc peut lier directement Smad2 et Smad3 pour
les empécher d’activer la transcription des CKI (Feng et al, 2002). Concernant 1’inhibition de
I’expression de c-Myc, qui est un inducteur primordial de la prolifération et de la division
cellulaire, le TGF induit la formation d’un complexe transcriptionnel comprenant les Smads
activées, pl107, E2F4/5 et C/EBPf (CCAAT/Enhancer-Binding Protein (), dans lequel les
Smads et E2F4/5 reconnaissent des régions promotrices de c-Myc, et pl07 permet le
recrutement de co-répresseurs. C/EBPf est également requis pour 1’activation de p/ 5K par
le complexe Smad3/4-FoxO (Seoane, 2006).

Cet effet cytostatique du TGFf, bien décrit aujourd’hui, montre que la répression
transcriptionnelle de c-Myc est une étape critique pour exécuter le programme complet d’arrét
de la prolifération passant par I’activation des inhibiteurs des kinases du cycle cellulaire.

Cependant, des voies indépendantes des Smads peuvent étre impliquées dans cet effet

cytostatique du TGFf en coopération avec la voie canonique du TGFf.

55



A —2 - Induction de I’apoptose

Le TGFP peut, en plus de son action sur la prolifération des cellules, induire
I’apoptose par différents mécanismes suivant le type cellulaire. Par exemple, dans les cellules
¢épithéliales du pancréas, les protéines Smad ont pour géne cible 7/IEGI (TGFp-Inducible
Early response Gene 1) qui code pour un facteur de transcription régulant I’expression de
genes pro-apoptotiques (Tachibana et al, 1997). Dans les hépatocytes, les Smads activent le
facteur GADD45f qui lie MKK4 (Mitogen-activated protein Kinase Kinase 4) et active la
protéine MAPK p38, ce qui conduit a l’activation de la caspase-8 et du facteur pro-
apoptotique Bad a ’origine du relargage du cytochrome C de la mitochondrie qui active
I’apoptosome (Yoo et al, 2003). Les protéines Smad peuvent également activer la
transcription du geéne pro-apoptotique Bim qui active la protéine mitochondriale Bax qui
induit le relargage du cytochrome C et I’activation des caspases pour médier 1’apoptose des
cellules épithéliales gastriques (Ohgushi et al, 2005). Dans les cellules hématopoiétiques, les
Smads induisent la transcription de la lipide phosphatase SHIP (Src-Homology 2-containing
Inositol 5' Phosphatase) qui interfére avec I’activation de la voie de signalisation PI3K/Akt,
connue pour réguler la survie cellulaire (Valderrama-Carvajal et al, 2002).

En conclusion, I’effet pro-apoptotique du TGFf sur les cellules épithéliales fait
intervenir différentes voies (dépendantes ou indépendantes des protéines Smad) qui
fournissent différents types de signaux (pro- ou anti-apoptotiques). La réponse des cellules
normales et tumorales au TGFf dépend de nombreux signaux regus pour permettre la survie

ou la mort par apoptose.

A — 3 - Effets sur le stroma

Le microenvironnement joue un role important dans 1’organogenése et I’homéostasie
des tissus normaux. Depuis plusieurs années, la contribution du microenvironnement stromal
dans le cancer a ¢été rapportée grace a des ¢études chez ’Homme montrant que le
développement et la progression tumorale sont liés a la présence de fibroblastes associés a la
tumeur (appelés TAF pour Tumor-Associated Fibroblast) portant des mutations de genes
suppresseurs de tumeur (Bhowmick et a/, 2004b). Par exemple, des mutations des génes TP53
ou PTEN sont fréquemment retrouvées dans le stroma de carcinomes mammaires (Kurose et

al, 2002). De plus, les cellules présentes dans le stroma produisent de nombreux facteurs de
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manicre paracrine tels que des facteurs mitogénes ou des facteurs de I’inflammation. Les
interactions entre 1’épithélium et le stroma adjacent sont donc trés importantes pour réguler
I’homéostasie du tissu. L’importance de la voie de signalisation du TGFf dans ces
interactions a été montrée grace a la génération de souris présentant une délétion du gene
tgfPril spécifiquement dans les fibroblastes (Bhowmick et al, 2004a). La perte du signal
TGFpP dans les fibroblastes de la prostate ou de 1’estomac a conduit & des hyperplasies des
¢épithélia adjacents qui ont respectivement progress¢ en néoplasie intra-épithéliale ou en
carcinome gastrique, ces effets étant accompagnés d’une surexpression du HGF (Hepatocyte
Growth Factor) par les fibroblastes mutants. Le TGFP est donc capable de limiter la
stimulation paracrine de la prolifération des cellules épithéliales et ainsi d’inhiber le
développement tumoral. De plus, le TGFf peut agir en renforgant la tolérance immunitaire en
inhibant le développement de la plupart des cellules effectrices de la réponse immunitaire
innée (macrophages, cellules NK) et adaptative (lymphocytes T CD8+ et T CD4+). Le TGFf
favorise le développement des lymphocytes T régulateurs (Treg) qui suppriment les fonctions
des autres lymphocytes, et des lymphocytes Th17 qui régulent les macrophages et les cellules
NK (Natural Killer). Cela a été mis en évidence par I’analyse de souris présentant la délétion
conditionnelle du gene #gfBIl ou tgfPrll dans le systtme hématopoiétique ou de souris
déficiente pour smad3 qui présentent une dérégulation des cellules du systéme immunitaire,
avec notamment une expansion excessive des lymphocytes T, conduisant a une inflammation
chronique, en lien avec le développement tumoral. L’effet suppresseur de tumeur du TGFf
correspond donc a I’inhibition de I’inflammation pour promouvoir la tolérance immunitaire.
Enfin, une étude in vivo montre que la co-xénogreffe de fibroblastes mammaires présentant la
délétion de TGFPBRII avec des cellules de carcinome mammaire chez la souris
immunodéprimée augmente significativement la croissance tumorale et I’invasion, et cela est
corrélé a une sécrétion accrue par les fibroblastes de facteurs mitogenes (Cheng et a/, 2005).
En plus de ces effets suppresseurs de tumeur, il a ét¢ montré que le TGFf peut jouer
un role sur I’immortalisation des cellules cancéreuses en réprimant, grace a I’intervention de
co-facteurs comme SIP1 (Smad-Interacting Protein 1), I’expression de la sous-unité
catalytique TERT de la télomérase et en induisant ainsi la sénescence des cellules (Lin &

Elledge, 2003).
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B - Effets promoteurs de tumeur

Depuis le clonage du TGFP, de nombreuses études ont montré que les cellules
tumorales ou les tumeurs humaines expriment de forts taux de TGFf en comparaison aux
tissus normaux. De plus, I’expression ectopique du TGFf dans des cellules les rend plus
agressives et plus tumorigenes apres injection chez la souris immunodéprimée. De manicre
intéressante, des niveaux d’expression élevés de TGFp retrouvés dans de nombreux types de
cancers sont associés a la malignité et a la progression tumorale (Teicher, 2001).

L’inactivation de certains composants de la voie du TGFp retrouvée dans différents
types de cancer (cancers colorectal, pancréatique, ovarien, gastrique) n’est pas la régle. Au
contraire, d’autres cancers, comme le cancer du sein, de la prostate, le mélanome ou les
néoplasies hématopoiétiques, désactivent la branche anti-tumorale de la voie de signalisation
du TGFP. Par exemple, les mutations inactivatrices de 7PRII dues a [’instabilité
microsatellitaire dans les cancers du sein sont rarement associées a la progression tumorale.

De nombreux modeles murins ont permis de mettre en évidence 1’effet oncogénique
du TGF@. Par exemple, des souris présentant une sécrétion accrue de TGFf dans la peau ou la
glande mammaire ont montré que certes le TGFf} inhibe la croissance des tumeurs primaires,
mais qu’il augmente en paralléle ’invasion et le pouvoir métastatique de ces tumeurs (Cui et
al, 1996). De méme, le croisement entre un modéle murin présentant 1’expression d’une
forme constitutivement active de TPRI spécifiquement dans la glande mammaire (MMTV-
caTPRI), et un modele exprimant I’oncogéne Neu dans la glande mammaire (MMTV-Neu),
montre que le récepteur TPRI actif inhibe la formation de tumeurs mammaires mais accélére
I’apparition des métastases aux poumons (Siegel ef al, 2003). De plus, des expériences de
xénogreffes de cellules MDA-MB-231 dans lesquelles I’expression de Smad4 a été éteinte ont
montré une baisse de la formation de métastases aux os en comparaison aux cellules contrdles,
mettant en lumicére le role de Smad4 au cours de la TEM (Transition Epithélio-
Mésenchymateuse) induite par le TGF (Deckers et al, 2006). Ainsi le TGFP peut exercer des
roles pro-oncogéniques, notamment en induisant la TEM et en favorisant la néo-angiogenése

et I’échappement de la tumeur a la réponse immunitaire.

58



B — 1 - Effets sur le stroma tumoral

Le stroma tumoral est constitu¢ de composants de la matrice extracellulaire, de
cellules immunitaires, de micro-vaisseaux et de cellules de type fibroblastes. Depuis plusieurs
années, il a été montré que ces fibroblastes du stroma tumoral peuvent étre soit des cellules
mésenchymateuses stromales, soit des cellules dérivées de monocytes (appelées fibrocytes),
soit provenir de la TEM des cellules épithéliales de la tumeur adjacente, qui vont réguler la
progression tumorale de manicre négative ou positive selon le contexte (Kolonin et al, 2012;
Petersen et al, 2003). Ainsi, en plus de son action anti-tumorale sur le microenvironnement
stromal décrite précédemment, le TGFP peut exercer un role pro-oncogénique en agissant
notamment sur les fibroblastes associés aux tumeurs (TAF), qui produisent de nombreuses
cytokines, chemokines, facteurs de croissance et facteurs angiogéniques nécessaires a la
progression tumorale. Par exemple, le TGFf peut induire la sécrétion de PDGF (Platelet-
Derived Growth Factor) par les fibroblastes associés aux cellules tumorales dans la leucémie
(Mékeld et al, 1987). De méme, dans les fibroblastes humains de rein, le TGFf induit la
production d’un mitogéne majeur FGF2 (Fibroblast Growth Factor 2) (Strutz et al, 2001). Il a
¢été montré que le TGFP peut également agir sur I’expression du facteur CTGF (Connective
Tissue Growth Factor) qui régule de maniere autocrine et paracrine la prolifération des
fibroblastes eux-mémes et des cellules adjacentes (Igarashi ef al, 1993).

De maniere intéressante, une population de myofibroblastes associés aux tumeurs
pourrait &tre utilisée par les cellules épithéliales tumorales qui sécrétent du TGFP agissant
directement sur la capacité de migration et d’invasion des fibroblastes. Une étude in vitro
originale montre que cette stimulation des fibroblastes par les cellules tumorales provoque
I’activation de la voie de signalisation JNK et I’expression de la N-Cadhérine au niveau du
front des filopodes (De Wever et al, 2004).

L’analyse des interactions entre les cellules tumorales et les cellules du
microenvironnement pourrait donc permettre de mieux comprendre les différents effets du

TGFp au cours de la progression tumorale.

B — 2 - Echappement a la surveillance immunitaire

Le microenvironnement stromal contient aussi les cellules immunitaires dont la

régulation par le TGFp permet aux cellules tumorales d’échapper a la surveillance du systéme
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immunitaire (Torre-Amione et al, 1990). Le TGFf est le plus puissant immunosuppresseur du
corps humain car il inhibe la prolifération des lymphocytes B et T, des cellules NK et des
neutrophiles et macrophages. Une étude in vivo chez la souris avec des lymphocytes T
exprimant un récepteur TPRII dominant négatif montre que I’inactivation de la voie de
signalisation du TGFp rend les lymphocytes T plus aptes a développer une réponse immune
efficace contre la tumeur, ce qui est une piste intéressante pour la thérapie (Gorelik & Flavell,
2001). Le TGFp sécrété par les tumeurs va agir sur le systtme immunitaire de I’hote par
différents mécanismes, notamment en permettant aux lymphocytes T régulateurs (Treg)
d’inhiber I’activité cytotoxique des effecteurs de I’'immunité adaptative que sont les
lymphocytes T CD8+ (LTCD8+ ou CTL). En effet, des CTL exprimant un récepteur TPRII
dominant négatif résistent a 1’action des Treg, ce qui est corrélé avec une activité anti-
tumorale. De plus, la voie de signalisation du TGFP inhibe I’expression des protéines
cytotoxiques des CTL comme la Perforine, le Granzyme ou encore le ligand Fas (Thomas &

Massagué, 2005).

B — 3 — Angiogenése

L’angiogenése est un processus physiologique normal qui permet la formation de
néovaisseaux sanguins a partir des vaisseaux sanguins existants. Ce processus est bien sir
primordial au cours du développement embryonnaire et intervient également au cours de la
vie adulte pendant la cicatrisation ou pendant le cycle de reproduction féminin. Cependant
I’angiogenese peut étre détournée lors de pathologies comme le cancer ou la tumeur va devoir
créer de nouveaux vaisseaux sanguins pour continuer a étre irriguée et a se développer.
L’angiogenese tumorale fait intervenir les mémes voies de signalisation que I’angiogenése
physiologique. De plus, elles se déroulent de la méme fagon c’est-a-dire en deux phases
séquentielles. La phase d’activation, qui consiste en I’initiation et le développement des
nouveaux vaisseaux, se caractérise par I’augmentation de la perméabilité, de la prolifération,
de la migration et de I’invasion des cellules endothéliales, corrélée a la baisse de leur
adhérence a la lame basale. La phase de résolution permet la maturation des nouveaux
vaisseaux grace a I’augmentation de 1’adhérence des cellules endothéliales a la lame basale
nouvellement créée, la baisse de leur capacité de prolifération et d’invasion, et le recrutement

de cellules (péricytes, cellules musculaires lisses vasculaires, cellules murales) dont le role est
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de renforcer la stabilité¢ des néovaisseaux et de réguler leurs propriétés hémodynamiques. La
différence entre les angiogeneses physiologique et tumorale réside dans la qualité des
vaisseaux formés, les vaisseaux tumoraux étant beaucoup plus tortueux et de calibre moins
régulier que les vaisseaux physiologiques. En 1989, le VEGF (Vascular Endothelial Growth
Factor) a été identifi¢ comme le facteur responsable de la croissance des cellules endothéliales
nécessaire a la formation de nouveaux vaisseaux sanguins. Pour lutter contre I’hypoxie, la
tumeur secrete des taux élevés de VEGF dan le but de favoriser la néovascularisation
indispensable a a croissance (Brahimi-Horn et al, 2001).

L’effet du TGFB sur I’angiogenése a été découvert par ’analyse des vaisseaux
sanguins des souris déficientes pour le géne tgfpl, dont les défauts de différenciation des
cellules endothéliales donnent naissance a des vaisseaux sanguins déformés et fragiles
(Dickson et al, 1995). Le rdle crucial du TGFp a également ét¢ montré dans les modéeles
murins déficients pour les genes tgfPrl, tgffril ou tgffrill qui présentent tous des défauts
vasculaires et endothéliaux. Les cellules endothéliales possédent deux récepteurs, ALKS
(TRRI) ou ALK (spécifique des cellules endothéliales et dont le ligand est BMP9 (David et
al, 2007)), pour répondre au signal apporté par le TGFf. Plusieurs études récentes montrent
que les réponses de ces différents récepteurs des cellules endothéliales vont réguler
difféeremment 1’angiogenese. En effet, la stimulation de TPRI par le TGFf régulerait
préférentiellement la phase de résolution en favorisant I’expression de génes importants pour
I’homéostasie et la maturation des vaisseaux, et la différenciation des cellules péri-
endothéliales. En particulier, le TGFP induit, via TBRI, 1’expression de la protéine SM22a.,
un marqueur de différenciation des cellules des muscles lisses pendant le développement, qui
pourrait permettre la différenciation des cellules endothéliales en cellules péri-endothéliales
nécessaires a la stabilisation des néovaisseaux (Ota et al, 2002). De plus, la transduction du
signal TGF@ par TPRRI et les protéines Smad2 et Smad3 dans les cellules endothéliales stimule
la transcription des geénes de la matrice extracellulaire, de PAI-1 (Plasminogen Activator
Inhibitor type 1) et de la Fibronectine régulant 1’homéostasie et la maturation des vaisseaux
(Goumans et al, 2002; Wu et al, 2006). D’un autre coté, 1’activation par le TGFf du récepteur
ALK1 induit la transcription, par ’intermédiaire de Smadl, Smad5 et Smad8, de genes
impliqués dans la prolifération et la migration des cellules endothéliales et régulerait ainsi la
phase d’activation de I’angiogenése (Goumans et al, 2002; Wu et al, 2006; Ota et al, 2002). 11
a ¢galement ét¢ montré que le VEGF pourrait agir de maniere synergique avec un inhibiteur

de Dactivit¢ kinase du récepteur TPRI (SB431542) pour favoriser 1’angiogencse par
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I’induction de I’Intégrine a5 qui pourrait étre nécessaire a la communication intercellulaire et
a ’adhésion des cellules endothéliales (Liu et al, 2009). Enfin, le TGFf peut aussi controler
I’angiogenese en agissant sur les co-récepteurs TPRIII (ou betaglycan) et Endogline. Par
exemple, une forme soluble de TRRIII a été utilisée pour séquestrer le ligand TGFf, inhiber
I’angiogenese et ainsi limiter la croissance tumorale chez la souris (Bandyopadhyay et al,
2002).

Le TGF apporte donc un niveau de régulation supplémentaire pour la compréhension

du processus complexe qu’est la néo-angiogenése tumorale.

B — 4 - Transition épithélio-mésenchymateuse

La transition ¢épithélio-mésenchymateuse, ou TEM, est un processus de
transdifférenciation au cours duquel une cellule épithéliale polarisée acquiere des propriétés
de cellule mésenchymateuse. Cette transition s’accompagne d’un changement de morphologie
grace a la réorganisation du cytosquelette et a la perte des jonctions intercellulaires, du
déclenchement d’un programme transcriptionnel conduisant a la répression de 1’expression
des marqueurs épithéliaux et a I’activation de I’expression des marqueurs mésenchymateux et
de I’acquisition de capacités de migration et d’invasion. La TEM a été décrite pour la
premicre fois dans le développement embryonnaire et en particulier dans la formation de la
bande primitive chez le poussin en 1982 (Greenburg & Hay, 1982). Depuis, il a ét¢ montré
que cette transition des cellules, et sa réversion appelée transition mésenchymato-épithéliale
(TME), sont indispensables pendant le développement embryonnaire. En effet, la TEM est
importante depuis la gastrulation et la formation du mésoderme jusqu’a la mise en place des
valves cardiaques. De plus, la TEM intervient de maniere transitoire et spontanée pour
permettre aux cellules de la créte neurale de migrer pour donner naissance aux structures
cranio-faciales, au systéme nerveux périphériques et aux mélanocytes. Apres la fécondation,
les cellules du trophectoderme subissent la TEM pour faciliter I’invasion de 1I’endometre
nécessaire a I’implantation correcte de I’embryon (Thiery ef al, 2009). Chez 1’adulte, la TEM
est associée a un état d’inflammation transitoire, dans le cas de la cicatrisation ou de la
régénération tissulaire par exemple. Si I’inflammation devient chronique, la TEM va
promouvoir une fibrose des tissus, ou les cellules ¢épithéliales sont converties en
myofibroblastes qui produisent une grande quantit¢é de matrice extracellulaire riche en

collagene. Le processus de TEM « pathologique » est semblable a la TEM physiologique et
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implique des voies de signalisation similaires. Par exemple, le TGFf est connu pour avoir un
role pro-fibrotique important, en favorisant I’accumulation de molécules de la matrice
extracellulaire, notamment au cours de la fibrose pulmonaire (Kim et al, 2006). Dans le
contexte tumoral, la TEM a été impliquée dans la génération des cellules de phénotype
mésenchymateux dotées de propriétés migratoires et invasives a 1’origine de I’apparition des
métastases (Thiery et al, 2009).

Le TGFf est connu depuis longtemps pour étre un puissant inducteur de la TEM. La
TEM induite par le TGFf a été largement étudiée et il est admis que le TGFf induit
I’expression d’un panel de facteurs de transcription clés de la TEM (appelés TEM-ATF pour
Facteurs de Transcription Associés a la TEM) comme les protéines a doigts de zinc de la
famille Snail (SNAIL, SLUG), les protéines bHLH (basic Helix Loop Helix) dont Twistl ou
les protéines a homéodomaines ZEB1 (Zinc finger E-box-binding homeobox 1) et ZEB2 (ou
SIP1). Tous ces facteurs de transcription s’inter-régulent de maniére a intensifier la réponse
conduisant a la perte des marqueurs épithéliaux et a [’acquisition de marqueurs
mésenchymateux (Figure 18) (Sanchez-Tillo et al, 2012). La voie canonique du TGFp,
passant par les protéines Smad, est primordiale pour I’induction de ces médiateurs de la TEM,
mais des voies non-canoniques sont également nécessaires pour la réalisation d’une TEM
compléte, comme [’activation de la métalloprotéinase TACE (TNF Alpha Converting
Enzyme) qui clive le récepteur TBRI apres ubiquitination par la protéine adaptatrice TRAF6
(TNF Receptor Associated Factor 6) (Mu et a/, 2011). Différents niveaux de controle ont été
récemment impliqués dans la régulation de la TEM induite par le TGFp, telles que des
modifications épigénétiques, comme notamment 1’activation par le TGFf de la DNA méthyl-
transférase DNMT1 et d’un patron de méthylation de I’Histone 3 spécifique de la TEM
(McDonald et al, 2011; Papageorgis et al, 2010). De plus, le TGFf inhibe I’expression de
plusieurs microARN (miR) tels que les miR de la famille miR-200 qui reconnaissent et
entrainent la dégradation des ARN messagers de ZEB1 et ZEB2, et induit I’expression
d’autres miR comme le miR-155 qui cible la protéine GTPase RhoA, conduisant a la perte de
polarité des cellules en TEM (Kong ef al, 2008). De maniére intéressante, le TGFf peut faire
intervenir 1’épissage alternatif dans la régulation de la TEM. En effet, une étude récente des
changements de variants d’épissage au cours de la TEM induite par le TGFf a montré que le
TGF réprime I’expression des facteurs d’épissage alternatif ESRP1 et ESRP2 (Epithelial
Splicing Regulatory Protein), par I’intermédiaire de ZEB1 et ZEB2 (Horiguchi et al, 2012).

La TEM induite par le TGFp serait donc dépendante, conjointement au programme
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transcriptionnel décrit précédemment, d’un programme d’épissage alternatif indispensable a
I’obtention d’un phénotype mésenchymateux (Figure 18).

Le TGFP peut donc induire des changements phénotypiques de la cellule qui
contribuent a la progression tumorale et a la formation de métastases. Par exemple, le TGFf
est nécessaire pour que les cellules tumorales mammaires forment des métastases pulmonaires.
En effet, il a ét¢ montré que le signal apporté par le TGFf peut activer la transcription du
gene de ’ANGPTL4 (Angiopoietin-like 4) au sein des cellules ayant subi la TEM et qui
commencent a migrer. L’ANGPTL4 est une molécule sécrétée dont la fonction est de
dissocier les jonctions serrées des cellules endothéliales, spécifiquement au niveau des
capillaires sanguins pulmonaires. Ainsi, les cellules tumorales qui migrent vont étre capables,
grace a la sécrétion d’ANGPTL4 induite par le TGFf du microenvironnement de la tumeur
primaire, de coloniser spécifiquement les régions pulmonaires (Padua et a/, 2008). Un autre
exemple est la formation de métastases ostéolytiques qui sont les métastases osseuses les plus
répandues pour tous les types de cancers, en particulier les cancers du sein et de la prostate.
Le TGFf peut induire par sa voie canonique la production de facteurs pro-ostéolytiques
spécifiques comme la PTHrP (Parathyroid Hormone-related Protein) et I’'IL-11 (InterLeukin-
11) qui stimulent I’expression de facteurs permettant la différenciation des ostéoclastes
comme RANKL (Receptor Activator of NFkB Ligand) et favorisent les métastases osseuses,
ou le CTGF (Connective Tissue Growth Factor) qui est un inducteur extracellulaire de
I’invasion et de I’angiogenese (Yin ef al, 1999; Shimo et al, 2006).

Outre son action promotrice de I’invasion tumorale, la TEM serait le mécanisme
ultime de survie des cellules cancéreuses (Tiwari et al, 2012). En effet, la TEM conférerait
aux cellules une résistance a I’apoptose (Valdés et al, 2002) et a 1’anoikis pour permettre aux
cellules qui se détachent de la tumeur primaire de disséminer dans la circulation sanguine
méme en ayant perdu leurs jonctions intercellulaires. La perte d’expression de la E-Cadhérine
serait déterminante pour cette résistance des cellules tumorales a 1’anoikis (Derksen et al,
2006). De plus, la TEM permettrait aux cellules précancéreuses d’échapper a la sénescence
notamment par I’intermédiaire des facteurs de transcription clés comme ZEB1 (Browne et al,
2010). La perte de la E-Cadhérine induirait également 1’expression de VEGF par les cellules
tumorales, ce qui impliquerait la TEM dans la régulation de 1’angiogenése (Ceteci et al, 2007).
Les cellules subissant la TEM peuvent également exprimer de nombreuses cytokines et
sécréter des facteurs qui interférent avec les réponses immunitaires anti-tumorales, ce qui

confére a ces cellules un échappement a I’immunosuppression. Tous ces effets de la TEM sur
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la «survie » des cellules tumorales peuvent étre ramenés a I’idée que la TEM permettrait
I’émergence de populations de CSC (Cancer Stem Cell) (Morel et al, 2008; Mani et al, 2008).
Le fait que la plupart des métastases ressemblent d’un point de vue organisationnel aux
tumeurs primaires dont elles dérivent suggere un modéle de CSC migratoire, en accord avec
tous les aspects de la progression tumorale (Brabletz et al/, 2005). Ainsi, la TEM donne
naissance a des cellules métastatiques qui, par définition, peuvent étre a 1’origine de nouvelles
tumeurs secondaires. Dans les cancers du sein, le premier exemple de réactivation aberrante
d’un programme de TEM concerne les tumeurs trés agressives appelées « claudin-low », les
tumeurs malignes les plus primitives, qui proviendraient de progéniteurs épithéliaux trés peu
différenciés (Morel et al, 2012). De plus, les cellules ayant subi la TEM expriment de
nombreux genes associés aux cellules souches comme CD44. Enfin, les cellules métastatiques
développent une haute résistance aux chimiothérapies et autres agents pro-apoptotiques (Dean
et al, 2005). En effet, de nombreux travaux montrent que les facteurs de transcription clés de
la TEM conférent aux cellules une résistance a un panel de chimiothérapies dans de nombreux
types de cancers (Sanchez-Till6 ef al, 2012).

Cependant, la réversibilité de la TEM par la TME est une autre démonstration de la
plasticité des cellules tumorales. En effet, les cellules métastatiques (ayant subi la TEM)
doivent regagner un phénotype épithélial leur permettant de proliférer afin de former une
tumeur secondaire. Deux papiers ont récemment démontré trés élégamment la nécessité de la
réversion de la TEM pour une colonisation métastatique efficace. Un des travaux utilise un
modele murin de cancer de la peau dans lequel I’expression de Twistl est inductible
spécifiquement dans les kératinocytes par la doxycycline. Pour 1’étude, les tumeurs primaires
ont ¢t¢ induites par [’application cutanée de carcinogénes DBMA (7,12-
dimethylbenz(a)anthracene) et TPA (12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetate). Ensuite, une
administration orale de doxycycline induit I’expression de Twistl dans toutes les cellules
cancéreuses (les cellules de la tumeur primaire, les cellules tumorales circulantes et les
métastases), mimant ainsi activation de la TEM irréversible. En revanche, une administration
localisée de doxycycline induit I’expression de Twistl uniquement dans les cellules de la
tumeur primaire et modélise donc une TEM réversible. De maniére trés intéressante, le
nombre de métastases pulmonaires est plus important dans le modéle de TEM réversible,
démontrant que la re-différenciation (TME) est nécessaire pour outrepasser [’arrét de
prolifération associ¢ aux cellules en TEM et pour coloniser et créer des métastases (Tsai et al,
2012). Le second travail s’intéresse a un nouvel inducteur de la TEM, Prrx1 (Paired-related

homeobox transcription factor 1) qui, contrairement aux autres facteurs de transcription clés
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de la TEM, ne permet pas 1I’émergence de cellules a caractéristiques souches. Prrx1 coopére
avec Twistl pour induire la TEM, la migration et l’invasion des cellules tumorales.
Cependant, des expériences de xénogreffe montrent que I’extinction de Prrx1 augmente de
manicre importante 1’apparition de métastases, en accord avec le besoin de réversion du
processus de TEM (Ocaiia et al, 2012).

Donc la stratégie qui voudrait bloquer la TEM afin d’empécher la formation de
métastases et de rendre les CSC plus sensibles aux chimiothérapies pourrait au contraire

favoriser I’apparition de tumeurs secondaires.
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IV - Conclusion

Il apparait évident aujourd’hui que le signal apporté par le TGFf est a 1’origine de
nombreux processus pro-oncogéniques tels que la TEM, [D’invasion métastatique,
I’échappement de la tumeur a la réponse immunitaire... Cependant, 1’utilisation d’inhibiteurs
de la voie du TGFf comme thérapies anti-tumorales se heurte a I’effet connu du TGFf
comme suppresseur de tumeur notamment en inhibant la prolifération ou en activant
I’apoptose des cellules épithéliales. C’est pourquoi aucune stratégie conventionnelle n’est
utilisée in vivo aujourd’hui.

Dans les traitements traditionnels, I’inhibition de la voie du TGF dans des cellules
tumorales humaines ou murines augmente 1’effet cytotoxique des radiations ionisantes et de
nombreuses chimiothérapies. De plus, il a été montré que les tumeurs exprimant de forts taux
de TGFp sont plus résistantes aux chimiothérapies (Teicher et al, 1997). Les traitements
conventionnels, c’est-a-dire la radiothérapie, la chimiothérapie et méme la résection
chirurgicale, entrainent une sur-activation de la voie du TGFf. Dans le cas de la radiothérapie,
I’apparition de fibroses plusieurs années apres traitement pourrait s’expliquer par une
sensibilisation des cellules a la TEM induite par le TGFf, pouvant contribuer au processus
fibrotique (Andarawewa et a/, 2007). Dans certains types de cancers, une bonne réponse aux
traitements est corrélée avec une baisse du TGFP circulant. Toutes ces données et
observations montrent que I’inhibition de la voie de signalisation du TGFf, en combinaison
avec les traitements traditionnels, pourrait se révéler efficace.

Dans cette optique, de nombreux inhibiteurs de la voie du TGFf actuellement en
essais cliniques semblent prometteurs. Plusieurs molécules en essais cliniques sont des
inhibiteurs de 1’activité kinase du récepteur au TGFP de type I comme le LY2109761 qui
inhibe de maniére impressionnante la formation de métastases dans des mode¢les murins de
tumeurs pancréatiques (Melisi et al, 2008) ainsi que les métastases osseuses et pulmonaires de
cellules tumorales mammaires (Ganapathy et al, 2010). Cependant, une exposition a long
terme de cet inhibiteur a des mod¢les murins de cancers de la peau a montré pour la premicre
fois le développement de résistance acquise aux inhibiteurs de petits poids moléculaires. Les
tumeurs rendues ainsi résistantes a la drogue sont plus agressives et présentent un phénotype
de cellule ayant subi la TEM avec des capacités invasives accrues (Connolly et al, 2011).

L’utilisation des inhibiteurs de la voie du TGFf pourrait donc étre efficace pour certains types
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de tumeurs, dans certaines conditions, en doses limitées et en combinaison avec d’autres
inhibiteurs ciblant plus spécifiquement la TEM ou la formation de métastases.

De nouvelles études pré-cliniques basées sur I’administration de molécules anti-sens
ciblant le TGFf directement dans les cellules tumorales grice a une stratégie de vaccins

« anti-cancer » se sont révélées prometteuses (Olivares et al, 2011).
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V - Etat de la question et objectifs de travail

Le TGFP est décrit depuis longtemps pour ses effets pléiotropiques depuis le
développement embryonnaire jusqu’a la vie adulte. Cette cytokine régule de nombreux
processus physiologiques tels que la prolifération cellulaire, la différenciation cellulaire, la
migration cellulaire ou encore la mort cellulaire. La moindre dérégulation de la voie de
signalisation du TGFf entraine des désordres importants conduisant au développement de
pathologies. De nombreuses altérations (mutations, délétions) des acteurs de la voie de
signalisation canonique du TGFf (récepteurs, Smads) sont fréquemment observées dans un
grand nombre de pathologies et en particulier dans un grand nombre de cancers. Il apparait
donc évident que cette signalisation nécessite d’étre régulée trés finement.

La protéine TIF1y, un nouvel acteur de la voie de signalisation canonique du TGFf, a
été identifiée il y a quelques années comme pouvant interagir avec les messagers du signal
TGFp, les protéines Smad. Plusieurs travaux suggérent que la protéine TIFly serait un
régulateur négatif des fonctions de Smad4 et un inhibiteur général de la voie du TGFf. En
effet, au cours de ’embryogenése chez le Xénope, TIF1y est essentiel pour la spécification de
I’ectoderme en inhibant ’induction du mésoderme par le signal TGFf (Dupont ef al, 2005).
De méme, TIF1y est requis pour doser finement le signal apporté par Nodal et Smad4 au
cours du développement embryonnaire chez la souris (Morsut et al, 2010). De plus, de
nombreux travaux in vitro ont montré que TIF1y est un régulateur négatif de la transcription
de génes cibles du TGFf (He et al, 2006; Morsut et al, 2010). En condition de surexpression,
des études in vitro ont montré que TIF1y est capable d’ubiquitiner Smad4 et ainsi d’inhiber la
formation du complexe transcriptionnel en amont du signal TGF (Dupont ef al, 2009). Cette
vision de TIFly comme simple inhibiteur de Smad4 a été complétée par le travail du
laboratoire de Joan Massagué démontrant que TIF1y peut interagir avec les protéines R-Smad
activées par le TGFf. La présence des complexes Smad4-Smad2/3 et TIF1y-Smad2/3 seraient
un moyen de controler différentes branches de la voie de signalisation du TGFf, en particulier
au cours de I’hématopoiése (He et al, 20006).

Notre laboratoire a donc cherché a caractériser les rdles respectifs des protéines TIF1y
et Smad4 dans la voie de signalisation du TGFf. En particulier nous nous sommes intéressés

aux interactions de la protéine TIF1y avec la voie canonique du TGFf, notamment au cours
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de la TEM ou au cours du développement de la glande mammaire, mais €galement a la

régulation des effets de TIF1y par une modification post-traductionnelle : la SUMOylation.
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RESULTATS ET DISCUSSION

I - Publications

Article 1 : Antagonistic regulation of EMT by TIF1y and Smad4 in mammary
epithelial cells

Résumé

La voie de signalisation du TGFP est régulée de maniere fine au cours du
développement et de la vie adulte. Cependant, elle se retrouve dérégulée dans de nombreux
contextes pathologiques et en particulier au cours de la progression tumorale. Dans ce cas, le
TGFp est considéré comme « une épée a double tranchant ». En effet, cette cytokine peut agir
comme suppresseur de tumeur en inhibant la prolifération et en activant I’apoptose de cellules
épithéliales. A des stades plus avancés de la progression tumorale, le TGFP peut au contraire
promouvoir le développement de la tumeur en favorisant 1’angiogenése, 1’échappement a la
réponse immune, et en induisant la transition épithélio-mésenchymateuse (TEM).

La protéine TIF1y a été identifiée comme un nouvel acteur de la voie de signalisation
canonique du TGFp. Il a été proposé que TIF1y serait une ubiquitine ligase capable de mono-
ubiquitiner Smad4 et ainsi d’inhiber la formation des complexes transcriptionnels nécessaires
a la transduction du signal TGFf jusque dans le noyau. TIF1y a également été décrit comme
pouvant lier de manicre sélective les protéines R-Smad activées et ainsi entrer en compétition
avec Smad4 dans le but de réguler un programme transcriptionnel indépendant de Smad4.
Dans tous les cas, TIF1y agirait comme un régulateur négatif des fonctions de Smad4 dans la
voie du TGF.

Afin de caractériser I’implication de la protéine TIF 1y dans la voie de signalisation du
TGFp et au cours du processus de TEM, nous avons analysé la réponse au TGFf dans des
cellules épithéliales mammaires humaines (HMEC-TR). Nous avons analysé le transcriptome
de cellules éteintes pour I’expression de TIF1y ou Smad4 et traitées ou non au TGFf} pendant
24h. Nous avons tout d’abord confirmé 1’implication de TIF1y dans la voie de signalisation du

TGFf en caractérisant pour la premiére fois les geénes cibles de TIF1y en réponse au TGFf.
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Nous nous sommes intéressés a un groupe de genes, impliqués dans la TEM, régulés de
manicre antagoniste par TIFly et Smad4. Ces geénes représenteraient la signature de
I’inhibition des fonctions de Smad4 par TIF1y.

L’inactivation de TIF1y dans deux lignées de cellules épithéliales mammaires a permis
de mettre en évidence le role de TIF1y au cours de la TEM induite par le TGFf. En effet, le
phénotype mésenchymateux induit par la stimulation au TGFf, comme la réorganisation du
cytosquelette d’actine en fibres de stress, la perte d’expression de marqueurs épithéliaux
(comme la E-Cadhérine) et I’acquisition de marqueurs mésenchymateux (comme la N-
Cadhérine ou la Vimentine), est clairement amplifié dans les cellules ou 1’expression de
TIF1y est inhibée. De méme, I’expression des facteurs de transcription associés a la TEM
comme Snaill et ZEB1 est significativement augmentée en réponse au TGFf dans les cellules
éteintes pour TIF1y en comparaison aux cellules controles. De maniére intéressante, le gain de
motilité des cellules, associé au processus de TEM, est également accru en absence de TIF1y.
Ces résultats suggerent que la protéine TIF1y est un régulateur important de la TEM induite
par le TGF.

La protéine Smad4 étant le principal médiateur des effets anti-prolifératifs du TGFf,
nous avons analysé I’effet de I’extinction de TIF1y sur la prolifération des cellules épithéliales
mammaires. Nos résultats montrent que 1’extinction de TIF1y n’affecte pas la prolifération, la
progression du cycle cellulaire et I’expression des geénes maitres du cycle cellulaire p21 et
cMyec. La protéine TIF1y ne participerait donc pas a la régulation de 1’expression des genes
impliqués dans ’effet anti-prolifératif du TGF sur les cellules épithéliales.

Pour analyser 1’effet de TIF1y sur la réponse transcriptionnelle induite par le TGFf,
nous avons ¢tudié la régulation transcriptionnelle du gene PAI-1 (Plasminogen-Activator
Inhibitor-1), marqueur mésenchymateux dont le promoteur contient plusieurs éléments de
réponse aux protéines Smad. L’étude de ce gene, qui appartient au groupe de genes régulés de
maniere antagoniste par TIF1y et Smad4, a permis de mettre en évidence par des expériences
d’immunoprécipitation de la chromatine que TIFIy et Smad4 lient le promoteur avec deux
cinétiques différentes, permettant a TIF1y d’agir comme répresseur transcriptionnel en
limitant I’action de Smad4 sur le promoteur. Ainsi, TIF1y fonctionne comme un répresseur

des fonctions de Smad4 en exercant un role direct sur 1I’expression des genes cibles du TGFf

au cours de la TEM.
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Antagonistic regulation of EMT by TIF1y and Smad4
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TGF-p is a potent inducer of epithelial-to-mesenchymal transition
(EMT), a process involved in tumour invasion. TIF1y participates
in TGF-p signalling. To understand the role of TIF1y in TGF-§
signalling and its requirement for EMT, we analysed the TGF-p1
response of human mammary epithelial cell lines. A strong EMT
increase was observed in TIF1y-silenced cells after TGF-p1
treatment, whereas Smad4 inactivation completely blocked this
process. Accordingly, the functions of several TIF1y target genes
can be linked to EMT, as shown by microarray analysis. As a
negative regulator of Smad4, TIF1y could be crucial for the
regulation of TGF-p signalling. Furthermore, TIF1y binds to
and represses the plasminogen activator inhibitor 1 promoter,
demonstrating a direct role of TIF1y in TGF-B-dependent gene
expression. This study shows the molecular relationship between
TIF1y and Smad4 in TGF- signalling and EMT.

Keywords: TIF1y; EMT; TGF-B; Smad; breast

EMBO reports advance online publication 20 May 2011; doi:10.1038/embor.2011.78

INTRODUCTION

The transforming growth factor-B (TGF-B) pathway is initiated
by ligand-induced heterotetrameric complexes of type | and I
serine/threonine kinase receptors and Smad (mothers against
decapentaplegic homologue 4) transcriptional regulators (Massague
et al, 2005). Alternatively, non-Smad pathways are involved in TGF-f
signalling through mitogen-activated protein kinase, Rho-like or
PI3K/AKT pathways (Moustakas & Heldin, 2005). Transcription
intermediary factor 1y (TIF1y)—which was recently shown to be
involved in TGF- signalling—is characterized by several domains;
RING finger, B boxes, coiled coil, PHD/TTC and bromodomain
(Venturini et al, 1999). TIF1y is involved in hematopoiesis,
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transcription elongation (Ransom et al, 2004; He et al, 2006;
Bai et al, 2010) and iNKT-cell development, a subclass of natural
killer T-cells (Doisne et al, 2009). In Xenopus embryos, TIF1y (also
known as ectodermin) is essential for ectoderm specification by
restricting the mesoderm-inducing activity of TGF-B (Dupont et al,
2005). The negative control of Smad activity by TIF1y controls
early mouse development by tuning the responses of extra-
embryonic and embryonic cells to Nodal (Morsut et al, 2010).
It has been proposed that TIF1y functions as a RING-finger
ubiquitin ligase for Smad4. Smad4 monoubiquitination by TIFTy
promotes its nuclear export and inhibits the formation of
Smad nuclear complexes (Dupont et al, 2009). TIF1y has also
been described as a selective binder of phosphorylated
Smad2/3, competing with Smad4 to mediate an alternative,
Smad4-independent TGF-B pathway (He et al, 2006).

The role of TGF-p in malignant transformation is ambiguous.
At the early stages of tumorigenesis, it is an important tumour
suppressor inducing apoptosis and cell-cycle arrest. At later
stages, it stimulates tumour progression. Indeed, TGF-B promotes
angiogenesis and modifications of the extracellular matrix facili-
tating invasion and metastasis (Thiery et al, 2009). In addition,
cancer cells lose their ability to be growth-arrested by TGF-B,
but retain their ability to undergo epithelial-to-mesenchymal
transition (EMT; Massague, 2008; Heldin et al, 2009). Although
the role of EMT in cancer has long been debated (Garber, 2008),
recent advances indicate that EMT contributes to cancer-cell
plasticity and to the invasive potential of transformed epithelial
cells (Kalluri & Weinberg, 2009). It has been shown to endow
normal and transformed mammary epithelial cells with stem-cell-
like properties, including the ability to self-renew (Mani et al,
2008; Morel et al, 2008). Recent studies suggest that in cancer
cells, EMT might help to prevent oncogene-induced senescence,
thereby facilitating dissemination (Ansieau et al, 2008).

TGF-B is known to be a potent inducer of EMT. To better
understand the role of TIF1y in TGF-B signalling and its
requirement for EMT, we analysed TGF-B1 response in human
mammary epithelial cell lines. We show that TIF1y inactivation
facilitates the contribution of Smad4 to TGF-B1-induced EMT, but
does not affect the anti-proliferative function of TGF-f1.
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Table 1| TGF-P1 target genes (fold change>2 or <0.5; P<0.05) regulated by TIFly and potentially involved in EMT

Gene symbol Gene name ctrl+/ctrl— si-S4+/ctrl— si-TIF+/ctrl—
ADAMI12* A disintegrin and metalloproteinase domain 12 (meltrin-o) 2.83 1.31 4.25
AKAP9 A kinase (PRKA) anchor protein (yotiao) 9 2.32 1.25 1.27
CD58 CD58 antigen (lymphocyte function-associated antigen 3) 3.92 1.90 1.77
CDHI11* Cadherin 11, type 2, OB-cadherin (osteoblast) 2.25 1.42 6.29
CDH2* Cadherin 2, type 1, N-cadherin (neuronal) 2.38 1.05 4,76
CLDN14 Claudin 14 3.38 1.45 1.39
CLDN4 Claudin 4 3.15 0.89 1.43
CLU Clusterin 2.03 1.56 1.24
COLIA1 Collagen, type I, ol 6.54 0.19 0.41
COL5A1 Collagen, type V, ol 5.59 1.60 9.40
COL5A2 Collagen, type V, a2 2.29 0.64 1.10
FANK1 Fibronectin type 3 and ankyrin-repeat domains 1 2.27 0.66 0.82
HNT Neurotrimin 2.65 0.52 0.68
ITGB3 Integrin B3 (platelet glycoprotein IIIa, antigen CD61) 8.26 1.26 3.89
JPHI Junctophilin 1 0.41 0.76 0.27
KALI Kallmann syndrome 1 sequence 2.13 0.91 1.20
KRTI16 Keratin 16 2.13 0.4 0.61
KRTHA4 Keratin, Hair, Acidic, 4 (intermediate filament) 5.78 2.28 12.02
MLPH Melanophilin 2.07 2.85 9.46
MMP10 Matrix metalloproteinase 10 (stromelysin 2) 4.44 0.15 0.48
PIK3CD Phosphoinositide-3-kinase, Catalytic, delta polypeptide 2.48 1.35 4.01
PKPI Plakophilin 1 (ectodermal dysplasia/skin fragility syndrome) 2.13 1.16 3.66
PODXL Podocalyxin-like 2.73 0.43 1.65
SERPINEI* Plasminogen activator inhibitor type 1 (PAIl) 5.95 1.14 10.26
TPM1I Tropomyosin 1 (o) 4.55 1.18 2.0
TSPAN-2 Tetraspan 2 3.64 0.85 2.33
WASF3 WAS protein family, member 3 0.50 2.01 1.54
WNT5A Wingless-type MMTYV integration site family, member 5A 2.44 1.44 3.90
WNT5B* Wingless-type MMTV integration site family, member 5B 4.29 2.87 8.87
WNT9A* Wingless-type MMTV integration site family, member 9A 2.23 0.44 7.17

ctrl, control; EMT, epithelial-to-mesenchymal transition; S4, Smad4; TGF-B1, transforming growth factor-p1; TIF1y, transcription intermediary factor 1y.
Genes showing opposite responses to Smad4 or TIF1y downregulation are presented in bold.

*Target genes for which quantitative reverse transcription PCR was performed.

RESULTS

Identification of TIF1y target genes

We characterized TIF1y target genes during TGF-B1-induced EMT
by transcriptomic analysis of HMEC-TR cells silenced for TIF1y or
Smad4 (supplementary Fig S1 online). The original data are
available at the Gene Expression Omnibus database under
accession number GSE28448. Microarray data were confirmed
by quantitative reverse transcription (QRT)-PCR analysis of 14
TGF-B1 target genes (supplementary Fig S2 online). From the 707
TIF1y-dependent genes (supplementary Table S2 online), we
selected 96 genes encoding proteins involved in cytoskeleton
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dynamics, cell-cell and cell-matrix adhesion (supplementary
Table S3 online), and potentially in EMT. Other functional groups
are shown in supplementary Table S4 online. TGF-B1 target genes
(fold change>2) regulated by TIFTy and potentially involved in
EMT are shown in Table 1. Of the 457 genes regulated by TIFTy
and Smad4, 37 showed opposite responses to Smad4 or TIFTy
downregulation (supplementary Table S5 online). These 37 genes
could represent the signature of the repressive function of TIF1y on
Smad4. Of these, 12 encode proteins with functions linked to
EMT, such as N-cadherin. The expression of TIF1y-dependent
genes was analysed in another mammary epithelial cell line
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Fig 1| MCF10A cells inactivated for TIF1y or Smad4 were treated with
TGEF-B1 for 9h. Expression of the indicated genes was determined by
qRT-PCR. Values were normalized to the amount of HPRT mRNA and
expressed relative to the value obtained in TGF-B1-untreated controls.
Error bars represent s.d. The experiment shown is representative of

at least two separate experiments conducted in triplicate. AU, arbitrary
units; ctrl, control; HPRT, hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransferase;
mRNA, messenger RNA; siRNA, short-interfering RNA; S4, Smad4;
TGF-f1, transforming growth factor-p1; TIF, transcription intermediary
factor 1y.

(MCF10A) by gRT-PCR. The TGF-B1-induced upregulation of
genes such as N-cadherin, OB-cadherin, SNAIL, ZEB1 and
HMGA2, was abolished by Smad4 silencing, but enhanced by
TIF1y silencing (Fig 1). Together, these results show that TIF1y
target genes are not restricted to HMEC-TR cells and that TIFTy
could be involved in the regulation of TGF-B1-induced EMT.

TIF1y inactivation enhances TGF-f-induced EMT

Results from transcriptomic analysis showed that several TIFTy
target genes are involved in EMT. To address the role of TIF1y
during EMT, we used the mammary epithelial cell lines MCF10A
and HMEC-TR. First, we validated that TGF-B1 induces character-
istic features of EMT in these cells (Fig 2). Compared with control
cells treated with TGF-B1, TIF1y-silenced cells had increased actin
polymerization, reorganization of stress fibres into large linear
and parallel bundles and fibroblast-like elongated morphology
(Fig 2A,B). Immunofluorescence analysis and western blotting
also showed increased expression of N-cadherin and vimentin
and downregulation of E-cadherin (Fig 2). Similar results were
obtained with a second short-interfering RNA (siRNA) targeting
human TIF1y messenger RNA (mRNA; supplementary Fig S3
online). By contrast, Smad4 silencing or double Smad4 and TIF1y
knockdown led to a complete block of TGF-B1-induced EMT
(Fig 2). These results support the idea that Smad4 has a key role in
TGF-B1-induced EMT (Valcourt et al, 2005; Deckers et al, 2006).
To check whether TGF-B1-induced EMT is reversible, MCF10A
cells that were stably inactivated for TIF1y were exposed to
TGF-B1 for 21 days. A full EMT phenotype was observed, with
gradual reversion to epithelial cells resembling parental MCF10A
cells after TGF-B1 removal and adjunction of TRRI kinase inhibitor
(SB-431542; supplementary Fig S4 online). We next tested
whether EMT in TIF1y knockdown cells was accompanied by a
modification of cell motility. Results of wound healing assays in
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MCF10A cells monitored by time-lapse video microscopy indicated
that untreated cells on both sides of the wound moved as a
cohesive unit (Fig 3). This organized migration was compromised in
cells that had undergone EMT under TGF-B1 treatment. By contrast,
TIFTy-silenced cells quickly moved into the wound (supplementary
Fig S5 online), resulting in faster closure. As expected, Smad4
silencing reduced cell motility. These results show that TIFTy has an
important regulatory role in TGF-1-induced EMT.

Inactivation of TIF1y has no effect on cell proliferation
As Smad4 is a transmitter of growth-inhibitory effects of TGF-f1,
we analysed the effect of TIF1y inactivation on MCF10A
and HMEC-TR proliferation. Growth inhibition was observed in
TGF-B1-treated cells (Fig 4A). TIF1y silencing had no effect on
TGF-B1-induced growth arrest, whereas, as expected, Smad4
silencing suppressed this arrest. We next examined the extent to
which TIF1y downregulation altered cell-cycle progression in
HMEC-TR cells. Four days after TGF-B1 treatment, DNA content
was analysed by flow cytometry. Cell-cycle distribution was not
modified by TIFTy silencing, whereas, as expected, Smad4
silencing suppressed the effect of TGF-B1 (supplementary Fig S6
online). These results are consistent with qRT-PCR data for the
known Smad4 target genes p21 (CDKN1A) and MYC. In contrast
to Smad4 silencing, inactivation of TIFT1y did not affect the
modulation of p21 and MYC expression induced by TGF-B1 in
MCF10A and HMEC-TR cell lines (Fig 4B). Moreover, several
Smad4 target genes involved in the regulation of cell proliferation
did not seem to be TIF1y target genes (supplementary Table S6
online). Taken together, these results indicate that TIF1y is not
involved in the regulation of the proliferation of mammary
epithelial cells upon TGF-B1 treatment.

TIF1y inhibits TGF-B1 transcriptional response

The TGF-B1-induced accumulation of plasminogen activator
inhibitor 1 (PAIT) mRNA was abolished by Smad4 silencing, but
strongly enhanced upon TIF1y silencing (Fig 5A; supplementary
Fig S2 online). We next tested whether TIF1y could modulate
the transcriptional activity of PAI1, which is known to respond
to TGF-B1 in a Smad4-dependent manner. As observed for
the (CAGA)9-Luc reporter (supplementary Fig S7A,B online),
exogenous TIF1y inhibited the TGF-B1-induced transactivation
of PAll-Luc, whereas TIF1y inactivation enhanced signalling
(Fig 5B). The Ub-ligase activity of TIF1y is essential for inhibiting
luciferase reporters that are sensitive to TGF-B (Dupont et al,
2009). Isolated domains of TIF1y (TRIM, middle or PHD/Br) have
no biological effect on luciferase reporter construct (Dupont
et al, 2009; supplementary Fig S7C online), suggesting that
the full length of the protein is required. These findings indicate
that TIF1y negatively affects Smad4 function, compromising
TGF-B1 signalling.

To test whether TIF1y can bind to the PAIT promoter region
harboring the Smad-binding elements, we performed chromatin
immunoprecipitation (ChIP) analyses. As expected, Smad4 was
specifically immunoprecipitated with the endogenous PAIT
promoter after TGF-B treatment. Interestingly, TIF1y was able to
bind to the same region of the PAIT promoter (Fig 5C). Consistent
with results showing that TIF1y inhibits the Smad3/4 complex
(He et al, 2006; supplementary Fig S8A,B online), TIF1y protein
expression reduced the Smad4-DNA association and enhanced its
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association with DNA (Fig 5D). Next, we analysed the kinetics of ~ TGF-B1 caused TIF1y release from the promoter and induced

Smad4 and TIF1y binding to DNA after TGF-B stimulation. TIFTy ~ Smad4 recruitment. Two hours after TGF-B1 treatment, TIF1y was
binding to the promoter was detected under basal condition.  recruited instead of Smad4 (Fig 5E,F). Interestingly, 90 min after
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Fig 3| Inactivation of TIF1y expression enhances TGF-Pl-induced cell migration. After the wound, the healing process of MCF10A cells was observed

over 24h using time-lapse photography. Images were combined into a film. Illustrative stills from the time-lapse recording are representative of at

least three independent experiments. ctrl, control; TGF-1, transforming growth factor-p1; TIF1y, transcription intermediary factor 17.

TGF-B1 treatment, both Smad4 and TIF1y bound to the PAIT
promoter, suggesting that an intermediary and transitory complex
could exist between TIF1y and Smad4. These results are in
agreement with data showing that TIF1y interacts with Smad4 and
promotes its nuclear export (Dupont et al, 2009; supplementary
Fig S8D online). TIF1y silencing enhanced Smad4 binding to DNA
with the same kinetics (Fig 5G). These results indicate that TIF1y
can function as a repressor of Smad4 and thus has a direct role in
TGF-B1-dependent gene expression.

DISCUSSION

This study demonstrates that TIF1y participates in TGF-f signalling
as a negative regulator of Smad4 during TGF-B-induced EMT in
mammary epithelial cell lines. Inactivation of TIF1y markedly
intensifies the mesenchymal characteristics triggered by TGF-p.
By contrast, Smad4 downregulation leads to complete inhibition
of TGF-B-induced EMT. These results are supported by microarray
data showing that several genes involved in EMT are antago-
nistically regulated by Smad4 and TIF1y. Taken together, our
results show that TIF1y inactivation enhances the function
of Smad4 during TGF-B-induced EMT, but does not affect the
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anti-proliferative function of TGF-. In the light of the morphogen-
like properties of TGF- and the role of TIF1y in the embryo and in
trophoblast stem cells (Morsut et al, 2010), TGF-B-mediated
induction of growth arrest can be considered a low-threshold
response, requiring prolonged association of Smad with its target
promoter. Other responses, such as EMT induction, might
correspond to higher threshold responses.

As shown previously (He et al, 2006), we have found that TIFTy
expression decreases Smad3/4 interaction and favours Smad3/
TIF1y complex, whereas TIF1y downregulation favours Smad3/4
complex required for Smad4 function (supplementary Fig S8A,B
online). TIF1y interacts with Smad4 (Dupont et al, 2009;
supplementary Fig S8D online) and our demonstration that TIFTy
inhibits Smad4 function is consistent with the TGF-B-dependent
ubiquitination of Smad4 by TIF1y (Dupont et al, 2009). TIF1y
could destroy the association of Smad4 with Smad2/3, causing
inhibition of Smad4 function. In TIF1y-depleted cells, Smad4 is
more available for association with Smad2/3, leading to enhanced
TGF-B signalling. These results corroborate data from ChIP assays
showing that TIF1y can function as a repressor of Smad4. TIFTy
expression inhibits Smad4 binding to DNA and is involved in the
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intermediary factor 1y.

interplay of Smad4 with the transcriptional machinery in TGF-f-
mediated transcription. TIF1y can interact with phosphorylated
Smad2/3 (He et al, 2006; supplementary Fig S8A-C online), and
thus we cannot exclude its role in an alternative, Smad4-independent
TGF-B pathway.

EMT triggered by TGF-B is regulated by TIF1y, which limits
Smad4 function, suggesting that TIF1y alterations could contribute
to the nature of aggressive cancer cells by promoting EMT,
probably facilitating cell invasion. Finally, these results corroborate
data from mouse models, showing that loss of TIF1y function
cooperates with KrasG12D activation to induce pancreatic
tumours (Vincent et al, 2009).

METHODS

Cell culture and siRNA transfection. Human mammary epithelial
cells infected with a retrovirus carrying hTERT and the oncogenic
allele H-RasV12 (HMEC-TR) were provided by RA Weinberg
(Elenbaas et al, 2001). The mammary epithelial cell line MCF10A
was obtained from American Type Culture Collection. Recombi-
nant TGF-B1 (Peprotech) was used at 10 ng/ml. A total of 1.5 x 10°
cells were collected in OptiMEM medium (Invitrogen) and
transfected with 5nM siRNA and 0.5 pl/ml lipofectamine RNAi-
Max (Invitrogen). Cells were cultured for 48 or 96 h in complete
fresh medium supplemented or not with TGF-B1. The siRNA
sequences used are listed in supplementary Table S7 online.
Microarray analysis. Replicates of total RNA from HMEC-TR
cells silenced for TIF1y or Smad4 were obtained from two
independent cell cultures. The microarrays were performed using
GeneChip Human Genome U133 plus 2.0 Arrays (Affymetrix)
as described previously (Hesling et al, 2007). The original data
are available from the Gene Expression Omnibus (accession
number GSE28448). Normalized data were statistically filtered
with GeneSpring software (Agilent) using Pairwise comparison
(supplementary information online).

gPCR. One microgram of total RNA was used for complementary
DNA synthesis with the SuperScript Il Reverse Transcriptase
system (Invitrogen). mRNA levels were quantified using the SYBR
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Green StepOne Plus Real Time PCR system (Applied Biosystems).
Primers are listed in supplementary Table S8 online.

Western blot analysis. Lysates of cells prepared in RIPA lysis buffer
were separated by SDS—polyacrylamide gel electrophoresis, electro-
blotted onto polyvinylidene difluoride transfer membrane, stained
with specific primary antibodies (Smad4, SantaCruz Biotechnology;
TIF1y, Euromedex; vimentin, Dako; E-cadherin and N-cadherin,
BD Biosciences) and horseradish-peroxidase-linked secondary
antibodies, and then detected with electrochemiluminescence
plus reagent (Roche).

Proliferation assays. SiRNA-treated cells were seeded in
triplicate, cultured for 4 h and then treated with TGF-B1. At each
time point, cells were treated with Uptiblue (Interchim) and
incubated for 4 h at 37 °C. Fluorescence intensity was monitored
at 530-560nm excitation wavelength and 590nm emission
wavelength (CytoFluor, PerSeptive Biosystem).
Immunofluorescence. Cells were fixed in 4% paraformaldehyde
in phosphate-buffered saline (PBS), permeabilized with 0.4% Triton
X-100 in PBS for 5min and subsequently stained with 0.25 mM
tetramethyl rhodamine iso-thiocyanate-conjugated phalloidin (Sigma-
Aldrich), E-cadherin or N-cadherin antibodies. Fluorescence was
examined by confocal laser scanning microscopy (Carl Zeiss).
Wound healing. MCF10A cells were grown to confluence with or
without TGF-B1. Medium was aspirated and a gel filter tip was
drawn carefully through the monolayer to create a wound
between cells. After washing with PBS, fresh medium was added,
with or without TGF-B1. Plates were transferred to a heated stage
on a Zeiss microscope. The field of view was centred on a section
of the wound. Phase images were recorded every minute for up to
24 h and then processed into a film.

Luciferase assays. HMEC-TR cells transfected or not with siRNAs
or expression vectors were co-transfected with a PAIT promoter
(p800-Luc) luciferase construct (supplementary information
online). Luciferase activity was measured in equivalent amounts
of each lysate using the dual luciferase kit (Promega).

ChIP. HMEC-TR cells transfected or not with PAIT promoter
(p800-Luc) were treated or not with TGF-B1 for the indicated time.
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inactivated for TIF1y were subjected to PCR analysis. AU, arbitrary units; ChIP, chromatin immunoprecipitation; ctrl, control; IgG, immunoglobulin G;
IP, immunoprecipitation; PAIl, plasminogen activator inhibitor 1; QRT-PCR, quantitative reverse transcription PCR; S4, Smad4; TGF-B1, transforming
growth factor-B1; TIF, transcription intermediary factor 1y.
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Assays were carried out using the kit from Upstate Biotechnology.
Cell lysates were subjected to anti-Smad4 (SantaCruz) or anti-
TIF1y (Bethyl) immunoprecipitation. Rabbit IgG (Abcam) was used
as a negative control. Following reverse crosslinking, DNA was
treated with proteinase K and purified. Smad4- or TIFTy-
precipitated genomic DNA was subjected to PCR. The 351bp
PAIT promoter region harbouring the Smad-binding elements was
amplified with primers 5-AGCCAGACAACGTTGTTG-3’ and
5'-GACCACCTCCAGGAAAG-3’. An unrelated genomic DNA
sequence (actin) was amplified with primers 5'-AGCCATGTAC
GTTGCTATCCAG-3' and 5'-CTTCTCCTTAATGTCACGCACG-3'.
The relative binding of proteins of interest Smad4 and TIF1y to the
human PAIT promoter was also measured by real-time quantita-
tive PCR analysis of the precipitated DNA and input DNA. Results
are presented as ‘percent input’ values.

Supplementary information is available at EMBO reports online
(http://www.emboreports.org).

ACKNOWLEDGEMENTS

We thank R.A. Weinberg for providing HMEC derivatives and C. Languilaire
for excellent technical assistance. We also thank M.D. Reynaud for
help in manuscript preparation, S. Croz from ProfileXpert for microarray
study and CeCIL platform (Structure Fédérative de Recherche; SFR Santé
Lyon-Est) for videomicroscopic study. This work was supported by grants
from the Ligue Nationale contre le Cancer (Savoie, Saone & Loire),
Institut National du Cancer (INCA), Association pour la Recherche sur le
Cancer (ARC) and IFR62.

CONFLICT OF INTEREST
The authors declare that they have no conflict of interest.

REFERENCES

Ansieau S et al (2008) Induction of EMT by twist proteins as a collateral effect
of tumor-promoting inactivation of premature senescence. Cancer Cell
14: 79-89

Bai X et al (2010) TIF1y controls erythroid cell fate by regulating transcription
elongation. Cell 142: 133-143

Deckers M, van DM, Buijs J, Que I, Lowik C, van der PG, Ten DP (2006)
The tumor suppressor Smad4 is required for transforming growth factor
B-induced epithelial to mesenchymal transition and bone metastasis
of breast cancer cells. Cancer Res 66: 22022209

Doisne JM et al (2009) iNKT cell development is orchestrated by different
branches of TGF- signaling. J Exp Med 206: 1365-1378

8 EMBO reports

TIFTy modulates TGF-B-induced EMT
C. Hesling et al

Dupont S, Zacchigna L, Cordenonsi M, Soligo S, Adorno M, Rugge M,
Piccolo S (2005) Germ-layer specification and control of cell growth
by Ectodermin, a Smad4 ubiquitin ligase. Cell 121: 87-99

Dupont S et al (2009) FAM/USP9x, a deubiquitinating enzyme essential
for TGFp signaling, controls Smad4 monoubiquitination. Cell 136:
123-135

Elenbaas B, Spirio L, Koerner F, Fleming MD, Zimonjic DB, Donaher JL,
Popescu NC, Hahn WC, Weinberg RA (2001) Human breast cancer cells
generated by oncogenic transformation of primary mammary epithelial
cells. Genes Dev 15: 50-65

Garber K (2008) Epithelial-to-mesenchymal transition is important to
metastasis, but questions remain. J Nat/ Cancer Inst 100: 232-233, 239

He W, Dorn DC, Erdjument-Bromage H, Tempst P, Moore MA, Massague |
(2006) Hematopoiesis controlled by distinct TIF1y and Smad4 branches
of the TGFp pathway. Cell 125: 929-941

Heldin CH, Landstrom M, Moustakas A (2009) Mechanism of TGF-p signaling
to growth arrest, apoptosis, and epithelial-mesenchymal transition.
Curr Opin Cell Biol 21: 166-176

Hesling C, Oliveira CC, Castilho BA, Zanchin NI (2007) The Shwachman-
Bodian-Diamond syndrome associated protein interacts with HsNip7 and
its down-regulation affects gene expression at the transcriptional and
translational levels. Exp Cell Res 313: 4180-4195

Kalluri R, Weinberg RA (2009) The basics of epithelial-mesenchymal
transition. J Clin Invest 119: 1420-1428

Mani SA et al (2008) The epithelial-mesenchymal transition generates cells
with properties of stem cells. Cell 133: 704-715

Massague J (2008) TGFp in cancer. Cell 134: 215-230

Massague J, Seoane J, Wotton D (2005) Smad transcription factors. Genes Dev
19: 2783-2810

Morel AP, Lievre M, Thomas C, Hinkal G, Ansieau S, Puisieux A (2008)
Generation of breast cancer stem cells through epithelial-mesenchymal
transition. PLoS ONE 3: €2888

Morsut L et al (2010) Negative control of Smad activity by ectodermin/Tif1y
patterns the mammalian embryo. Development 137: 2571-2578

Moustakas A, Heldin CH (2005) Non-Smad TGFp signals. J Cell Sci 118:
3573-3584

Ransom DG et al (2004) The zebrafish moonshine gene encodes
transcriptional intermediary factor 1y, an essential regulator of
hematopoiesis. PLoS Biol 2: E237

Thiery JP, Acloque H, Huang RY, Nieto MA (2009) Epithelial-mesenchymal
transitions in development and disease. Cell 139: 871-890

Valcourt U, Kowanetz M, Niimi H, Heldin CH, Moustakas A (2005) TGF-B
and the Smad signaling pathway support transcriptomic reprogramming
during epithelial-mesenchymal cell transition. Mol Biol Cell 16: 1987-2002

Venturini L et al (1999) TIF1y, a novel member of the transcriptional
intermediary factor 1 family. Oncogene 18: 1209-1217

Vincent DF et al (2009) Inactivation of TIF1y cooperates with Kras to induce
cystic tumors of the pancreas. PLoS Genet 5: e1000575

©2011 EUROPEAN MOLECULAR BIOLOGY ORGANIZATION



Antagonistic regulation of EMT by TIF1y and Smad4 in mammary epithelial cells
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SUPPLEMENTARY INFORMATION

Methods

Microarray Analysis. Transcriptomic microarray analysis was performed on HMEC-TR cells silenced
for TIF1y or Smad4 (si-control, sil-TIF1y or sil-Smad4). The regulation of EMT by TGFf1 involves
several cellular responses; we consequently examined changes in gene expression at 24 hours after
TGFB1 treatment. Efficient TIF1y and Smad4 silencing was checked by quantitative RT-PCR and
Western Blotting (Fig S1). RNA quality was assessed using an Agilent Bioanalyzer (model 2100;
Agilent Technologies). Before hybridization, RNA was amplified to obtain cRNA and was labeled using
One-Cycle cDNA Synthesis Kit (Affymetrix) according to the manufacturer's instructions. The stained
arrays were scanned on an Affymetrix GeneChip Scanner 3000-7G. The raw signal was extracted and
normalized using GeneChip Operating Software version 1.4 (GCOS1.4). All quality controls were in the
expected range indicated by Affymetrix. A given mRNA transcript was considered differentially
expressed in a comparison of any two samples if the difference between expression levels had a p value
of < 0.05 in the Welch Anova parametric test using a multiple test correction (Benjamini and Hochberg
false discovery rate). TIF1y and Smad4 target genes were classified in three subgroups by GeneSpring
filtering using a combination of three cut-offs as shown in Table S1. Genes whose expression was
modified by TIF1y or Smad4 knockdown after TGFB1 treatment were identified from the list of TGFp1-
dependent genes based on the average ratios of si-TIFly+/ctrl+ (>1.5) and si-Smad4+/ctrl+ (>1.5)
respectively (Table S1). Both siTIF1y+/ctrl- and si-Smad4+/ctrl- ratios were calculated and are
presented in comparison with the ctrl+/ctrl- ratio. We identified 1047 genes whose expression was
exclusively modified by Smad4 inhibition (Smad4-dependent and TIF1y-independent genes, SDTI), 457
genes whose expression was modified by the down-regulation of both proteins (Smad4-dependent and
TIF1y-dependent genes, SDTD) and 250 genes exclusively regulated by TIF1y knockdown (Smad4-
independent and TIF1y-dependent genes, SITD). The three complete lists are shown in Supplementary
data (Table S2).

Immunoprecipitation and western blot analysis. TIF1y and/or flag-Smad3 expression vectors were
transfected, either alone or in combination, into HMEC-TR cells using FUGENE HD (Roche). The cells
were then incubated for 48h and treated or not with TGFB1 for 2h, and total cell lysates were collected.
The proteins were immunoprecipitated with anti-Flag (Euromedex) or anti-TIF1y (Bethyl) antibodies
and Protein A/G-agarose (Fast Flow, Millipore), separated by SDS/PAGE (10%), electroblotted onto
PVDF transfer membrane, stained with the specific primary antibodies anti-flag EL1B11 (Euromedex),
anti-Smad4 (SantaCruz biotechnology), anti-TIF1y (Euromedex) and horseradish-peroxidase-linked
secondary antibodies, and then detected with ECL plus reagent (Roche).

Luciferase assays. HMEC-TR cells were transfected or not with siRNAs in 24-well-plates, cultured in
complete medium for 24h and then co-transfected with 150 ng of (CAGA)y-MLP-Luc (Dennler et al.,
1998) or PAI-1 promoter (p800-Luc) luciferase constructs and 50 ng of the indicated construct (pSG5-
TIF1y or Smad4) expressing vectors. The pRL-TK vector (25 ng; Promega) was used as internal control
for transfection efficiency. After transfection, the cells were cultured for an additional 24h in complete
medium with or without TGFB1. Transfected cells were then washed and collected. Luciferase activity
was measured in equivalent amounts of each lysate using the dual luciferase kit (Promega). Luciferase
firefly activity was normalized to the Renilla luciferase activity of the pRL-TK vector. Experiments
were performed in triplicate and each set was repeated at least three times.
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Fig S1: Validation of TIF1y and Smad4 transient down regulation. HMEC-TR cells transfected
with control siRNA (ctrl) or two siRNA sequences targeting human TIF1y or Smad4 mRNA
were treated with TGFP for 24h. (A) Expression of TIFly and Smad4 was determined by
quantitative PCR. Values were normalized to the amount of HPRT mRNA and expressed
relative to the value obtained in control TGFf1-untreated cells. The experiment shown is
representative of five separate experiments performed in triplicate. Error bars represent s.d. (B)
The levels of endogenous TIF1y, Smad4 and GAPDH were determined by immunoblotting.
ctrl, control; TIF, TIF1y; S4, Smad4.



A M si-control
O TIF1y knock-down
8 B Smad4 knock-down

Fold Change +/- TGFB1

TIFly Smad4 VIM  BAMBI GADD45B N-cadh WNT9A OB-cadh WNT5B CD44 FLRG PAI-1 MMP2 FN1 FZD2 ADAM12

Fold Change +/- TGFf1

TIFly Smad4 VIM  BAMBI GADD45B N-cadh WNT9A OB-cadh WNT5B CD44 FLRG PAI-1 MMP2  FN1 FZD2 ADAM12

14 C

Fold Change +/- TGFB1

TIFly Smad4 VIM  BAMBI GADD45B N-cadh WNT9A OB-cadh WNT5B CD44 FLRG PAI-1 MMP2  FN1 FZD2 ADAM12

Fig S2: Validation of microarray results. (A) Results from microarray experiments. (B) The two
independent RNA extractions performed for microarray experiments were used to quantify the
expression of 16 selected genes by qRT-PCR. (C) Two additional and independent RNA
extractions from HMEC-TR cells were used to quantify the expression of selected genes. All
values were normalized to the amount of HPRT mRNA and expressed relative to the value
obtained in control TGFf1-untreated cells. For B and C, the data shown correspond to one of
two independent experiments performed in triplicate, with comparable results. VIM, Vimentin;
cadh, cadherin. ctrl, control; TIF, TIF1y; S4, Smad4.
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Fig S3: Inactivation of TIFly expression enhances TGFp1-induced EMT. MCF10A and
HMEC-TR cells transfected with control siRNA (ctrl) or siRNA#2 targeting human TIF1y were
treated with TGFP for 96h. (A) Immunofluorescence confocal acquisitions showing actin
subcellular localization detected by phalloidin. Bars = 20 um. (C) Endogenous TIF1y, Vimentin
and N-cadherin levels were determined by immunoblotting. GAPDH served as a loading
control. (D) MCF10A and HMEC-TR cells transfected with control siRNA (ctrl) or siRNA#2
targeting human TIF1ly were treated with TGFf for 9h. Expression of N-Cadherin (N-cadh),
OB-Cadherin (OB-cadh), Snail and PAI-1 was determined by quantitative RT-PCR. Values
were normalized to the amount of HPRT mRNA and expressed relative to the value obtained in
TGFpP 1-untreated controls. Error bars represent s.d. The experiment shown is representative of
at least two separate experiments performed in triplicate.
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Fig. S4: MCF10A cells stably infected with sh(TIF1y) retrovirus (Open Biosystems) were
exposed to TGFP1 during 21 days. Cells gradually reverted back to epithelial cells resembling
parental MCF10A cells after TGFB1 removal and adjunction of TPRI kinase inhibitor (SB-
431542). (A) Phase contrast images (x10) and (B) immunofluorescence acquisitions showing
actin subcellular localization detected by phalloidin (x40). SB, SB-431542; d, days. (C) TIF1y
levels were determined by immunoblotting in parental MCF10A cells and in MCF10A cells
stably infected with sh(TIF1y) retrovirus. GAPDH served as a loading control.
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Fig SS: Inactivation of TIF1y increases TGFB1-induced cell motility. MCF10A cells were
grown to confluence with or without addition of TGFB1. Medium was aspirated and a gel filter
tip was drawn carefully through the monolayer to create a wound between cells. Cells were then
washed with PBS and fresh medium was added, with or without TGFB1. The healing process
was observed by timelapse video microscopy. The migration patterns of individual cells were
determined by timelapse on duplicates. In cells inactivated or not for TIFly and treated with
TGFp, the migration path of 8 cells from the wound edge was tracked with the Manual
Tracking plug-in developed by F. Cordelieres (Orsay, France). The traces were reported on a
diagram (A). (B) The mean velocity was calculated on the 16 tracks with the Chemotaxis Tool
from Ibidi (G. Trapp). Error bars represent s.d.
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Fig S6: Inactivation of TIF1y expression had no effect on cell cycle distribution. Cell cycle
distribution of TIF1y or Smad4-inactivated cells cultured or not with TGFB1 for 96h. Harvested
cells were fixed in 75% ethanol at 4°C, then treated with RNase III and stained with propidium
iodide. Cell cycle distribution was analyzed using a FACS Canto II (Becton Dickinson).
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Fig S8: TIFly inhibits Smad3/4 complexes. HMEC-TR cells were transfected with the
indicated vectors, control siRNA (ctrl) or siRNA targeting human TIF1y mRNA. 48h post-
transfection, the cells were treated or not with TGFp1 for 2h. Lysates were immunoprecipitated
(IP) and immunoblotted (IB) as indicated. Protein expression was monitored by immunoblot
analysis of total cell extracts (Input). As previously shown (He et al., 2006), over-expression of
TIFly in HMEC-TR cells decreased Smad3/Smad4 interaction (A) whereas TIF1y down-
regulation favored the formation of Smad3/Smad4 complex (B). In cells overexpressing TIF1y,
TIF1y could be coimmunoprecipitated with Smad3, this interaction being enhanced by TGFf1
treatment (A). In cells inactivated for Smad4, the Smad3/TIF1y complex was more abundant
(C). TIF1y has been shown to interact with Smad4 and to act as a RING-finger ubiquitin ligase
for Smad4, regulating Smad4 localization (Dupont et al., 2005; 2009). We found that Smad4
could be coimmunoprecipitated with TIF1y in HMEC-TR cells, this interaction being enhanced
by TGFB1 treatment (D).



Table S1: SITD, SDTD and SDTTI groups of TGFB1-dependent genes were identified based on
the indicated combination of 3 cut off values shown in the table. FC, Fold Change.

ctrl+/ctrl- si-Smad4+/ctrl+ si-TIF1y+/ctrl+
?ﬂ:ﬁ%ﬁiﬁﬁggﬁgﬁg) Fgéig ;‘;d 0.66<FC<1.5 FC>1.5 and FC<0.66
%‘;ﬁgﬁ;ﬁﬁﬂt@'&])) Fgéigé‘;d FC>1.5and FC<0.66  FC>1.5 and FC<0.66
i}‘;ﬁ‘t‘lﬁjfge“fj;‘;f{‘;})ﬂ) Feeloand Re>15 and FC<0.66 0.66<FC<1.5

Table S2: Three complete lists are shown in the excel file:
SDTI: Smad4-dependent and TIF1y-independent probes
SDTD: Smad4-dependent and TIF1y-dependent probes
SITD: Smad4-independent and TIF1y-dependent probes



Table S3: TGFp1 target genes regulated by TIF1ly and potentially involved in EMT process.
Genes showing an opposite response to Smad4 or TIF1y down-regulation are presented in bold.
* Target genes for which quantitative RT-PCR was performed. S4, Smad4; TIF, TIF1y

Gene symbol Gene name ctrl+/ctrl-  si-S4+/ctrl-  si-TIF+/ctrl-

Cell adhesion/ cell-surface proteins

ADAM12 * a disintegrin and metalloproteinase domain 12 (meltrin alpha) 2.83 1.31 4.25
CDH11 * cadherin 11. type 2. OB-cadherin (osteoblast) 2.25 142 6.29
CDH2 * cadherin 2. type 1. N-cadherin (neuronal) 2.38 1.05 4.76
CELSR2 cadherin. EGF LAG seven-pass G-type receptor 2 1.38 0.86 0.81
CLDN14 claudin 14 3.38 1.45 1.39
CLDN4 claudin 4 3.15 0.89 143
CLU clusterin 2.03 1.56 1.24
CNTNAP3 cell recognition molecule CASPR3 1.58 1.44 0.90
DSG3 desmoglein 3 (pemphigus vulgaris antigen) 1.52 0.83 0.54
EPPK1 epiplakin 1 1.81 0.61 0.71
JPH1 junctophilin 1 0.41 0.76 0.27
MLLT4 mixed-lineage leukemia (trithorax homolog. Drosophila) 1.44 0.88 0.92
OCLN occludin 1.60 0.95 0.80
PDGFC platelet derived growth factor C 1.45 1.22 2.36
PKP1 plakophilin 1 (ectodermal dysplasia/skin fragility syndrome) 2.13 1.16 3.66
PODXL podocalyxin-like 2.73 043 1.65
PVRL4 poliovirus receptor-related 4 1.95 1.00 1.21
SELL selectin L (lymphocyte adhesion molecule 1) 1.63 1.1 1.04
STYK1 protein kinase STYK1 1.47 1.1 0.60
HNT neurotrimin 2.65 0.52 0.68
KALI1 Kallmann syndrome 1 sequence 2.13 091 1.20
CD58 CD58 antigen. (lymphocyte function-associated antigen 3) 392 1.90 1.77
TSPAN-2 tetraspan 2 3.64 0.85 2.33
Matrix extra cellular proteins

COL1Al collagen. type I. alpha 1 6.54 0.19 0.41
COL5A1 collagen. type V. alpha 1 5.59 1.60 9.40
COL5A2 collagen. type V. alpha 2 2.29 0.64 1.10
ECM1 extracellular matrix protein 1 1.80 0.36 0.60
MMP10 matrix metalloproteinase 10 (stromelysin 2) 4.44 0.15 0.48
MMP28 matrix metalloproteinase 28 1.49 0.48 0.60
SERPINB1 serine (or cysteine) proteinase inhibitor. clade B. member 1 1.59 0.39 043
SERPINB13  serine (or cysteine) proteinase inhibitor. clade B. member 13 1.63 0.38 0.21
SERPINBS serine (or cysteine) proteinase inhibitor. clade B. member 5 1.72 0.84 1.04
SERPINE1 * plasminogen activator inhibitor type 1 (PAI-1) 5.95 1.14 10.26
SPP1 secreted phosphoprotein 1 (osteopontin. bone sialoprotein I) 1.69 0.35 0.45
TIMP3 tissue inhibitor of metalloproteinase 3 1.58 0.62 0.52
TNC tenascin C (hexabrachion) 1.79 0.51 0.56
Cytoskeleton

FLNC filamin C. gamma (actin binding protein 280) 1.80 1.48 1.17
KRTI16 keratin 16 2.13 04 0.61
KRT9 keratin 9 (epidermolytic palmoplantar keratoderma) 143 0.78 0.94
KRTHA4 keratin. hair. acidic. 4 (intermediate filament) 5.78 2.28 12.02
MYLIP myosin regulatory light chain interacting protein 0.67 0.64 0.42
MYLK myosin. light polypeptide kinase 1.38 1.24 0.76
MYO10 myosin X 1.59 1.62 2.77
MYOS5B myosin VB 142 0.69 0.61
NEXN nexilin (F actin binding protein) 0.73 0.6 0.34
NRAP nebulin-related anchoring protein 1.75 143 1.10
TPM1 tropomyosin 1 (alpha) 4.55 1.18 20
Microtubule/Microtubule associated protein/Spindle

BPAG1 bullous pemphigoid antigen 1. 230/240kDa 0.58 0.33 0.16
EML1 echinoderm microtubule associated protein like 1 1.83 0.80 2.75
KIF11 kinesin family member 11 0.56 0.55 0.33



MICAL2 NIH_MGC_69 Homo sapiens cDNA clone IMAGE:3886131

MID1 midline 1 (Opitz/BBB syndrome)

SSX2IP synovial sarcoma. X breakpoint 2 interacting protein
TPX2 TPX2. microtubule-associated protein homolog (Xenopus)
TTL tubulin tyrosine ligase

GTPase signaling/Ras signaling

ARFI1 ADP-ribosylation factor 1

ARHGAP19  Rho GTPase activating protein 19

ARHGEF10  Rho guanine nucleotide exchange factor (GEF) 10
ARHGEF2 rho/rac guanine nucleotide exchange factor (GEF) 2
CD14 CD14 antigen

MLPH melanophilin

MTSS1 metastasis suppressor 1

PAK?2 p21 protein (Cdc42/Rac)-activated kinase 2

PIK3CD phosphoinositide-3-kinase. catalytic. delta polypeptide
PSCD2 pleckstrin homology. Sec7 and coiled-coil domains 2
RAB40C RAB40C. member RAS oncogene family

RAB7 RAB7. member RAS oncogene family

RASAI RAS p21 protein activator (GTPase activating protein) 1
RASA4 DNA directed RNA polymerase II polypeptide J-related gene
RHPN2 rhophilin. Rho GTPase binding protein 2

RICS Rho GTPase-activating protein

SEC14L1 SEC14-like 1 (S. cerevisiae)

WASF3 WAS protein family. member 3

Hyaluronan/CD44 signaling

ASB6 ankyrin repeat and SOCS box-containing 6
CALML3 calmodulin-like 3

CD44 * CD44 antigen

FANK1 fibronectin type 3 and ankyrin repeat domains 1
HAS3 hyaluronan synthase 3

HMMR hyaluronan-mediated motility receptor (RHAMM)

Integrin signaling

AKAP9 A kinase (PRKA) anchor protein (yotiao) 9

ILK integrin-linked kinase

ITGA4 integrin. alpha 4

ITGAS integrin. alpha 5 (fibronectin receptor. alpha polypeptide)
ITGB3 integrin. beta 3 (platelet glycoprotein IIla. antigen CD61)
ITGBS integrin. beta 8

WNT Beta catenin signaling

FZD2 * frizzled homolog 2 (Drosophila)

INVS inversin

SIAH1 seven in absentia homolog 1 (Drosophila)

SIP Siah-interacting protein

TCF7L1 transcription factor 7-like 1 (T-cell specific. HMG-box)
WNT5SA wingless-type MMTYV integration site family. member 5A

WNTSB * wingless-type MMTYV integration site family. member 5B
WNTIA * wingless-type MMTYV integration site family. member 9A

Cell Differentiation

EDG4 endothelial differentiation. 4

SOCS2 suppressor of cytokine signaling 2
SPRR1B small proline-rich protein 1B (cornifin)
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0.89
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0.77
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1.25
0.85
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0.72

2.66
0.40
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1.14
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Table S4: Functional classification of TGFP dependent genes whose expression was modified
by TIF1y knock-down

Functional annotation Number of genes percent
EMT 96 13.56
Regulation of transcription 63 89

Cell proliferation 61 8.61
Metabolism 61 8.61
Apoptosis 24 3.39
Other functions 118 16.66

Unknown functions 285 40.25




Table S5: Genes exhibiting antagonistic responses to Smad4 and TIF1y down-regulation.
* Target genes for which quantitative RT-PCR was performed.

Gene symbol Description ctrl+/ctrl-  Si-Smad4+/ctrl-  Si-TIF1y+/ctrl-
Cytoskeleton/Cell Junction/Cell-Matrix Proteins
ADAMI12 * a disintegrin and metalloproteinase domain 12 (meltrin alpha) 2.83 1.31 425
CDHI11 * cadherin 11. type 2. OB-cadherin (osteoblast) 225 142 6.29
CDH2 * cadherin 2. type 1. N-cadherin (neuronal) 2.38 1.05 4.76
COLS5AL collagen, type V, alpha 1 5.59 1.60 940
EMLI echinoderm microtubule associated protein like 1 1.83 0.80 2.75
JPHI junctophilin 1 041 0.76 0.27
KRTHA4 keratin. hair. acidic. 4 5.78 228 12.02
PIK3CD phosphoinositide-3-kinase. catalytic. delta polypeptide 248 1.35 401
PKP1 plakophilin 1 (ectodermal dysplasia/skin fragility syndrome) 213 1.16 3.66
SERPINE1* plasminogen activator inhibitor type 1 (PAI-1) 595 1.14 10.26
WNTIA* wingless-type MMTYV integration site family. member 9A 223 044 717
WNTS5A wingless-type MMTYV integration site family. member 5A 244 1.44 3.90
Metabolism
GLDC glycine dehydrogenase (decarboxylating; glycine decarboxylase) 0.52 0.85 0.26
GLUL Homo sapiens glutamine synthetase pseudogene. complete 370 154 563
sequence.
LOX lysyl oxidase 1.86 1.03 3.55
NOX5 NADPH oxidase. EF hand calcium-binding domain 5 2.75 1.54 7.31
P4HA3 prolyl 4-hydroxylase alpha III 8.70 201 15.59
SLC27A2 solute carrier family 27 (fatty acid transporter). member 2 0.52 0.92 0.25
TGM 2 transglutaminase 2 3.18 1.15 5.55
Cell Proliferation
GADD45B * growth arrest and DNA-damage-inducible. beta 2.70 149 451
Unknown Function
BC041029 MRNA; cDNA DKFZp686013152 0.55 1.20 0.30
AW300131 Transcribed sequences (AW300131) 1.73 1.01 297
AW139053 Homo sapiens cDNA clone IMAGE:2718337 3' 0.61 0.35 131
AW338214 Clone IMAGE:5275753. mRNA 0.50 0.81 0.32
ANKRD22 Hypothetical protein MGC22805 0.54 0.85 0.19
BJ-TSA-9 Hypothetical protein MGC14128 1.65 0.89 2.65
C5orf13 Chromosome 5 open reading frame 13 1.80 1.07 3.39
FLJ23657 Hypothetical protein FLJ23657 10.82 225 18.51
FLJ36031 Hypothetical protein FLJ36031 147 0.83 2.52
FLJ90166 Hypothetical protein FLJ90166 1.68 0.77 7.80
KCTDL11 Homo sapiens cDNA clone IMAGE:2426829 3' 1.83 0.92 295
LOC93109 Hypothetical protein BC007772 1.69 1.09 273
MGC22679 Homo sapiens cDNA clone IMAGE:3854163 5' 0.40 0.88 0.24
SDPR serum deprivation response (phosphatidylserine binding protein) 0.59 1.10 0.37
TGM2 AL031651 433 1.15 9.05
Other functions
PROC protein C (inactivator of coagulation factors Va and VIIIa) 2.87 1.19 593
OPN3 opsin 3 (encephalopsin. panopsin) 224 1.03 338




Table S6: Genes involved in cell cycle and found in SDTI group. * Target genes for which
quantitative RT-PCR was performed.

Gene symbol Description ctrl+/ctrl- si-Smad4+/ctrl- si-TIF1y+/ctrl-
ASK activator of S phase kinase 0.59 0.98 0.6
AURKB aurora kinase B 0.57 0.93 0.82
BRRNI barren homolog (Drosophila) 0.57 0.96 0.59
CCND2 cyclin D2 0.73 12 049
CCNF cyclin F 0.56 0.98 0.79
CCNG2 cyclin G2 1.74 0.66 142
CDC25A cell division cycle 25A 0.58 0.92 0.58
CDC45L CDC4S5 cell division cycle 45-like (S. cerevisiae) 0.7 121 0.69
CDC6 CDCG6 cell division cycle 6 homolog (S. cerevisiae) 0.63 0.95 0.53
CDK4 cyclin-dependent kinase 4 0.66 1.16 0.92
CDKNIA * cyclin-dependent kinase inhibitor 1A (p21. Cipl) 1.7 0.67 1.87
CDKN2B cyclin-dependent kinase inhibitor 2B (p15. inhibits CDK4) 427 1.07 322
CHC1 chromosome condensation 1 0.61 128 0.77
DRIM down-regulated in metastasis 051 1.12 0.67
DUSP22 dual specificity phosphatase 22 1.64 0.98 1.93
E2F5 E2F transcription factor 5. p130-binding 0.38 0.8 049
FANCD2 Fanconi anemia. complementation group D2 0.68 1.03 0.62
FGF2 fibroblast growth factor 2 (basic) 0.67 1.38 0.79
FGF5 fibroblast growth factor 5 2.03 0.96 248
GADD45A growth arrest and DNA-damage-inducible. alpha 2.04 1.21 1.65
IFRD2 interferon-related developmental regulator 2 0.59 1.05 0.77
IGFBP7 insulin-like growth factor binding protein 7 1.89 0.89 2.15
IL15 interleukin 15 2 1 1.87
INHBA inhibin. beta A (activin A. activin AB alpha polypeptide) 2.17 13 1.86
INSIG1 insulin induced gene 1 2.23 0.86 2.15
ISG20 interferon stimulated gene 20kDa 1.59 0.79 1.1
KRAS2 v-Ki-ras2 Kirsten rat sarcoma 2 viral oncogene homolog 23 1.25 247
LRP1 low density lipoprotein-related protein 1 2.14 1.16 2.56
LRP5 low density lipoprotein receptor-related protein 5 0.61 1.04 0.84
MNI1 meningioma (disrupted in balanced translocation) 1 1.98 0.66 2.71
MXD4 MAX dimerization protein 4 2.15 1 1.68
MYC * v-myc myelocytomatosis viral oncogene homolog (avian) 0.6 095 0.55
NAPILI1 nucleosome assembly protein 1-like 1 0.65 1.02 0.68
NMEI1 non-metastatic cells 1 0.72 1.24 097
NOLC1 nucleolar and coiled-body phosphoprotein 1 0.57 1.07 052
PA2G4 proliferation-associated 2G4. 38kDa 0.6 092 0.8
PDGFA platelet-derived growth factor alpha polypeptide 2.36 1.14 1.82
PLK1 polo-like kinase 1 (Drosophila) 05 1.05 0.61
POLD4 polymerase (DNA-directed). delta 4 226 0.72 2.58
PPP6C protein phosphatase 6. catalytic subunit 0.6 144 0.78
PRIM1 nascent-polypeptide-associated complex alpha polypeptide 0.55 1.08 0.56
SASHI SAM and SH3 domain containing 1 0.71 1.07 0.72
SKP2 S-phase kinase-associated protein 2 (p45) 042 0.67 048
SMAD3 MAD. mothers against decapentaplegic homolog 3 0.55 0.83 0.73
SPOCK sparc/osteonectin (testican) 2.35 0.8 25
TCF8 transcription factor 8 (represses interleukin 2 expression) 2.62 093 224
TIEG TGFB inducible early growth response 1.61 0.83 1.31
TNFSF13 tumor necrosis factor (ligand) superfamily. member 13 2.05 098 1.88

TNFSF9 tumor necrosis factor (ligand) superfamily. member 9 1.72 093 1.6




Table S7: si-RNAs used in the study.

Name Sequence
ST UUU CGC AGC ACA CAA GAG AUC UCC UCC
GGA GGA GAU CUC UUG UGC UGC GAA A
. UUU CAC GGU GGA UAA AUC CAU UGG U
si-TIF1y#2 ACCAAUGGA UUU AUC CAC CGU GAA A
. GCA AUU GAA AGU UUG GUA A
si-Smad4#1 U UAC CAA ACU UUC AAU UGC
. CCC ACA ACC UUU AGA CUG A
si-Smad4#2

U CAG UCU AAA GGU UGU GGG

Control 1027280 (Qiagen)

siRNA used for TIF1y are stealth siRNA from Life technologies-Invitrogen



Table S8: Quantitative RT-PCR primers used in the study

Gene Sequence

TIF1y PPH16274A (SA Biosciences)

Smad4 5'GTG GAATAG CTC CAG CTATC®
5'CGG CAT GGT ATG AAG TAC TCCZ®

Vimentin 5CCAAACTTT TCC TCC CTG AAC C3’
5’GTG ATG CTG AGA AGT TTC GTT GAZ

BAMBI PPHO01947E (SA Biosciences)

GADD45B 5’GTG GAT TAT AAT TGC AAC ATG ACG3’

5TTG GCC GAC TCG TCA CCC3’

CDH2 (N-Cadherin)

5'GTG CAT GAA GGA CAG CCT CT¥
5’ATG CCATCT TCATCC ACCTT3

WNT9A

5'CGC CTACTT CGG GCT GAC3’
5'CTG CTT CCG CTC CAG CTT3

CDH11 (OB-Cadherin)

5'CCC TGA AAT CAT TCA CAATCC3’
5’AGT CCT GCT TCT GCC GAC T3’

5'GGA CAACGC ATC TGT CTT TGG3’

WNTS5B 5'GCT GAT GGC GTT GAC CACZ

CD44 5'CTG GGG ACT CTG CCT CGT®
5'GAG AGA TGC TGT AGC GAC CAZ’

FLRG 5’'CAC TCG TCG CGG TAG GTG3’
5'TTC CCT GCA AAG ATT CGT G3’

PAI-I PPHO00215E (SA Biosciences)

MMP2 PPHO00151B (SA Biosciences)

FN1 PPHO00143B (SA Biosciences)

FzD2 PPH02470A (SA Biosciences)

ADAM12 PPHO7260E (SA Biosciences)

CDKN1A 5'GAC ACC ACT GGA GGG TGA CT3’
5'CCA CAT GGT CTT CCT CTG CT%®

c MYC 5'CTG CTG GGA GGA GAC ATG GTg&
5TCC TGG ATG ATGATGTTITTTG ATG3’

SNAIL 5'GTC GCA GGA CTC TAATCC AGAZ’
ATC TCC GGA GGT GGG ATG

ZEBR1 5’ATC CTG GGG CCT GAA GCT CAG GZ&
5TGG TGT GCC CTG CCT CTG GT3’

HMGA2 5'CCC AGG GGA AGA CCC AAA GGCc3a!
5'GTT GGC GCC CCC TAG TCC TCT3'

HPRT 5TGA CCT TGATTT ATT TTG CAT ACC3’

5'CGA GCA AGA CGT TCA GTC CT3’




Article 2 : Dynamic regulation of TGFf signaling by TIF1y : a computational
approach

Résumé

La voie de signalisation canonique du TGFf fait intervenir les protéines Smad qui
agissent en tant que facteurs de transcription pour conduire le signal apporté par le ligand
jusque dans le noyau. Récemment, le nouvel acteur, TIF1y, a ét¢ impliqué dans la régulation
de cette voie de signalisation. Aucun modele mathématique n’avait jusque la pris en compte
I’intervention de TIF1y dans la voie de signalisation du TGFf, c’est pourquoi en collaboration
avec 1’équipe du Dr Nathalie Théret (Rennes), nous avons modélis¢ de manicre intégrative la
régulation dynamique de la voie du TGFp par TIF1y. A partir des modéles préexistants de
recyclage des récepteurs et de localisation nucléo-cytoplasmique des Smads, nous avons
développé un modele prenant en compte I’hypotheése de la mono-ubiquitination de Smad4 par
TIF 1y, puis un modele prenant en compte I’interaction entre TIF1y et les R-Smads. Cela nous
a permis de mettre en place un modele général en intégrant le régulateur TIFly et la
déubiquitinase FAM/USP9x. Des études de simulation ont permis de valider ce modéle
intégratif, rendant compte a la fois de la gradation de la régulation de la voie du TGFf par
TIF1ly, et de I'importance des cycles d’ubiquitination et de déubiquitination de Smad4
respectivement par TIF1y et FAM/USP9x.

Nous avons ensuite validé expérimentalement le modele intégratif en analysant
I’induction de marqueurs de la TEM en réponse au TGF. Pour cela, nous avons réalisé des
expériences d’immunoprécipitation de la chromatine afin d’observer le recrutement des
complexes transcriptionnels de la voie du TGFf au niveau du promoteur du géne cible PAI-1
étudié précédemment. L’association des protéines Smad2/3, Smad4 et TIF1y sur le promoteur
entre 30 et 90 minutes de stimulation au TGFf est en accord avec la nécessité¢ d’un complexe
ternaire pour expliquer la dynamique de la régulation de la voie du TGFp. Afin d'étudier
I’importance des ratios des protéines TIF1y et Smad4, nous avons utilisé une stratégie de
siARN pour varier les niveaux respectifs des deux protéines et analysé la réponse
transcriptionnelle au TGFf en quantifiant le niveau d’expression de marqueurs de la TEM (N-
Cadhérine et OB-Cadhérine). Nos résultats montrent que TIF 1y est un régulateur essentiel des

réponses au TGFP dépendante de Smad4 au cours de la TEM et que la dynamique de cette
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régulation détermine les ratios de TIF1y et de Smad4 et par conséquent la nature de la réponse
transcriptionnelle au signal TGF.

Enfin, de maniére intéressante, le modele intégratif permet de comparer les réponses
au TGFp en variant la dose ou le temps d’exposition au ligand. Nos résultats suggeérent que la
réponse de la cellule au TGFpB dépend des ratios des protéines TIF1y et Smad4 et du temps
d’exposition au TGFf, en accord avec la grande variété de réponses au TGFf en fonction de
la disponibilité du ligand.

En conclusion, le modele intégratif présenté dans cet article montre que les ratios des
protéines TIF1ly et Smad4 permettent de réguler la voie de signalisation du TGFp, en
particulier au cours des réponses a de courtes stimulation au TGFf, comme au cours de la

TEM induite par le TGFp.
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Abstract

TIF1y (Transcriptional Intermediary Factor 1 y) has been implicated in Smad-dependent signaling by Transforming Growth
Factor beta (TGF-B). Paradoxically, TIF1y functions both as a transcriptional repressor or as an alternative transcription factor
that promotes TGF-B signaling. Using ordinary differential-equation models, we have investigated the effect of TIF1y on the
dynamics of TGF-B signaling. An integrative model that includes the formation of transient TIF1y-Smad2-Smad4 ternary
complexes is the only one that can account for TGF-3 signaling compatible with the different observations reported for
TIF1y. In addition, our model predicts that varying TIF1y/Smad4 ratios play a critical role in the modulation of the
transcriptional signal induced by TGF-f, especially for short stimulation times that mediate higher threshold responses.
Chromatin immunoprecipitation analyses and quantification of the expression of TGF-§ target genes as a function TIF1y/
Smad4 ratios fully validate this hypothesis. Our integrative model, which successfully unifies the seemingly opposite roles of
TIF1y, also reveals how changing TIF1y/Smad4 ratios affect the cellular response to stimulation by TGF-3, accounting for a
highly graded determination of cell fate.
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Introduction

Complex signaling by transforming growth factor B(TGF-p)
forms a pivotal network that plays an essential role in tissue
homeostasis and morphogenesis. At the same time, up-regulation
and activity of TGF-B has been linked to various diseases,
including fibrosis and cancer, by promoting cell proliferation and
invasion and the epithelial-mesenchymal transition [1]. TGF-f
signaling occurs through association with a heteromeric complex
of two types of transmembrane serine/threonine kinases, the type 1
(TBRI) and type II (TPRII) receptors. TGF-B binding to TPRII
induces recruitment and phosphorylation of TBRI, which in turn
transmits the signal through phosphorylation of the receptor-
bound R-Smad transcription factors, Smad2 or Smad3. Once
phosphorylated, the R-Smads hetero-dimerize with their common
partner, Smad4. The resulting complexes then migrate to the
nucleus, where they regulate the transcription of TGF-B-target
genes in conjunction with other transcription factors [2].

Nuclear Transcriptional Intermediary Factor 1 v, TIFly (also
known as tripartite motif protein TRIM33), is a member of the
transcriptional intermediary factor 1 family [3] and was recently
identified as a new partner of the Smad-dependent TGF-B
signaling pathway. A screen for molecules involved in the
specification of the embryonic endoderm first revealed TIF17y as
a Smad4-binding protein and as a negative regulator of TGF-f
signaling [4]. TIF1y mono-ubiquitinates Smad4, inducing its
nuclear export to the cytoplasm, where the FAM/UPS9x
deubiquitinating enzyme was recently shown to allow Smad4
recycling [5]. The role of TIF1y as a repressor was also reported in
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the control of Smad activity during embryogenesis [6]. In contrast,
TIF1ly was identified as a protein partner for receptor-activated
Smad2/3, resulting in an alternative positive regulatory Smad4-
independent TGF-B signaling pathway [7].

Whether TIF1y down-regulates or promotes alternative TGF-3
signaling may be linked to the cellular context. TIFly is a
ubiquitous protein and its mRNA has been detected in all tissues
[8]. Its loss of expression has been shown to favor Kras®!?P-
dependent precancerous pancreatic lesions [9], induce cell-
autonomous myeloproliferative disorders in mice [10] and
potentiate TIFlo-induced murine hepatocellular carcinoma [11],
thereby supporting a protective role of TIFly in cancer.
Consistent with this view, a decrease in TIFly expression in
human pancreatic cancer and human chronic myelomonocytic
leukemia has been reported [9,11] and TIF1y silencing in human
mammary epithelial cell lines was shown to lead to a strong
epithelial-mesenchymal transition mediated by TGF-B1 [12]. In
contrast, a pro-tumorigenesis role for TIF1y has been suggested by
the observation that its expression prevents Smad4-mediated
growth inhibition in response to TGF-B [4]. In line with the
uncertain role of TGF- in cancer, TIF1y may differentially affect
TGF-B signaling according to the cellular context by acting either
as tumor suppressor or promoter.

Several mathematical models have been developed to predict
the dynamic behavior of TGF-B signaling. In particular, initial
differential models that couple signaling with receptor trafficking
have significantly improved our understanding of the plasticity of
the TGF-B signaling pathway [13]. Models focusing on Smad
phosphorylation [14], Smad nucleocytoplasmic shuttling [15,16]
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and Smad oligodimerization [17] have also been developed to
understand the dynamics and flexibility of Smad-dependent
pathways, while integrative models have coupled receptor
trafficking to Smad pathways [18-20]. As the latter models
recapitulate the essential components of the canonical Smad-
dependent TGF-P signaling pathway, they constitute useful tools
to investigate the role of new regulatory components of TGF-f
signaling.

We have used an integrative modeling approach to explore the
impact of TIFly on the outcome of TGF-B signaling. Taking
advantage of mathematical models of receptor trafficking [13] and
Smad shuttling [16], we have developed a new TGF-B signaling
model that includes TIF1y and FAM/UPS9x. Our model, which
is based on the transient formation of a ternary complex
containing TIF1¥ Smad4 and Smad2/3, successfully reconciles
the different observations reported for TIFly-Smad4 [4] and
TIF1y-Smad2/3 [7] interactions. We show that TGF- signaling
is highly sensitive to the TIF1y/Smad4 ratio, suggesting a critical
role for the FAM/UPS9x deubiquitinase. This model also predicts
how varying TIFly/Smad4 ratios can modulate the cellular
response to transient and sustained TGF- stimulation, accounting
for a highly graded TGF-B response. We discuss how the
seemingly opposite roles of TIF1y may be resolved by taking into
account the dynamic balance of interactions involving Smad4 and
Smad2/3.

Materials and Methods

Mathematical modeling

The model consists of a system of nonlinear, ordinary
differential equations that merge the ODE models of receptor
trafficking [13] and Smad shuttling [16]. Briefly, the receptors
described in the Smad shuttling model were replaced by those of
the receptor trafficking model using unit conversion in a cell
volume of 2.27x107"?L. Model building, parameters, system
ordinary equations and description of the model in Systems
Biology Markup Language (SBML) are detailed in Tables S1 and
S2 and Model S1. Model simulations were implemented with the
mathematical Scipy library of Python language programming and
the Matplotlib Python 2D plotting library was used to visualize the
simulation curves.

Cell culture and siRNA transfection

Human mammary epithelial (HMEC) cells infected with a
retrovirus carrying hTERT and the oncogenic H-RasV12
(HMEC-TR) allele were provided by R. A. Weinberg [21] and
cultured as previously described [12]. Cells were transfected with
5 nM siRNA and 0.5 pl/ml lipofectamine RNAiMax (Invitrogen)
and further cultured in the presence or absence of 10 ng/ml TGF-
B1 (Peprotech) for the indicated times.

Chromatin immunoprecipitation (ChIP)

Assays were carried out on cells transtected with the PAI-1
p800-Luc construct, as previously described [12], using the kit
from Upstate Biotechnology. Briefly, cell lysates were subjected to
anti-Smad4 (SantaCruz) or anti-TIF1y (Bethyl) immunoprecipita-
tion. Smad4- or TIF1y-precipitated genomic DNA was subjected
to PCR. The 351-bp PAI-1 promoter region harboring the Smad-
binding elements was amplified with primers 5-AGCCAGA-
CAAGGTTGTTG-3" and 5'-GACCACCTCCAGGAAAG-3'.
An unrelated genomic DNA sequence (actin) was amplified with
primers 5'-AGCCATGTACGTTGCTATCCAG-3" and 5'-
CTTCTCCTTAATGTCACGCACG-3'.
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Relative quantification of mRNA by real-time PCR

Real-time quantitative PCR was performed using the gPCRTM
Core Kit for Sybr'TM Green I from Eurogentec and the ABI
Prism 7700 thermocycler (Perkin-Elmer, Foster city, CA, USA).
Primer pairs for target genes were: sense CDH11 (OB-Cadherin),
5'CCC TGA AAT CAT TCA CAA TCC3', antisense 5’AGT
CCT GCT TCT GCC GAC T3'; CDH2 (N-Cadherin), sense:
5'GTG CAT GAA GGA CAG CCT CT3', antisense: 5'ATG
CCA TCT TCA TCC ACC TT3'; HPRT, sense: 5'TGA CCT
TGA TTT ATT TTG CAT ACC3’, antisense: 5’CGA GCA
AGA CGT TCA GTC CT3'.

Western blot analysis

Cell lysates were subjected to SDS-polyacrylamide gel electro-
phoresis and transferred onto PVDF membranes. The blots were
incubated for 1 hr in Tris-buffered saline containing 0.1% Tween
20 and 5% non-fat dry milk and further incubated for 1 hr with
specific primary antibodies (anti-Smad4, SantaCruz biotechnolo-
gy; anti-TIFly, Euromedex). The bound antibodies were
visualized with horseradish peroxidase—conjugated antibodies
using the ECL-Plus reagent (Roche).

Results and Discussion

Quantitative models for TIF1y-dependent TGF-j
signaling

Merging receptor trafficking [13] and Smad cytonucleoplasmic
shuttling [16] models through their common receptor-ligand
complex in the endosome (LRe), we developed new models that
integrate TIF1y. Kinetic parameters were estimated according to
the experimental data from [5] and [7] and are detailed in Table
S1. We first constructed two separate models, each taking into
account the different hypotheses regarding Smad/TIF1y interac-
tions. The first model is based on the TIF1y-dependent negative
regulation associated with the ubiquitination of Smad4 ([4,5];
Figure 1A). In this model, TIFly interacts preferentially with
Smad4 within phosphorylated Smad2-Smad4 complexes in
response to TGF-P, leading to a rapid dissociation of complexes
and formation of ubiquitined Smad4 (Smad4ub) that is exported
from the nucleus. Similar to the transient interaction of the
phosphatase (PPase) with phosphorylated Smad2 [15,16], the
formation of TIF1y-Smad complexes was neglected because of fast
reaction rates. In the cytoplasm, ubiquitinated Smad4 undergoes
deubiquitination by FAM/UPS9x (FAM), thereby recycling
Smad4 for TGF-f signaling (Figure 1A). We set the same kinetic
parameters for association between TIF1y and phosphorylated
Smad2-Smad4 complexes in the nucleus (pS254n) and association
between phosphorylated Smad2 and Smad4. Ubiquitination/
deubiquitination and phosphorylation/dephosphorylation kinetics
were considered to be similar, as previously described [5]. Export
of ubiquitinated Smad4 from the nucleus to the cytoplasm was
assumed to be 2-fold higher than entry of Smad4 in the nucleus,
based on the observation suggesting that ubiquitined Smad4 is less
efficiently retained in the nucleus [4,5].

Our second model is based on results from He ¢t al. [7], who
proposed that TGF-B induces a competing interaction between
TIFly and phosphorylated Smad2, although an association of
TIF1y with Smad4 was also detected in the nucleus (Figure 1B). In
the absence of conclusive experimental data, we considered the
kinetic parameters for association between TIFly and either
phosphorylated Smad2 or Smad4 in the nucleus to be similar to
those for phosphorylated Smad2 with Smad4. To test this
hypothesis, we analyzed the effect of a 2-fold decrease in ko, /kogr
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Figure 1. Schematic representation of the models. Detailed information on parameters and entities are given in Tables S1 and S2. A) Model
hypothesis from [4]. B) Model hypothesis from [7]. C) Integrated model including TIF1y (red rectangle) and FAM (green rectangle).

doi:10.1371/journal.pone.0033761.g001

for the association between TIF1y and Smad?2 or Smad4, which
did not modify the TGF-f response in simulation studies.

Finally, we integrated the TIF1y and FAM/UPS9x modulators
into a unique model that merges all experimental observations
(Figure 1C). Unlike the model depicted in Figure 1A, we
considered TIF1y binding to Smad4 as part of a ternary complex,
in which phosphorylated Smad2, Smad4 and TIF1y are associated
in the nucleus (pS24nTIF1y). In this case, note that the interaction
of TIF1y with Smad2 occurs within phosphorylated Smad2-TIF1y
(PS2nTIF1y) complexes that are generated by dissociation of the
ternary complexes in the nucleus. We set the same kinetic
parameters for the formation/dissociation of the
pS24nTIFly complexes and the formation/dissociation of the
phosphorylated Smad2-Smad4 complexes.

ternary

Model analysis and simulation

We next performed computational experiments to investigate
the dynamics of TGF-P signaling according to each model. TGF-f
signaling was expressed as the amount of phosphorylated Smad2-
Smad4 complexes in the nucleus (pS24n) because TGF-B target
genes are regulated by these heterodimeric complexes. To explore
the functional effect of TIF1y on the TGF-f transcriptional signal,
simulation studies were performed using different concentrations
of TIF17y varying from 0 to 50 nM, the latter corresponding to the
initial concentration of Smad4 (Figure 2, Table Sl1). These
prediction studies showed that each model was either too sensitive,
with total inhibition of signaling at low concentrations of TIF1y
according to the first model (Figure 2A), or too insensitive, with
only a slight variation of signaling at higher TIF1y concentrations
according to the second model (Figure 2B). Each predictive model
hence yielded a significant mismatch with the experimental data
derived from the other. The strict negative regulatory role of
TIF1y proposed by Dupont e al. [4] is not compatible with the
lack of sensitivity of the second model adapted from He et al. [7].
Similarly, He et al. observed a moderate TIF1y effect on TGF-f
transcriptional activity that did not agree with the high sensitivity
of the first model adapted from Dupont ¢t al. In contrast, our
integrative model that includes all observations yielded a graded
effect of TIF1y on pS24n complex formation that is in agreement
with the relative abundance of TIF1y-Smad complexes reported in
both studies, leading to a graded regulation of TGF-f signaling
(Figure 2C).

To further explore the robustness of our integrative model, we
evaluated the sensitivity of TGF-P signaling to variations in kinetic
parameters. As shown in Figure 3, varying the rate of formation
(Figure 3A) or dissociation (Figure 3B) of complexes containing
TIFly and pS24n had little effect on TGF- signaling. Similarly,
varying the kinetic parameters for the dissociation of phosphor-
ylated Smad2-TIFly complexes (pS2nTIF1y) induced only few
changes in the concentration of pS24n (Figure 3C). In contrast,
TGF-f signaling was highly sensitive to the variation of k;,-
Smad4ub (Figure 3D), suggesting that the export rate of
ubiquitinated Smad4 is a critical component of the regulation of
TGF-B transcriptional activity. In addition, the slight alteration in
TGF-B signaling induced by changes in the deubiquitination rate
of Smad4 (Figure 3E) disappeared with increasing concentrations
of the FAM deubiquitinase (Figure 3F), suggesting that changes in
FAM expression might be a sensitive marker to predict modulation
of TGF-P signaling. Taken together, the results of our simulation
studies reveal a new pivotal role of the Smad4 ubiquitination/
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Figure 2. Effect of TIF1y on TGF-§ signaling. Modeling analysis of
the pS24n response to increasing TIF1y concentrations at a 10 nM TGF-
B input. A) Model according to [4]; B) model according to [7] and C)
integrated model.

doi:10.1371/journal.pone.0033761.g002
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Figure 3. Parameter sensitivity analysis. Modeling analysis of pS24n response to variations of kinetic constants at a 10 nM TGF-f input. A) kon-
pS24nTIF1y, binding of TIF1y to phosphorylated-Smad2/Smad4 complexes; B) kopS24nTIF1y, dissociation of phosphorylated-Smad2/Smad4/TIF1y
complexes in the nucleus; C) kopS2nTIF1y, dissociation of phosphorylated Smad2-TIF1y complexes in the nucleus; D) k;j,-S4ub, nuclear export of
ubiquitinated Smad4 in the cytoplasm; E) and F) kg, deubiquitination of Smad4 according to relative FAM concentrations of 1 nM (E) and 10 nM (F).
doi:10.1371/journal.pone.0033761.g003

@ PLoS ONE | www.plosone.org 5 March 2012 | Volume 7 | Issue 3 | e33761



deubiquitination cycle in the regulation of the dynamics of TGF-
signaling. Of note is the predicted critical regulatory role of FAM
in TGF-B signaling through Smad4 recycling.

Experimental validation of the model

A key component of our model is based on the hypothesis that a
transient ternary complex is formed, associating Smad4, TIF1y
and Smad2. To investigate the reality of such an interaction, we
performed chromatin immunoprecipation (ChIP) assays as
previously described [12]. As shown in Figure 4, stimulation of
cells with TGF-f induced the recruitment of Smad proteins on the
promoter sequence of PAI-1, a TGF-p target gene. In the absence
of TGF-B stimulation, TIF1y showed a significant association with
DNA while Smad2/3 was not detected. A faint Smad4 signal
could be detected under these conditions. TGF-B stimulation led
to the detection of a strong Smad2/3 ChIP signal. Between 30 and
90 min of TGF- stimulation, the association of all three proteins
with DNA appears consistent with the hypothesis that a ternary
complex containing Smad4, Smad2/3 and TIFly transiently
forms. After 120 min, Smad4 dissociated from DNA whereas
Smad2/3 and TIF1ly remained present on the PAI-1 promoter.
This observation is in agreement with our hypothesis that Smad2-
TIF1y complexes are released from the ternary complexes.
Importantly, Dupont et al. [4], using a double-immunoprecipita-
tion approach for TIFly and Smad4, previously reported
formation of these ternary complexes. More recently TIF1y was
shown to be present at the promoter region of PAI-1 gene in
uninduced cells, whereas an increase in TIF1y association with the
Smad-binding region of the promoter was also observed upon
TGF-B stimulation [22].

We next devised an experimental approach that could be used
to evaluate TGF-P transcriptional activity as a function of variable
TIFly/Smad4 ratios. Cells were transiently transfected with
siRNAs to silence Smad4 or TIF1y expression and were further
stimulated or not with TGF-B for the indicated times (Figure 5A).

TGF-B (min) 0 30 60 90 120

PAI-1

IP Smad4
Actin
PAI-1

IP TIF1y

IP Smad2/3
— v — — —| D1

Input (|

Aot

Figure 4. TIF1y, Smad2 and Smad4 bind to the PAI-1 promoter.
ChlIP assays were performed on HMEC cells treated with TGF-f for the
indicated times. Cell lysates were subjected to anti-Smad4 (IP Smad4),
or anti-TIF1y (IP TIF1y), or anti-Smad2/3 (IP Smad2/3) chromatin
immunoprecipitation. PCR amplification of the endogenous PAI-1
promoter (733/484) was performed to detect protein bound DNA.
Primers specific to actin were used as controls.
doi:10.1371/journal.pone.0033761.9004
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The expression of Smad4 and TIF1y was efficiently inhibited since
no proteins were detected at day 3 post-transfection compared
with cell transfected with non-targeted siRNAs (scr). The efficacy
of RNA interference was confirmed at the mRNA level (Figure
S1). This effect decreased with time according to siRNA
availability and mRINA turnover, leading to the recovery of
protein basal levels after several days (Figure 5A, upper panel).
Note that silencing Smad4 and TIF17y affected the amounts of
TIFly and Smad4 proteins, respectively, detected at day 3. The
time courses shown in Figure 5 finally allowed us to analyze cells
containing variable amounts of endogenous Smad4 and TIF1y
proteins. For each time point, cell extracts were used for western
blot analyses and TIF1y/Smad ratios were evaluated by
densitometric scanning of blots (Figure 5A, bottom panel). To
perform this experimental verification, we quantified the mRNA
levels of endogenous TGF-f3 target genes instead of using the over-
expression of reporter genes to estimate transcriptional activities.
We selected the CDH2 and CDHI11 cadherin genes as they are
up-regulated by TGF-B through Smad4- and TIFIy-dependent
pathways in our cell model (Figure S2). Using the same cell
extracts used for western blotting (Figure 5A), the mRINA levels of
CDH2 and CDHI11 were quantified and TGF- transcriptional
activity was evaluated as the ratio of mRNA levels observed in the
presence or absence of TGF-B (Figure 5B). TGF-B-induced
expression of CDH2 and CDH11 was correlated with the amount
of Smad4 and TIF1y proteins. Compared to control cells (scr), low
Smad4 expression (Day3) prevented TGF-B-dependent expression
of CDH2 and CDHI11 while the absence of TIFly led to up-
regulation of CDH2 and CDHI11.

We then compared these experimental data with results
predicted by our integrative model. As shown in Figure 5C, our
observations could be fitted to the simulation curves of TGF-B
transcriptional signaling, a validation reinforced by the use of
physiological parameters. We conclude from these results that
TIF17 is a new regulator that plays a pivotal role in the control of
Smad4-dependent TGF-p transcriptional activity. These data also
show that TIF1y/Smad4 ratios can determine TGF-B-dependent
transcriptional activity. Accordingly, our model supports the
hypothesis of fast binding of TIFly to phosphorylated Smad2/
Smad4 complexes and the release of both ubiquitinated Smad4
and phosphorylated Smad2-TIF1y complexes.

TGF-B dose- and time-dependent responses

The concentration of TGF-f in the cellular microenvironment
is highly variable and its increased expression has been reported in
numerous pathologies, including inflammation, fibrosis and cancer
[23]. However the determination of TGF-f concentrations at the
cellular level within tissues remains a difficult task since TGF-p is
stocked as a latent form in the extracellular matrix [24]. In
addition, its conversion from latent to biologically active forms
involves numerous protease- and non protease-dependent mech-
anisms that differ according to cell type and the physiological
context, leading to a complex non-linear delivery [25]. All
previous mathematical models are based on biological data
obtained from in vitro experiments using either TGF- concentra-
tions (in the nM range) or on/off signal inputs. However, Zi and
al. [19] recently developed an integrative model that includes a
ligand depletion parameter and demonstrated that cell-fate
decision in response to TGF-B stimulation depends not only on
its concentration but also on the time course of its delivery.
Because we did not integrate ligand depletion in our model,
response predictions were insensitive to TGF-B concentration
except for concentrations as low as 0.1 nM (Figure 6A) and we
routinely used concentrations of 10 nM as the TGF-B input.
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Figure 5. Expression of the CDH2 and CDH11 TGF-J target genes is sensitive to TIF1y/Smad4 ratios. HMEC cells were transfected with
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doi:10.1371/journal.pone.0033761.g006

When TGF-B depletion was included in our model, both graded
short-term and switch-like long-term responses to TGF-f3 were
conserved as reported by Zi et al. [19]. However, they were
attenuated, suggesting that the presence of TIF1y does not affect
the signal shape, but only the amplitude of TGF-B signaling
(Figure S3).

In contrast, we observed that, in our model, the length of
stimulation modified the cell response. This was particularly true
for short times (Figure 6B), maximum pS24n complex formation
being highly dependent on TIF1ly concentration (Figure 6C and
6D). This indicates that the magnitude of the cellular response to
TGF-B depends on both TIFly/Smad4 ratios and time-
dependent stimulation, predicting a broad range of responses
according to TGF-B cellular content and availability in the
microenvironment (Figure 7A). Note that the alternative
pS2TIF1y transcription complexes proposed by He et al. [7]
displayed an opposite profile that required high TIF1ly/Smad4

ratios and longer stimulation times to be fully active (Figure 7B).

@ PLoS ONE | www.plosone.org

In agreement with Zi et al. [19], our model showed that periodic
short pulses of ligand stimulation yielded an outcome similar to
that produced by sustained ligand simulation, whereas an increase
in the duration between pulses prevented a continuous response.
These observations support the memory concept of ligand-
receptor complex (LCR) activity (Figure S4A). When TIF1y was
added, the shape of the response was similar, albeit attenuated,
suggesting that, in our model, TIF1y does not affect LCR
recycling (Figure S4B).

Conclusions

Taking into account the seemingly contradictory observations
of Smad4-TIF1ly and Smad2/3-TIF1y interactions, we propose
an integrative model based on the formation of Smad2-Smad4-
TIFly ternary complexes. Validation of our hypotheses by «
posteriori biological experiments provides strong support for our
model, which shows that the TIFIy/Smad4 ratio serves as a
regulator of TGF-P signaling that may affect determination of cell
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fate. We demonstrate that the response to TGF-B signaling is
highly sensitive to TIFly/Smad4 ratios, especially for short
stimulation times that mediate higher threshold responses. A
critical role for the TIF1y/Smad4 ratio in the regulation of TGF-
B signaling is supported by the antagonistic role of TIFly and
Smad4 in the epithelio-mesenchymal cell transition [12],
embryonic patterning and trophoblast stem-cell differentiation

@ PLoS ONE | www.plosone.org

[6], suggesting that TIF1y acts as a negative regulator of higher
TGF-B threshold responses.

Our results emphasize the significance of TIF1y in orchestrating
the pleiotropic effects of TGF-f signaling according to the cellular
context. Its sensitivity to Smad4 levels and stimulation times
suggests that TIF1y helps define a broad landscape of TGF-B
responses. We note that Agricola ef al. recently proposed a new
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model for TIF17y ubiquitin ligase activity that requires binding to
histones [22], thus implicating chromatin dynamics in the control
of Smad localization at the promoter of TGF-B target genes.
According to these results, epigenetic events contribute to the
transcriptional regulation of TGF-B target genes via acetylation
and methylation processes [26-28]. In order to understand the
complexity of TGF-B-dependent gene regulation and to predict
cellular responses, we believe that future models will need to
integrate not only the Smad canonical pathway but also Smad-
independent pathways and epigenetic events. Because of the lack
of quantitative data, such an ambitious goal will require the
development of different modeling-based approaches that utilize
discrete models [29,30].

Supporting Information

Figure S1 Effects of Smad4 and TIF1ly knockdown on
gene expression. HMEC cells were transfected with Smad4
(siSmad4) or TIF1y (siTIF17) siRNAs and cultured in the presence
(+) or absence (—) of TGF-B for the indicated times (days).
Controls were cells transfected with non-targeted siRNA (Scr).
Smad4 and TIF1y gene expression was quantified by RT-qPCR.
All values were normalized to the amount of HPRT mRNA and
expressed in arbitrary units (AU). Results are expressed as the
mean+SD of 3 independent experiments.

(PDF)

Figure S2 Expression of the CDH2 and CDHI1 is
induced by TGF-f through TIF1y- and Smad4-dependent
pathways. HMEC cells were transfected with Smad4 (siSmad4)
or TIF1ly siRNAs (si TIF1ly) and cultured in the presence (+) or
absence (—) of TGF-B for 2 days. Control cells transfected with
non-targeted siRNA (Scr). CH2 and CDHI1 gene expression was
quantified by RT-qPCR. Results are normalized to the amount of
mRNA in untreated cells and expressed as the mean+SD of 3
independent experiments.

(PDF)
Figure S3 TIF1y does not affect short-term and switch-
like long-term responses to TGF-f. TGF-f depletion was
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response in the absence (A) or presence (B) of 10 nM TIFly to
sustained TGF-B (10 nM) stimulation (blue curve), continuous
short pulses at 30-minute intervals (green curve) or 3-hour
intervals (red curve), as previously described experimentally (Zi
et al 2011). We use 10 nM TIF1y as an average dose of tested
concentrations. Concentrations up to 50 nM TIFly did not
modify the behavior of the signal but only reduced the signal
range.
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Table S2 System of ordinary differential equations.
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Table S1

Symbol Definition Value R eference
Sac cytoplasmic SMADZ2 121.2nM Schmierer et al, PNAS, 2008
S2n nuclear SMAD2 57nM Schmierer et al, PNAS, 2008
Sdc cytoplasmic SMAD4 50.8nM Schmierer et al, PNAS, 2008
San nuclear SMAD4 50.8nM Schmierer et al, PNAS, 2008
pS2c cytoplasmic phospho SMAD2 0onM Schmierer et al, PNAS, 2008
pS2n nuclear phospho SMAD2 OnM Schmierer et al, PNAS, 2008
pS24c cytoplasmic SMAD2 SMAD4 complex OnM Schmierer et al, PNAS, 2008
pS24n nuclear SMADZ SMAD4 complex OnM Schmierer et al, PNAS, 2008
p522c cytoplasmic SMAD2Z SMAD?Z2 complex OnM Schmierer et al, PNAS, 2008
pS22n nuclear SMAD2 SMAD2 complex OnM Schmierer et al, PNAS, 2008
TGFPB transforming growth factor beta 0 or 10nM Schmierer et al, PNAS, 2008
PPase P hosphatase 1nM Schmierer et al, PNAS, 2008
RI TGF type | receptor 3.66nM Vilar et al, Plos Computational Biology, 2006
RITI TGF type Il receptor 3.66nM Vilar et al, Plos Computational Biology, 2006
LR ligand receptor | receptor |1 complex OonM Vilar et al, Plos Computational Biology, 2006
Rle endosomal TGF typel receptor OnM Vilar et al, Plos Computational Biology, 2006
RiTe endosomal T GF typell receptor OnM Vilar et al, Plos Computational Biology, 2006
LRe endosomal Tigand receptor T receptor 11 complex OnM Vilar et al, Plos Computational Biology, 2006
TIF1y Transcriptional Intermediary Factor 1y from 0 to 50nM Dupont et al, Cell, 2009
FAM deubiquitinase 10nM Dupont et al, Cell, 2009
pS24nTIF 1y nuclear SMAD2 SMAD4 TIF Iy complex OnM Dupont et al, Cell, 2009 and He et al, Cell, 2006
pS2nT IF 1y nuclear phospho SMAD2 TIF 1y complex OonM Dupont et al, Cell, 2009 and He et al, Cell, 2006
Sdub ¢ cytoplasmic ubiquitinate SMAD4 OonM Dupont et al, Cell, 2009
S4ub n nuclear ubiquitinate SMAD4 OonM Dupont et al, Cell, 2009
kin import rate 26%10 s Schmierer et al, PNAS, 2008
Kesx export rate 5.6 x10" ’s * Schmierer et al, PNAS, 2008
Kihios phosphorylation rate 4.04 10 *nM " T.57 T Schmierer et al, PNAS, 2008
Kdephos dephosphorylation rate 7%10° 7 nM 1.5 * Schmierer et al, PNAS, 2008
CIF complex import factor 5.672 no unit Schmierer et al, PNAS, 2008
Kon Smad complex association rate 2%10 nM - 1.5 T Schmierer et al, PNAS, 2008
Kot Smad complex separation rate LE*10 1871 Schmierer et al, PNAS, 2008
ka Ligand receptor association rate InM s T Vilar et al, Plos Computational Biology, 2006
ked constitutive degradation rate 4.68 %10 s~ 7 Vilar et al, Plos Computational Biology, 2006
Kiid ligand induces degradation rate 416 10 s~ T Vilar et al, Plos Computational Biology, 2006
k; internalization rate 5.55 10”35~ T Vilar et al, Plos Computational Biology, 2006
ky recycling rate S.55 10" %8~ Vilar et al, Plos Computational Biology, 2006
pRI receptors | production rate 9.75%10" °nM .5~ ' Vilar et al, Plos Computational Biology, 2006
pR1I receptors || production rate 4.87 x10 °nM s~ T Vilar et al, Plos Computational Biology, 2006
alpha efficiency of recycling of active receptors 1 no unit Vilar et al, Plos Computational Biology, 2006
Konps24n THF 1Y pS24nT IF 1y complex association rate 2%10 °nM " 1577 Dupont et al, Cell, 2009
Kof f ps2anT 1 F 1Y pS24nT IF 1y complex dissociation rate 1.6 %10 %5~ Dupont et al, Cell, 2009
Kof fpsanTiF 1Y pS2nTIF 1y complex dissociation rate 1.6 %10 s~ ! He et al, Cell, 2006
KinSdub S4ub import rate 5.2 %1075~ Dupont et al, Cell, 2009
K dub S4ub ¢ deubiquitination rate 7 %10 *nM ~ 1571 Dupont et al, Cell, 2009




Table S2

dtIS‘IC] kin[S4n] — kin[S4c] — kon [S4NIPS2n] + Ko £ [pS 24c]+Kaup[SAubc]F AM ]
dt[54n] kin [S4c] — kin[S4n] — kon [SAnTPS2n] + ko ¢ [pS24N]
§[52c] = kex[S2n] — kin [S2c] — kphos[S2c][LR €]
EISZn] = kin[S2c] — kex[S2n] + Kdephos[S24n]IP P ase]
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Article 3 : TIF1y requires SUMOQylation to exert its repressive activity on TGFf
signaling

Résumé

La voie de signalisation du TGFp est régulée de manicre fine par de nombreuses
modifications post-traductionnelles (phosphorylation, ubiquitination, acétylation) des
différents acteurs (récepteurs, R-Smads, Co-Smad). La SUMOylation affecte également
différentes protéines de la voie du TGFf. La SUMOylation est I’addition covalente de résidus
SUMO sur un substrat protéique, plus particulierement au niveau d’un résidu lysine au sein
d’un site consensus de SUMOylation.

De maniere analogue a 1’ubiquitination, cette modification fait intervenir des enzymes
d’activation, de conjugaison (dont la seule connue est Ubc9) et de ligation. Un trés grand
nombre de protéines ont été¢ décrites a ce jour comme étant SUMOylées. En fonction de la
nature de la protéine ciblée par le ou les résidus SUMO, cette modification peut réguler la
stabilité du substrat, sa localisation subcellulaire, son activité ou créer une nouvelle interface
d’interaction. La SUMOylation est un processus trés dynamique régulé par les enzymes de la
SUMOylation et par les enzymes de la d¢éSUMOylation, les SENPs, qui servent également a
activer le résidu SUMO en clivant I’extrémité C-terminale (Figure 19).

Les autres membres de la famille TIF1 étant modifiés par SUMOylation, nous avons
recherché si TIF1y pouvait étre un substrat pour cette modification et quelle était sa fonction
dans la voie de signalisation du TGFf. Grace a une technique de purification de protéines
SUMOy]lées, nous avons mis en évidence que TIF1y est SUMOyI¢ sur plusieurs sites. De plus,
cette modification dépend de la conjugase Ubc9 et de la ligase PIASI et peut étre réversée par
I’action de la SUMO protéase SENP1. Dans le but d’identifier les sites de SUMOylation de
TIF1y, nous avons analysé la séquence de TIFly a la recherche de sites potentiels de
SUMOylation. Nous avons alors muté le résidu lysine de chaque site en arginine et observé
I’effet de ces mutations, seules ou en combinaison, sur le pattern de SUMOylation de TIF1y.
Nous avons ainsi identifié quatre sites fonctionnels de SUMOylation dont la mutation a donné
naissance a un mutant non-SUMOylable (TIF1y-Mut) que nous avons utilisé¢ pour caractériser
I’effet de la SUMOylation de TIF1y dans la voie de signalisation du TGFp.

Dans un premier temps, nous avons analys¢ le role de la SUMOylation de TIF1y dans
la formation des complexes transcriptionnels par des expériences d’immunoprécipitation. De

manicre intéressante, la forme mutée de TIF1y n’est plus capable d’inhiber la formation du
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complexe Smad4-Smad2/3 comme le fait la protéine TIF1y sauvage. De plus, ’absence de
SUMOylation de TIFly inhibe I’interaction TIFly-Smad2/3 induite par le TGFf. Enfin,
I’interaction entre TIF1y et Smad4, conduisant potentiellement a la mono-ubiquitination et a
I’export nucléaire de Smad4, est également régulée par la SUMOylation de TIF1y. En effet,
nos résultats montrent que le mutant de SUMOylation présente une plus forte affinité pour
Smad4.

Récemment, il a été montré que TIF1y pouvait lier la chromatine au niveau de régions
promotrices des différents genes cibles du TGFfB. Dans le but d’analyser I’effet de la
SUMOylation de TIFly dans ce niveau de régulation, nous avons réalisé des expériences
d’immunoprécipitation de la chromatine apreés une cinétique courte de traitement au TGFf
afin d’observer les cinétiques de recrutement des protéines TIF1y et Smad4 au niveau du
promoteur du geéne cible PAI-1. Les protéines TIF1y et Smad4 présentent deux cinétiques de
recrutement opposées, démontrant I’effet répresseur de TIF1y sur les fonctions de Smad4 :
TIF1y semble étre nécessaire pour limiter temporellement I’action de Smad4 sur le promoteur
de PAI-1. De maniére intéressante, le mutant non-SUMOylable n’est pas capable de
restreindre le recrutement de Smad4 sur le promoteur.

TIF1y est capable d’inhiber la réponse transcriptionnelle au TGF[ passant par Smad4.
En accord avec les résultats précédents, I’étude de la réponse transcriptionnelle au TGF par
des essais luciférase sous le contrdle d’un promoteur répondant a Smad4 a permis de
confirmer la levée d’inhibition des fonctions de Smad4 en présence du TIFly-Mut. La
génération de lignées épithéliales mammaires MCF10A exprimant de maniére stable la forme
sauvage ou mutée de TIF1y nous a permis d’analyser 1’effet de la SUMOylation de TIF1y sur
I’induction de la TEM par le TGFf. Comme attendu, I’expression de TIF1y sauvage inhibe la
TEM induite par le TGFf. De maniére intéressante, ’expression de la forme non-
SUMOylable de TIF1y n’est pas capable d’inhiber la TEM et la migration cellulaire induite
par le TGFf. Le mutant de TIF 1y correspondrait a un mutant « perte-de-fonction ».

La SUMOylation de TIF1y serait donc un moyen supplémentaire de réguler ’activité

répressive de TIF 1y sur Smad4 dans la voie de signalisation du TGFf.
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SUMMARY

TIF1y, a new actor of TGFf signaling, inhibits the Smad4-mediated TGFf response by
interaction with Smad2/3 or ubiquitination of Smad4. We have shown that TIF 1y participates
in TGFP signaling as a negative regulator of Smad4 during the TGFf-induced epithelial-to-
mesenchymal transition in mammary epithelial cells and during terminal differentiation of
mammary alveolar epithelial cells and lactation. We demonstrate here that TIFly is
sumoylated and interacts with Ubc9, the only known SUMO-conjugating enzyme. Four
functional sumoylation sites lie within the middle domain of TIFly, the Smad interaction
domain. We show that a sumoylation-defective TIF1y mutant significantly reduces TIF1y
inhibition of Smad complexes and that of the Smad-mediated TGFf transcriptional response.
Moreover, chromatin immunoprecipitation experiments indicate that TIF1y sumoylation is
required to limit Smad4 binding on the PAI-1 TGFp target gene promoter. Ectopic expression
of TIFly in mammary epithelial cells inhibits TGFf-induced EMT, an effect relieved by
expression of non-sumoylated TIF1ly. Taken together, our results identify a new TGFp
regulatory layer, whereby sumoylation strengthens the TIF1y repressive action on canonical

TGFp signaling.

[169 words]

Keywords: TIF1gamma/TRIM33/TGFbeta/sumoylation/Smad
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INTRODUCTION
Transforming Growth Factor B (TGFp) has key functions in cell growth, differentiation,
apoptosis, development and tumorigenesis. The TGFf signaling pathway involves a small class
of signaling effectors, the Smads, that act as key mediators of the cell response to TGFp.
Following ligand binding to type Il/type I receptor complexes, activated type I receptors
phosphorylate the receptor-activated Smads, Smad2 and Smad3. Release of activated Smad2/3
from receptors leads to the formation of a heterotrimeric complex with the common-mediator
Smad (Co-Smad), Smad4. Smad complexes enter the nucleus where they interact at promoters
of TGFp target genes with other transcription factors and in cooperation with tissue-specific
activators and repressors to regulate gene expression (Massague, 2005). Transcriptional
Intermediary factor 1y (TIF1y; also called ectodermin, TRIM33, RFG7 or PTC7) is a member
of the TIF1 family of transcriptional cofactors, characterized by an amino-terminal RING-
finger B-box coiled-coil (RBCC/TRIM) motif and a carboxy-terminal bromodomain preceded
by a PHD finger (Venturini ef al, 1999; Yan et al, 2004). TIF1y has been implicated in TGFf
signaling through its selective binding to phosphorylated Smad2/3 in competition with Smad4
(He et al, 2006; Xi et al, 2011). TIF1y could also antagonize Smad4 through its ubiquitin ligase
properties (Levy et al, 2007; Dupont et al, 2005; 2009; Morsut ef al, 2010) and, more generally,
as a repressor of TGFf superfamily-induced transcription by restricting the residence time of
activated Smad complexes on the promoters of target genes (Agricola et al, 2011). Several
reports indicate that TIFly is an important regulator of transcription during hematopoiesis
(Ransom et al, 2004; He et al, 2006; Bai et al, 2010; Kusy et al, 2011) and may also be a key
actor of tumorigenesis (Aucagne et al, 2011; Herquel et a/, 2011b; Vincent et al, 2009; 2012).
In addition, we have recently demonstrated that TIF1y regulates the TGFf-induced epithelial-
to-mesenchymal transition (EMT) in mammary epithelial cells (Hesling et a/, 2011) and during
terminal differentiation of mammary alveolar epithelial cells and lactation (Hesling ef al, 2012)
through repression of Smad4 activity.
Sumoylation is a post-translational modification that involves the covalent addition of
Small Ubiquitin-like Modifier (SUMO) residues on a protein substrate by a mechanism similar
to ubiquitination. Sumoylation is a multi-step process initiated by the E1 SUMO-activating
enzymes, followed by an E2 SUMO-conjugating enzyme (ubiquitin carrier 9, Ubc9). A third
enzyme (E3 ligase), forming a complex with SUMO-conjugated Ubc9 and the protein
substrate, enhances the efficiency and specificity of SUMO transfer. Conjugation to SUMO is
reversible and desumoylation is catalyzed by SUMO-specific proteases (SENPs). Like other
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post-translational modifications, sumoylation creates an additional level of regulation and can
control diverse cellular processes, including transcription, nuclear transport and signal
transduction, depending on the identity of the substrate (Gareau & Lima, 2010). The
identification of TIFla and TIF1B as SUMO substrates (Seeler ef al, 2001; Mascle et al, 2007;
Ivanov et al, 2007) prompted us to test whether TIF1y might also be a substrate for this post-
translational modification. In this study, we show that the middle region of TIF1y is a specific
target of SUMO-1. We further demonstrate that sumoylation of TIFly is required for its
repressive activity on the Smad4 transcriptional response. These findings support a model
whereby temporal regulation of TGF signaling by TIF1y modifications implicates a blockade

of Smad4 function.
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RESULTS
Modification of TIF1y by sumoylation

We used the His6-pull down assay to determine whether TIF1y is a substrate for post-
translational modification by SUMO. Nickel affinity purification of His-tagged protein
complexes from whole-cell extracts of HMEC-TR cells transfected with TIF1y in the presence
of exogenous (His-tagged) SUMO-1, yielded several immunoreactive bands. These bands were
not perceptible in the absence of exogenously expressed His6—SUMO-1 (Fig. 1A). In support
of the conclusion that these species correspond to sumoylated TIF1ly, they were markedly
increased when Ubc9, the only known SUMO-conjugase, and the SUMO-ligase PIAS1, were
expressed in the presence of SUMO-1. A yeast two-hybrid screen confirmed that Ubc9
interacts with the TIF1y middle region (see Materials and Methods). To corroborate this result,
we next measured the interaction of TIF1y and Ubc9 by co-immunoprecipitation in HMEC-TR
cells transfected with expression vectors for TIF1y or Ubc9, used alone or in combination. Co-
precipitation was observed when cell lysates were immunoprecipitated with antibodies against
TIFly (Fig. 1B), confirming the interaction between TIFly and Ubc9. TIFly
immunoprecipitates of TIF1y-transfected HMEC-TR cells transfected or not with a SUMO-1
construct showed slow-migrating bands detected by a SUMO-1 antibody (Fig. 1C). SUMO
modification of endogenous TIF1y was also observed in the presence of exogenous TGFf (Fig.
1D) and was strongly increased when both exogenous TIF1y and SUMO-1 were expressed
(Fig. 1E). No accumulation of these bands was observed after specific MG132 inhibition of
proteasome-dependent degradation, consistent with a post-translational modification by
sumoylation rather than ubiquitination (Fig. 1F). Finally, expression of either SUMO-2 or
SUMO-3 did not induce the TIF1y sumoylation pattern observed after SUMO-1 transfection
(Fig. 1G). Accordingly, further studies were performed with SUMO-1 only. Because
desumoylation is mediated by SENP-family proteases (Yeh, 2008) and to investigate the
reversibility of TIF1y sumoylation, we expressed SENP-1 together with SUMO-1. Under these
conditions, TIF1y sumoylation was abolished, whereas expression of the catalytically inactive
mutant of SENP-1 (R630L/K631M) (SUMO-Specific Protease 1 Is Essential for Stabilization
of HIFla during Hypoxia, 2007) restored the TIF1y sumoylation pattern (Fig. 1H). Taken
together, these results demonstrate that TIF1y is efficiently modified by SUMO-1, a process
that can be enhanced by TGFf treatment.

Identification of functional sumoylation sites in TIF1y
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Where is TIF1y sumoylated? We first identified several consensus sumoylation sites
(PKX(D/E)) using the SUMOplot software (Abgent, San Diego, CA, USA). Comparison of
the human TIF1y sites with those found in the same region in other organisms revealed a
strong conservation of the positions of four potentially sumoylated lysine residues (Fig. 2A).
Of note, these putative sites were all located within the middle domain of TIF1y, which has
been identified as the interaction domain with Smad proteins (He et al, 2006). We mutated
each of these lysines into arginines in an attempt to disrupt TIF1y sumoylation. Single point
mutations only slightly inhibited TIF1y sumoylation (see Supplementary Fig. S1), suggesting
the existence of multiple SUMO-conjugation sites, possibly acting in concert. Accordingly,
we generated a series of double, triple and quadruple lysine mutants (Figs S1, 2B). Only
mutation of all four lysines (K776R/K793R/K796R/K839R) into arginines fully abrogated
sumoylation, identifying these residues as functional SUMO attachment sites (Fig. 2B). The
fully sumoylation-defective quadruple mutant will be henceforth referred to as TIF1y-Mut.
We also generated a Ubc9-TIF1y fusion protein that was efficiently sumoylated in a Ubc9-
dependent manner (Jakobs et a/, 2007), markedly more so in the presence of SUMO-1 (Fig.
20).

Sumoylation has previously been shown to modulate protein stability. We asked
whether such an effect could be observed for modified TIF1y using HMEC cells transfected
with either flag-tagged wild-type TIF1y or TIF1y-Mut and treated with cycloheximide. Our
results conclusively show that TIF1y sumoylation did not alter TIF1y stability (Fig. 2D,E).
Finally, to rule out the possibility that the absence of SUMO-1 modification in cells
expressing TIF1y-Mut is the consequence of aberrant sub-cellular localization, mammary
epithelial MCF10A cells stably expressing wild-type and mutant TIF1ly proteins (see
Supplementary Fig. S2) were analyzed by immunofluorescence. As shown in Fig. 2F, the
quadruple mutant displayed the same diffuse-granular nuclear distribution as its wild-type
counterpart. Taken together, our results demonstrate that TIF1ly is sumoylated on four
evolutionarily conserved lysine residues (Lys-776, -793, -796 and -839) located within the
middle domain of TIF1y. These modifications, which do not alter the stability of the protein,

were studied further as described below.

TIF1y is SUMO modified in the nucleus
We first asked where in the cell TIF 1y protein is sumoylated and whether this localization

is required for modification. A putative Nuclear Localization Site (NLS) was found at the C-
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terminus of TIFly (Fig. 3A). We mutated lysine 1118 into glutamic acid (K1118E mutant)
using arginine or glycine mutants (K1118R and K1118G mutants, respectively) as controls that
preserve the basic charge of the sequence. As expected, wild-type TIF1ly as well as K1118R
and K1118G mutants displayed nuclear staining and could be sumoylated (Fig. 3B,C). In
contrast, mutation of lysine 1118 into glutamic acid (K1118E mutant) had two effects:
cytoplasmic localization and loss of sumoylation (Fig. 3B, 3C). Most importantly, the K1118E
mutant, unlike its wild-type counterpart, could not repress the TGFf transcriptional response
(Fig. 3D). These results indicate that the presumptive NLS localized at the C-terminal end of
TIF 1y protein is indeed functional and that the nuclear localization of TIF1y is required for the

sumoylation of the protein and for its repressive activity.

TIF 1y sumoylation regulates Smad complex formation

We next asked how TIF1y sumoylation might impact the TGFf pathway. Because we
localized the TIF1y sumoylation sites within its middle Smad-protein interaction domain, we
first examined whether TIF1y sumoylation could affect Smad complex formation induced by
TGFp. As expected, TGFf induced the formation of the Smad3/4 complex (compare lanes 1
and 2 in Fig. 4A). Note that transfection of SUMO-1 appeared to increase the interaction
between Smad3 and Smad4 (compare lanes 2 and 4 in Fig. 4A). We next investigated whether
TIF1y-Mut could influence Smad complex formation. Unlike wild-type TIF1y, which strongly
decreased both Smad3/Smad4 (lane 6, Fig. 4A) and Smad2/Smad4 (lane 5, Fig. 4B)
interactions, the sumoylation-defective mutant could not inhibit Smad complex formation
(lane 7, Fig. 4B; lane 6, Fig. 4C). In contrast, the hyper-sumoylated Ubc9-TIF1y fusion
protein was more efficient than wild-type TIF1y in inhibiting Smad interactions (see lane 9,
Fig. 4B and lane 8, Fig. 4C).

TIF1y is known to interact with Smad proteins in a TGFB-dependent manner (He et al,
2006). Accordingly, TGFP stimulation enhanced the interaction of wild-type TIF1y with
Smad2 or Smad3 (lane 5, Fig.s 4B; lane 3, Fig. 4D). Note that this interaction was favored
upon SUMO-1 expression (lanes 5 and 6, Fig. 4D). In contrast, expression of the SENP-1
SUMO protease inhibited formation of the TIF1y/Smad3 complex (lanes 6 and 7, Fig. 4D). In
addition, TIF1y-Mut did not interact with Smad2 (lanes 6 and 7, Fig. 4B), while the Ubc9-
TIF 1y fusion protein strongly did (lanes 8 and 9, Fig. 4B). Finally, we analyzed the interaction
of Smad4 with TIF1y using mutual co-immunoprecipitation in HMEC-TR cells expressing

wild-type or mutant TIF1y. We found that overexpressing sumoylation-defective TIF1y-Mut
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led to a moderate but reproducible enhancement of binding to Smad4 in the presence of TGFf
(Fig. 4E,F). Taken together, these results show that lack of TIF1y sumoylation significantly
reduces the ability of TIF1y to inhibit Smad4-Smad2/3 complex formation, suggesting that
TIF1y sumoylation is crucial for the repressive activity of TIF1y on Smad4 function. We

address this hypothesis next.

TIF1y sumoylation restricts Smad4 residence on the PAI-1 promoter

In addition to a role in the regulation of Smad complex formation, TIF1y has recently
been shown to bind chromatin in the promoter region of TGFf target genes (Agricola et al,
2011; Hesling et al, 2011; Xi et al, 2011). We are particularly interested in a group of genes
antagonistically regulated by TIF1y and Smad4 and involved in TGF-induced EMT. Our own
results have shown that PAI-1 transcriptional activation by TGFf is enhanced upon TIF1ly
depletion and severely inhibited upon Smad4 depletion (Hesling et a/, 2011). To determine
what role, if any, TIF1y sumoylation might play in these regulatory processes, we performed
chromatin immunoprecipitation (ChIP) assays in HMEC-TR cells known to express PAI-1 in
response to TGFP in a Smad-dependent manner. To analyze the sequence of events at the
chromatin level, we followed the kinetics of Smad4 and TIF 1y recruitment at the Smad-binding
region of the PAI-1 promoter (-791 to -546) after TGFf} treatment.

Consistent with its described role as a transcriptional repressor, TIF1y was detected at the
PAI-1 promoter in the absence of TGFP treatment. TGFf stimulation induced Smad4
enrichment onto the promoter, which was correlated with transient TIF1y dissociation (Fig.
5A). The optimal enrichment of TIF1y at the promoter seen two hours after TGFf stimulation
suggests that TIF1y is required for limiting Smad4 residence on the PAI-1 promoter and thus
acts as a repressor of Smad4 functions. Comparable kinetics were observed upon ectopic
expression of TIF1y (Fig. 5B), although this reduced the time span of Smad4 residence on the
PAI-1 promoter. Of marked interest is the observation that sumoylation-defective TIF1y-Mut
was not capable of interfering with Smad4 residence on the PAI-1 promoter (Fig. 5C),
suggesting that lack of sumoylation renders TIF1y unable to limit Smad4 association with this
region, which still increased after 2 hours of TGFf stimulation. We confirmed this requirement
for sumoylated TIFly for termination of Smad4 signaling by performing a ChIP kinetic
analysis in HMEC-TR cells upon ectopic expression of the hyper-sumoylated Ubc9-TIF1y

fusion protein. As expected if TIF1y sumoylation serves as a signal to restrict Smad4 residence
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on the PAI-1 promoter, this led to strongly reduced Smad4 occupancy on the PAI-1 promoter
(Fig. 5D).

TIF 1y sumoylation regulates TGFf-induced EMT

We have shown that TIF1y down-regulation facilitates the contribution of Smad4 to
TGFB-induced EMT (Hesling et al, 2011). As demonstrated above, sumoylation of TIF1y can
regulate its interaction with Smad protein, leading us to investigate next the functional role of
this post-translational modification in the regulation of TGFf signaling. We first checked
whether sumoylation of TIF1y could affect its ability to repress TGFf signaling. Using HMEC-
TR cells expressing sumoylation-defective TIF1y-Mut and a luciferase construct driven by the
activated Smad complex, we observed that lack of TIF1y sumoylation significantly reduced the
ability of TIF1y to repress the TGFf transcriptional response (Fig. 6A). This result strongly
suggests a correlation between TIF 1y repressive activity and its sumoylation capacity.

We then used MCF10A mammary epithelial cells (see Supplementary Fig. S2), stably
expressing either wild-type TIF1y (TIF1y-WT) or its sumoylation-defective mutant (TIF1y-
Mut) and analyzed by RT-qPCR the expression of the PAI-I, CDH2 and CDHII TIF1y-
dependent genes implicated in EMT in these cells. The TGFp-induced upregulation of PAI-1,
CDH?2 and CDH11 observed in control cells (empty vector) was inhibited in TIF1y-WT cells
but not in TIF1y-Mut cells (Fig. 6B). This outcome indicates that the sumoylation-defective
mutant acts as a loss-of-function mutation and further establishes that sumoylation of TIF1y is
required for its repressive effect on TGFB-dependent transcription.

Does sumoylation of TIF1y, or lack thereof, affect processes other than transcriptional
regulation? We addressed this question by testing the possible implication of TIFly
sumoylation in TGFp-induced EMT. To do so, we analyzed E-cadherin expression,
cytoskeleton remodeling and cell migration in stably transfected MCF10A cells. Cells were
treated with the TPRI kinase inhibitor SB-431542 (SB, which blocks any signaling arising
from autocrine production of TGFp) as control or with TGFf for 96 hours. As expected, a 96h-
TGFp treatment induced a complete loss of E-Cadherin expression in control cells (Fig. 6C,
left bottom panel). In contrast to the effect of the wild-type protein (middle bottom panel),
expression of TIF1y-Mut failed to interfere with the TGFf-induced loss of E-cadherin
(compare the left and right bottom panels), establishing that TIF 1y sumoylation is also required

for the repressive effects of the protein on this other aspect of TGFf} signaling.
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This result was confirmed by studying actin cytoskeleton remodeling. Following
stimulation with TGFf, control cells (empty vector) underwent an EMT characterized by a
transition to a spindle-like mesenchymal phenotype (Fig. 6D, compare upper and bottom left
panels), whereas TIF1y-WT expressing cells retained a much more regular epithelial
morphology (middle panel). In this case as well, the sumoylation-defective mutant of TIF1y
failed to inhibit the reorganization of actin fibers induced by TGFf treatment (right panel).
Finally, to correlate these effects with an additional hallmark of the EMT phenotype, cell
motility, we performed a Boyden chamber migration assay using MCFI0A cells stably
transfected with vectors expressing an shRNA directed against TIF1y, TIF1y-WT or TIF1y-
Mut (see Supplementary Fig. S2). As shown in Fig. 6E, compared to empty-vector control cells,
TGFB-induced cell migration was clearly enhanced in MCF10A cells expressing the TIF1y
shRNA. As expected, cell migration was significantly reduced when wild-type TIF1ly was
expressed. As a third line of evidence in support of a direct role for TIF1y sumoylation in the
repression of TGFp-induced EMT, TIFly-Mut again acted as a loss-of-function mutation
which did not interfere with TGF@-dependent cell migration. Based on the results of the three
independent assays illustrated in Fig. 6, we conclude that sumoylation of TIF1y enhances its
inhibitory effect on TGFp-induced EMT. Conversely, lack of TIFly sumoylation fully

abolishes this repressive function.
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DISCUSSION

Substrate modification by SUMO regulates protein—protein interactions, intracellular
localization or protein functions and can therefore regulate diverse cellular processes, including
transcription, replication and DNA repair (Gareau & Lima, 2010). Post-translational
modifications of TGFf receptors and Smad proteins play a key role in the regulation of TGFf
signaling and participate to the elaboration of appropriately tuned TGFf responses (Xu et al,
2012). Sumoylation can play both positive and negative roles in the TGFf pathway. In the case
of TPRI, its sumoylation stabilizes Smad2/3 binding to the TPRI receptor, leading to enhanced
Smad activation (Kang et a/, 2008). Sumoylation of Smad3 stimulates its nuclear export and
inhibits Smad-dependent transcription (Imoto ef a/, 2008). Smad4 can also be sumoylated; this
may prevent Smad4 ubiquitination and protects it from degradation, thus enhancing TGFp-
induced Smad signaling (Lin et al, 2003b; Lee et a/, 2003; Ohshima & Shimotohno, 2003).
However, Smad4 sumoylation was also reported to repress Smad-mediated transcription (Long
et al, 2004; Miles et al, 2008). The sum total of the effects of sumoylation on TGFf signaling
are therefore complex (Lonn et al, 2009).

In this study, we have extended the analysis of the effects of sumoylation of another
modulator of TGFf signaling, TIF1y. A broad search for sumoylated proteins in brain cells
recently identified TIF1y as a substrate for sumoylation (Tirard ef a/, 2012) and, in keeping
with this observation, we show here that TIF1y is indeed covalently conjugated to SUMO-1 in
the nucleus at lysines 776, 793, 796 and 839. In support of their functional significance, these
four lysine residues are evolutionarily conserved and are all located within the middle domain
of TIF1y, which has been identified as the interaction domain with Smad proteins (He ef al,
2006). The Ubc9 E2 enzyme and members of the E3 SUMO ligase PIAS family catalyze TIF1y
sumoylation. A major finding reported here is that TIF1y sumoylation enhances its inhibitory
effects on TGFf signaling.

TGFp signaling is negatively regulated by several proteins such as Smad7 or SnoN
(Moustakas & Heldin, 2009; Deheuninck & Luo, 2009). It has been demonstrated that TIF1y
is also a negative regulator of TGFf superfamily signaling. TIF1y acts as a E3 ubiquitin ligase
that targets Smad4 for ubiquitination, thus limiting Smad4 nuclear residence on its target
promoters (Dupont et al, 2009; Agricola et al, 2011). Ubiquitination-mediated degradation of
Smad4 can be antagonized by the FAM/USP9x de-ubiquitylase, thus restoring Smad4
function (Dupont et al, 2009). Results from others as well as our own have shown that TIF1y

is a potent inhibitor of Smad4 functions during TGFB-induced EMT (Hesling et al, 2011),
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terminal differentiation of mammary alveolar epithelial cells and lactation (Hesling et al,
2012) and during specification of the ectoderm in Xenopus embryos (Dupont et al, 2005).
Moreover the negative regulation of Smad4 by TIF1y is essential to achieve proper dosage of
Nodal responsiveness in mouse embryos (Morsut et al/, 2010).

While TIFly expression inhibits TGFp-induced transactivation, Smad4 is more
available for association with Smad2/3 in TIF1y-depleted cells, leading to an enhanced TGFf
response. Thus, varying TIF1y/Smad4 ratios plays a critical role in the modulation of the
transcriptional signal induced by TGFf (Andrieux ef al, 2012). Using promoter constructs
driven by the activated Smad complex, we show that the sumoylation-defective mutant of
TIF 1y significantly reduces the ability of TIF1y to repress the TGFp transcriptional response.
This finding provides what is, to our knowledge, the first report showing that TIFly
sumoylation is required for the inhibition of Smad4-dependent transcription. Smad4 is
essential for TGFB-induced EMT in mammary epithelial MCF10A cells and stable expression
of either wild-type TIF1y or a sumoylation-null mutant demonstrates that TIF1y sumoylation
is required to inhibit the TGFB-induced EMT process.

It was recently proposed that TIF1y could act as a repressor of TGFf superfamily-
induced transcription by restricting the residence time of activated Smad complexes at the
promoter of target genes (Agricola et al, 2011). According to this model, TIF1y ubiquitin
ligase activity requires binding to histone H3 tails. Activated TIF1y would then ubiquitinate
chromatin-bound Smad4, leading to the disruption of Smad complexes and promoting their
release from the promoter of TGFf target genes. TIF1y has also been involved in TGFf
signaling through selective binding to phosphorylated Smad2/3 in competition with Smad4
(He et al, 2006). Massagué’s laboratory recently demonstrated that TIF1y-Smad2/3
complexes bind to H3K9me3 through recognition by PHD- and Bromo-domains, with an
affinity higher than that of HP1y (Heterochromatin Protein 1y), the “guardian” of the poised
transcriptional state. Such a substitution of chromatin readers leads to chromatin
decompaction and allows Smad4-Smad2/3 complexes to access their binding sites and switch
master regulators of stem cell differentiation from the poised to the active state (Xi et al,
2011). Accordingly, it has been proposed that, in erythroid cells, the canonical Smad4-
Smad2/3 arm mediates homeostatic gene responses while the TIF1y-Smad2/3 arm stimulates
differentiation (He et a/, 2006; Xi et al, 2011).

Our own results confirm that TIF1y expression inhibits the formation of Smad4-

Smad2/3 complexes required for Smad-dependent transcription and promotes instead the
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formation of TIF1y-Smad2/3 complexes. We show that this is significantly reduced by lack of
TIF1y sumoylation, as is the ability of TIFly to inhibit formation of Smad4-Smad2/3
complexes, enhancing instead binding of TIF1y to Smad4. The simplest conclusion, then, is
that TIF1y sumoylation is required for inhibition of Smad4-Smad2/3 complex formation.
Results of our ChIP experiments confirm that TIF1y is required for limiting Smad4 residence
onto the PAI-1 promoter. Moreover, we have previously shown that TIF1y silencing enhanced
Smad4 binding to DNA (Hesling et a/, 2011). Interestingly, the sumoylation-defective TIF1y
mutant no longer interferes with Smad4 residence, suggesting that, in this case as well, TIF1y
sumoylation serves to limit Smad4 binding to target promoters. In support of this view, basal
binding of the sumoylation-defective TIF1y mutant on the PAI-1 promoter is reduced relative
to wild-type TIF1ly. We postulate that TIF1y sumoylation might strengthen its binding to
histone H3 tails in response to TGFp treatment, therefore promoting its inhibitory effects on
Smad4-dependent transcription.

Our results strongly suggest that the transcriptional repression mediated by TIF1y
requires its post-translational modification by SUMO, an observation also made for TIF1f
(Mascle et al, 2007). TIF1f sumoylation is needed for recruitment of the SETDBI1 histone
methyl-transferase and the CHD3 chromatin remodeling factor and stimulates their activity,
leading to gene silencing (Ivanov ef al, 2007). In the same way that TIF1f3 sumoylation is
required for KRAB domain-mediated repression, TIF1y sumoylation would then be required
for the transcriptional repression of TGF[ signaling through negative regulation of Smad
complex formation and of their residence on the promoter of target genes. One could suppose
that sumoylation of TIF1ly might also coordinate the recruitment of factors regulating the
chromatin state. The extremely dynamic interconnections between transcription factors, co-
repressors and co-activators allow for proper and optimal transcriptional responses to a given
signal. While more biochemical studies will be required to analyze in detail the interplay
between different post-translational modifications in the TGFf signaling pathway, it appears
likely that the dynamics of sumoylation/desumoylation events help regulate the effect of

TIF1y on Smad4 functions.
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MATERIALS AND METHODS
Plasmids

Expression vectors encoding flag-Smad2, flag-Smad3 and flag-Smad4 were kindly
provided by P. Ten Dijke (Leiden, Netherlands). For sumoylation experiments, His6-SUMO-1,
SUMO-2, SUMO-3, Ubc9 and PIASI expression vectors were kindly provided by S. Sentis
(Lyon, France). SENP-1 and (R630L/K631M) catalytically inactive mutant of SENP-1
expression vectors were provided by E. T. Yeh (Houston, Texas). Sumoylation mutant
plasmids were obtained by site-directed mutagenesis on the pSG5-hTIF 1y vector (a gift from R.
Losson, Strasbourg, France) using the QuikChange XL Site-Directed Mutagenesis Kkit
purchased from Stratagene. Lysines within different consensus sumoylation sites were mutated
into arginines and verified by sequencing to generate the sumoylation-deficient TIF1y-Mut
mutant. N-terminus HA-tagged and flag-tagged TIF1y-WT and TIF1y-Mut expression vectors
were generated using the pSG5-hTIF1y vector. To achieve sumoylation directed by the Ubc9-
TIF1y fusion, the full-length cDNA of human Ubc9 was obtained from the pSGS5-Ubc9
plasmid and the PCR product was inserted in an open-reading frame in the pSGS5-TIFly

expression vector.

Cell culture and transient transfection

Human mammary epithelial cells, immortalized by hTERT and Ras-transformed
(HMEC-TR), kindly provided by R. A. Weinberg, have been previously described (Elenbaas et
al, 2001). Cells were cultured in 1:1 Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
(DMEM)/HAMF12 medium (Invitrogen) supplemented with 10% FBS (Cambrex), 1%
penicillin-streptomycin, Cambrex), 5 ng/ml human epidermal growth factor (PromoCell), 0.5
pg/ml hydrocortisone (Sigma) and 10 pg/ml insulin (Sigma). The MCFI0A mammary
epithelial cell line was obtained from the American Type Culture Collection. MCF10A cells
were cultured in 1:1 Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM)/HAMF12 medium
(Invitrogen) supplemented with 5% horse serum (Cambrex), 1% penicillin-streptomycin
(Cambrex), 10 ng/ml human epidermal growth factor (PromoCell), 0.5 ug/ml hydrocortisone
(Sigma) 10 ug/ml insulin (Sigma) and 100 ng/ml cholera toxin (Sigma). Recombinant TGF1
(Peprotech) was used at 5 ng/ml. To block any signaling arising from autocrine production of

TGFp, experiments without TGF3 were performed using the TBRI kinase inhibitor SB-431542

(Sigma) at 10 uM for the indicated times. HMEC-TR cells were transiently transfected using
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Xtrem-GENE transfection reagents (Roche Applied Science) according to the manufacturer’s

instructions.

Lentiviral infection

MCFI10A cells were infected with the pLVX-based lentiviral vector (Clontech
Laboratories) expressing TIF1y-WT or TIF1y-Mut. Stably knocked down MCF10A cells were
generated by lentiviral infection with TIF1y shRNA (Open Biosystems). Stably infected cell
populations were generated following Puromycin selection (1 ug/ml) and then cultured in
classical medium supplemented with 0.5 ug/ml Puromycin. TIFly expression levels were

assessed by western blotting and RT-qPCR analysis.

Immunofluorescence

Cells were fixed in 4% paraformaldehyde in phosphate-buffered saline (PBS),
permeabilized with 0.4% Triton X-100 in PBS for 5 min, blocked with 3% FBS-5% BSA in
PBS for 30 min and subsequently stained with 0.25 mM tetramethyl rhodamine iso-
thiocyanate-conjugated phalloidin (Sigma), anti-E-cadherin (BD Biosciences) or anti-TIF1y
(Euromedex) antibodies. Cells were incubated with AlexaFluor®488 anti-mouse antibody
(Invitrogen) and mounted with media containing Hoescht nuclear stain. Fluorescence was

examined by confocal laser scanning microscopy (Carl Zeiss).

His6 pull-down assay

Cells were seeded in 100mm dishes and transfected with expression vectors encoding
His6-tagged SUMO-1 and different mutants of TIF1y. 48 hours post-transfection, cells were
harvested, lysed and sonicated in buffer A (6 M guanidine-HCI; 0.1 M NaH,POy4; 0.01 M Tris-
HCI, pH 8). His6-tagged SUMO-1 was immobilized by column chromatography using Ni-
NTA beads (Qiagen). After four washes in buffer A and three washes in buffer B (8 mM urea;
0.1 M NaH,POy; 0.01 M Tris-HCI, pH 6.5), elution was performed using 120 ul sample buffer.
Supernatants were loaded on SDS-PAGE and immunoblotted with mouse anti-TIF1y antibody

(Euromedex).
Yeast two-hybrid screen

Automated yeast two-hybrid screens were performed at the DKFZ facility (German
Cancer Research Center) as described (Albers et al, 2005). Briefly, a library of individually
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cloned full-length open reading frames from cDNAs of 10,070 different genes in pGAD424
were screened to a coverage of 6.8 million clones. Yeast strains harboring the bait protein and
the prey library were mated in YPDA medium containing 20% PEG 6000 before selection of
positive colonies in selective medium containing 0.4 mM 3-amino triazole. Positives were
identified by activation of the HIS3 and MEL1 reporters as described, and library inserts were
isolated by PCR and analyzed by DNA sequence analysis. The middle domain of TIF1y used
as bait was expressed from the pGBT9 vector (Clontech). Among 65 positive clones, Ubc9

was isolated 21 times in interaction pairs with the bait.

Immunoprecipitation and Western Blotting analysis

For protein-protein interactions, cells were transfected with expression vectors encoding
flag-tagged Smad2, flag-tagged Smad3, flag-tagged Smad4, HA-tagged TIF1y-WT, HA-tagged
TIF1y-Mut, flag-tagged TIF1y, TIF1y, Ubc9 and/or His6-SUMOI. 48 hours post-transfection,
cells were treated or not for 2h with TGFB1 (5 ng/ml) and lysed in RIPA lysis buffer (50 mM
Tris-HCI, pH 7.5; 100 mM NaCl; 1% NP40; 0.25% NaDeoxycholate; 1 mM EDTA)
supplemented with protease and phosphatase inhibitors (Roche) and 10 mM N-ethylmaleimide.
500 ng of total extracts were pre-cleared with protein A-protein G agarose beads (FastFlow,
Millipore) for 10 minutes at 4°C. Pre-cleared extracts were incubated overnight at 4°C with
agitation with 2pug of rabbit anti-flag antibody (Sigma) to form immune complexes.
Immunoprecipitation was completed by incubation with protein A-protein G agarose beads
during 1 hour at 4°C under agitation, followed by three washes of 5 min at 4°C under agitation
in the same buffer. Beads were recovered with 60 ul sample buffer and supernatants were
loaded on SDS-PAGE gels, followed by Western transfer and immunoblotting as described in
the Figures. Mouse monoclonal anti-flag antibody (EL1B11, Euromedex), mouse monoclonal
anti-HA antibody (12CAS5, Roche), rabbit polyclonal anti-Ubc9 antibody (#10759, SantaCruz),
mouse monoclonal anti-Smad4 B8 antibody (#7966, SantaCruz), rabbit polyclonal anti-TIF1y
antibody (A301-060A, Bethyl), rabbit polyclonal anti-SUMO-1 antibody (SantaCruz), mouse
monoclonal anti-TIF1y antibody (TIF3E9, Euromedex) were used for immunoblotting. Mouse
monoclonal anti-GAPDH antibody (Covalab) was used for loading controls. Peroxidase-linked
anti-mouse (P0260, Dako) and anti-rabbit (P0448, Dako) secondary antibodies and ECL

detection reagents (Roche) were used according to the manufacturer’s instructions.
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Transcription Reporter Assays

HMEC-TR cells were plated in 24-well plates and then co-transfected with 150 ng of
pGL3(CAGA)y-Luc (Dennler et al, 1998) luciferase construct and 100 ng of the indicated
expression vectors constructs. The pRL-SV40 vector (10 ng; Promega) was used as internal
control for transfection efficiency. When increasing amounts of expression vectors were
transfected, the amount of transfected vectors was kept constant (260 ng) by addition of an
empty vector (pSGS) to the transfection mixture. After transfection, cells were cultured for an
additional 24h in complete medium with SB-431542 or TGFf1. Transfected cells were then
washed and collected. Luciferase activity was measured in equivalent amounts of each lysate
using the dual luciferase kit (Promega). In all experiments, luciferase firefly activity was
normalized to the Renilla luciferase activity of the pRL-SV40 vector. Experiments were

performed in triplicate and each experiment was repeated at least three times.

Chromatin immunoprecipitation

HMEC-TR cells were transfected with 3 pg of PAI-I promoter (p800-Luc) in 100-mm
culture dishes and treated with SB-431542 or TGFp1 for the indicated times. The chromatin
immunoprecipitation (ChIP) assay was carried out using the ChIP assay kit from Upstate
Biotechnology. Cell lysates were immunoprecipitated with anti-Smad4 (rabbit polyclonal,
SantaCruz) or anti-TIF1y (rabbit polyclonal, Bethyl laboratories) and rabbit IgG (Abcam) was
used as a negative control. Following reverse cross-linking, DNA was treated with proteinase
K and purified using the Nucleospin Tissue XS kit (Macherey-Nagel). Smad4- or TIFly-
precipitated genomic DNA was subjected to PCR. The 351 bp PAI-1 promoter region
harboring the Smad-binding elements (SBE) was amplified with the forward primer 5’-
AGCCAGACAAGGTTGTTG-3" and the reverse primer 5’-GACCACCTCCAGGAAAG-3.
An unrelated genomic DNA sequence (corresponding to an actin allele) was amplified with
primers 5’-AGCCATGTACGTTGCTATCCAG-3’ and 5’-CTTCTCCTT-
AATGTCACGCACG-3’. In order to quantify the levels of Smad4 and TIFly at the PAI-1
promoter, we next carried out real-time quantitative PCR on the immunoprecipitated DNA and
the inputs. Results are presented as "percent input" values, calculated to quantify the
abundance of the DNA fragment of interest added to the ChIP reaction relative to the

abundance of the DNA fragment found in the final immunoprecipitate.

Boyden chamber migration assay

137



Cell migration assays were performed in FluoroBlok 96-Multiwell Insert plates (BD
Falcon) with an 8 um pore-size PET membrane. Stably infected MCF10A cells (empty vector,
shTIF1ly, TIF1y-WT and TIFly-Mut) were pre-treated with SB-431542 or TGFf1 for 48h.
Cells were cultured in serum-free medium 12h before the cell migration assay. 1.25 x 10* cells
were plated in the upper chamber in serum-free medium and medium with 5% serum was used
as a chemo-attractant in the lower wells. The plates were incubated for 22h at 37°C and
migrating cells were stained with 2 uM Calcein AM Fluorescent Dye (Interchim). Cells were
counted from random fields from each well under a Zeiss inverted fluorescence microscope.

Experiments were performed in triplicate and each set was repeated three times.

RNA preparation and RT-qPCR

Total RNA was extracted using TriReagent (Sigma) and precipitation by isopropanol.
RNA (1 ng) was used for complementary DNA synthesis with the SuperScript II Reverse
Transcriptase system (Invitrogen). mRNA levels were quantified using the SYBR Green
StepOne Plus Real Time PCR system (Applied Biosystems). All values were normalized to the
amount of HPRT messenger RNA and expressed relative to the value obtained for TGFf1-
untreated controls. Primer pairs for TGFp1 target genes (PAI-1, CDH2 and CDH11) were used
as previously described (Hesling ef al, 2011).
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. SUMO modification of TIF1y. (A) HMEC-TR cells were transfected with either
TIF1y expression vector alone or in combination with His6-tagged SUMO-1, Ubc9 or PIAS1
expression vectors. Cell lysates were subjected to His6 pull-down assay with Ni-NTA beads
and immunoblotted with anti-TIF1y antibody. (B) Cells lysates of HMEC-TR cells transfected
with TIF1y and Ubc9 were immunoprecipitated (IP) and immunoblotted (IB) as indicated.
Protein expression was monitored by immunoblot analysis of total cell extracts (Input). (C)
Cell lysates of HMEC-TR cells transfected with TIFly and SUMO-1 were
immunoprecipitated (IP) and immunoblotted (IB) as indicated. (D) HMEC-TR cells were
treated or not with TGFp for the indicated times. Total protein extracts lysed in the presence
of 10 mM N-ethylmaleimide were immunoblotted with anti-TIF1y antibody. GAPDH was
used as a loading control. (E) HMEC-TR cells were transfected with TIF1y and SUMO-1 and
treated with TGFp as indicated. Total protein extracts were immunoblotted with anti-TIF1y
antibody. GADPH loading controls are as above. (F) HMEC-TR cells were treated or not with
TGFp for 24h and then with the proteasome inhibitor MG132 for indicated time. Total protein
extracts were immunoblotted with anti-TIF1y antibody. GAPDH loading controls are as
above. (G, H) Cell lysates of HMEC-TR cells transfected with the indicated expression
vectors were immunoblotted with anti-TIF 1y antibody. GAPDH was used as a loading control.
SENP-Im is a catalytically inactive mutant of SENP-1 (R630L/K631M). GAPDH loading

controls are as above.

Figure 2. Identification of TIFly sumoylation sites. (A) Conservation of the WYKxD/E
sumoylation motifs in TIF1y from various species. The TIF1y sequence harboring the SUMO
attachment sites was compared between the indicated species. Four conserved SUMO-

“*»” and ““:” denote identical or related amino

targeted lysine residues (K) are shown in red.
acids, respectively. (B) HMEC-TR cells were transfected with His6-tagged SUMO-1 and
TIF1y mutants as indicated. Lysates were subjected to a His6 pull-down using Ni-NTA beads
and immunoblotted with anti-TIFly antibody. (C) Cell lysates from HMEC-TR cells
transfected with the indicated constructs were processed as in B. (D) HMEC-TR cells were
transfected with flag-tagged wild-type (TIF1y-WT) or the sumoylation-defective mutant
(TIF1y-Mut) and treated with 20 ug/ml cycloheximide (CHX) for the indicated times. Protein

expression was monitored by immunoblot analysis of total cell extracts using anti-flag

antibody. GAPDH was used as a loading control. (E) Band intensities in (D) were quantified
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using a densitometer. Data are representative of two independent experiments. (F) HMEC-TR
cells were transfected with the indicated constructs. TIF1y nuclear localization was visualized

by immunofluorescence using an anti-TIF1y antibody (magnification x40).

Figure 3. TIF1y is SUMO modified in the nucleus. (A) The TIF1y NLS: basic amino acids
are underlined, the mutated lysine (K1118) is shown in bold. (B) TIF1y immunofluorescence
in HMEC-TR cells transfected with the indicated constructs. (C) Cell lysates from HMEC-TR
cells transfected with indicated constructs were subjected to His6 pull-down using Ni-NTA
beads and immunoblotted with anti-TIF1y antibody. (D) HMEC-TR cells were co-transfected
with the pGL3(CAGA)y-Luc reporter vector together with the pRL-SV40 internal control
vector as well as with the indicated TIF1y expression vectors and treated with TPRI kinase
inhibitor SB-431542 (SB) or TGFf for 24h. Relative luciferase activity is given in arbitrary
units as the mean + s.d. of an experiment performed in triplicate, representative of three
independent experiments. Protein expression (TIFly, GAPDH) was monitored by

immunoblot analysis of total cell extracts.

Figure 4. Lack of sumoylation compromises the ability of TIF1ly to inhibit Smad
complex formation. HMEC-TR cells were transfected with the indicated vectors. 48h post-
transfection, cells were treated or not with TGFf for 2h. Lysates were immunoprecipitated
(IP) and immunoblotted (IB) as indicated in panels A-F. Protein expression was monitored by

immunoblot analysis of total cell extracts (Input).

Figure 5. TIF1y sumoylation restricts Smad4 residence on the PAI-1 promoter. HMEC-
TR cells were transfected with either empty vector (A), flag-TIF1y-WT (B) or flag-TIF1y-
Mut (C) and treated with SB-431542 (SB) or TGFJ for the indicated times. ChIP assays were
carried out using anti-Smad4, anti-TIF1y or anti-flag antibodies as indicated. Precipitated
genomic DNA was subjected to quantitative PCR to amplify the PAI-1 promoter region
harboring the Smad-binding elements. (D) HMEC-TR cells were transfected with either
empty vector, TIF1y-WT or Ubc9-TIF1y and treated with SB-431542 or TGFp for indicated
time. ChIP assays were carried out using anti-Smad4 antibody. Precipitated genomic DNA
was subjected to quantitative PCR to amplify the PAI-1 promoter region harboring the Smad-

binding elements. In all panels, results are shown as "percent input" values. Error bars
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represent the standard deviation from triplicate samples and each panel is representative of

three independent experiments.

Figure 6. TIF1y sumoylation regulates TGFp-induced EMT processes. (A) HMEC-TR
cells cotransfected with the pGL3(CAGA)o-Luc reporter vector (known to be driven by the
activated Smad complex) together with increasing amounts of either wild-type (WT) or
mutated (Mut) TIF1y were treated with TGFB for 24h before measurement of luciferase
activities. Error bars represent s.d. (n=3). Expression levels of TIFly and GAPDH proteins
are shown. (B-D) Stably infected MCF10A cells expressing wild-type (WT) or mutated (Mut)
TIF1y were treated with SB-431542 (SB) or TGFp for 24h (B) or 96h (C-D). (B) Expression
of PAI-1 (serpine 1), CDH2 (N-Cadherin) and CDH11 (OB-Cadherin) was determined by
RT-qPCR. Values were normalized to the amount of HPRT mRNA and expressed relative to
the value obtained in TGFB-untreated controls (expressed as fold induction by TGFp). Error
bars represent s.d. *: p<0,05; **: p<0,01. (C) E-cadherin expression was monitored by
immunofluorescence. Scale bars, 26 um. DAPI was used for nuclear staining. (D) The
subcellular localization of actin was detected by imaging phalloidin-TRITC. Scale bars, 26
um. (E) Stably transfected MCF10A cells inactivated for TIF1y (sh-TIF1y) or expressing WT
(TIF1y-WT) or mutated TIF1y (TIF1y-Mut) were treated with SB-431542 or TGFp for 48h
prior to performing the Boyden chamber migration assay. 5% serum was used as a chemo-
attractant during 22h. Migrating cells were stained with Calcein AM and counted from
random fields. Error bars represent s.d. The experiment shown is representative of three

separate experiments performed in triplicate.
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SUPPLEMENTARY INFORMATION
to

TIF1y requires sumoylation to exert its repressive activity on TGFp signaling

SUPPLEMENTARY FIGURES

Supplementary Figure S1. Identification of TIFly sumoylation sites. Lysates from
HMEC-TR cells transfected with His6-tagged SUMO-1 and with the indicated TIF1y mutants
were subjected to His6 pull-down assays using Ni-NTA beads and immunoblotted with anti-

TIF1y antibody.

Supplementary Figure S2. Validation of stably infected MCF10A cells. (A) Phase-contrast
images of MCF10A cells stably infected with empty lentiviral vector, vector encoding sShRNA
directed against TIF1y, or expression vectors for TIF1y-WT or TIFly-Mut (magnification
x10). TIF1y expression levels were assessed by western blotting (B) and RT-qPCR analysis
(C). GAPDH was used as a loading control. Values were normalized to the amount of HPRT
mRNA. Error bars represent the standard deviation from triplicate samples, panel C is

representative of three independent experiments.
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Article 4 : TIF1y is essential for the terminal differentiation of mammary
alveolar epithelial cells and for lactation through Smad4 inhibition

Résumé

La voie de signalisation du TGFf joue un rdle important au cours du
développement embryonnaire et de la vie adulte. Le développement de la glande mammaire
est un processus complexe qui débute pendant la vie feetale et continue jusqu’a la grossesse.
Différentes hormones et facteurs de croissance contrdlent le développement de la glande
mammaire, comme la Prolactine (PRL), produite au niveau de I’hypophyse, qui va
notamment réguler la production des protéines du lait au cours de la lactation. Le
développement de la glande mammaire est également régi par une cinétique précise
d’expression du TGFf qui, notamment au cours de 1’involution, est fortement exprimé pour
inhiber I’expression des protéines du lait et activer une apoptose massive des structures
sécrétrices.

Le développement de la glande mammaire chez la souris débute au jour embryonnaire
E11 par I'invagination de I’ectoderme dans le mésoderme ventral sous-jacent. Ensuite un
bourgeon mammaire se forme au jour E15 et son élongation donne naissance au tissu adipeux
mammaire primitif composé d’une dizaine de branches. A la puberté, la combinaison des
hormones ovariennes déclenche le développement de bourgeons terminaux (TEB pour
Terminal End Bud) qui envahissent rapidement le tissu adipeux. La glande mammaire adulte
subit des cycles de prolifération, de différenciation et d’apoptose, en réponse aux
changements hormonaux. La gestation induit la différenciation des cellules épithéliales
productrices de lait et des structures lobulo-alvéolaires le long des canaux pré-existants. La
lactation est alors possible grace a une glande mammaire fonctionnelle organisée de maniere a
produire et sécréter du lait. Apres sevrage, la glande mammaire revient a un état quiescent
grace a un processus appelé involution, caractérisé par une apoptose massive des structures
lactogenes et un remodelage intense de la matrice.

L’importance de la voie de signalisation du TGFf} dans le développement mammaire a
¢té montrée deés 1987 grace a des implants contenant du TGFf utilisé¢ dans le tissu adipeux
mammaire de souris vierges (Silberstein & Daniel, 1987). Ces implants inhibent la croissance
des bourgeons terminaux et leur progression dans le tissu adipeux pendant la puberté, et ainsi
empéchent 1’¢longation des canaux (Figure 20, panel 1). Ensuite il a ét¢é montré que cet effet

anti-prolifératif du TGFf est réversible, spécifique des cellules épithéliales et qu’il n’a aucun
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effet sur la prolifération des cellules stromales (Daniel et al, 1989). Le laboratoire de
Robinson a montré que les niveaux d’expression des différentes isoformes de TGEFp
augmentent au cours de la gestation et chutent drastiquement au moment de la lactation
(Robinson et al, 1991). Les patterns d’expression des différents TGFf3 suggérent un rdle
important du TGFf dans la régulation de la morphogenéese des canaux, de la lactation et de
I’involution. De nombreux modéles murins ont confirmé le role crucial du TGFf dans le
développement de la glande mammaire. En particulier, plusieurs études ont montré que des
souris hétérozygotes pour le TGFB1 dans I’épithélium mammaire (exprimant seulement 10%
du TGFP1 par rapport aux individus sauvages) présentent une prolifération accrue des
structures lobulo-alvéolaires (Ewan et al/, 2002). Ces résultats sont en corrélation avec des
précédentes données obtenues grace a la génération de souris exprimant un mutant dominant
négatif de TPRII sous le controle du promoteur MMTV (Gorska et al, 1998). Cette stratégie
d’inhibition de la voie du TGFf a mis en évidence une hyperplasie alvéolaire associée a une
différenciation terminale précoce, reliant ainsi la voie de signalisation du TGFfB a la
régulation de la réponse des cellules épithéliales mammaires in vivo. Cela a été confirmé par
I’é¢tude de souris transgéniques surexprimant le TGF@1 dans 1’épithélium mammaire et
présentant un phénotype hypoplastique, associé a un taux de prolifération de 1’épithélium
mammaire fortement réduit par rapport aux souris sauvages (Pierce ef al, 1995). De plus, des
expériences de transplantation, mettant en évidence que la communication entre le stroma et
I’épithélium est cruciale pour le développement de la glande mammaire (Crowley et al, 2005),
montrent que le TGFf est important pour réguler les branchements latéraux des canaux grace
a son action sur le stroma (Ewan et al, 2002) (Figure 20, panel 2). Il a également été montré
que le TGFp inhibe la formation et la différenciation des bourgeons alvéolaires nécessaires a
la lactation (Robinson et al, 1991) (Figure 20, panel 3). Enfin, la génération de souris
inactivées pour TPRII spécifiquement dans les cellules épithéliales mammaires montrent que
le TGFf joue un réle majeur en régulant I’apoptose de 1’épithélium alvéolaire au cours du
processus d’involution (Bierie et al, 2009) (Figure 20, panel 5).

La physiologie de la glande mammaire est donc régie de maniére trés importante par le
TGFf dont le role est d’inhiber le développement des bourgeons terminaux a la puberté, de
controler le développement des branchements latéraux chez la souris mature, d’empécher le
développement alvéolaire et la production précoce de lait pendant la gestation et de

déclencher I’apoptose massive des structures alvéolaires au moment de 1’involution.
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La signalisation du TGFf a donc un role crucial dans le développement de la glande
mammaire. La protéine Smad4 étant le médiateur central de ces effets du TGFf au cours du
développement de la glande mammaire, nous nous sommes intéressés a caractériser
I’implication de TIFly, connu pour étre un répresseur des fonctions de Smad4, dans la
régulation de I’interaction entre les voies de signalisation du TGFf et de PRL au cours du
développement de la glande mammaire.

Au cours de notre travail, nous avons tout d’abord analysé 1’expression de la protéine
TIF1y pendant le développement de la glande mammaire par immunohistochimie. De manicre
trés intéressante, le pattern d’expression de TIF1y est quasiment symétriquement opposé au
pattern d’expression du TGFf, suggérant un role important dans la régulation de la voie du
TGFp au cours du développement de la glande mammaire. Nous avons généré des souris dans
lesquelles 1’expression de TIF1y est inactivée spécifiquement dans la glande mammaire grace
a Dutilisation d’une Cre recombinase dont 1’expression est controlée par les promoteurs
MMTV (Mouse Mammary Tumor Virus) ou WAP (Whey Acidic Protein). Nous avons alors
pu montrer que la perte de TIF1y n’affecte pas le développement des canaux chez les souris
vierges mais inhibe de manicre trés importante la production de lait durant la lactation,
causant la mort de la portée. L’étude de la morphologie des glandes mammaires des souris
TIF1y" a révélé une absence de développement et de différenciation des structures lobulo-
alvéolaires sécrétrices de lait ainsi qu’une baisse de I’expression des génes codant les
protéines du lait. Nous avons confirmé ces résultats avec des expériences de différenciation
in vitro sur la lignée épithéliale mammaire murine HC11.

La voie de signalisation de PRL passe par 1’activation de la voie JAK2/STATS. La
voie du TGFf est connue pour inhiber la phosphorylation de STATS via la voie canonique
des Smads. Nous avons démontré que 1’effet de I’inactivation de TIF1y sur la lactation passe
par la levée de la répression des fonctions de Smad4. L’inhibition de la phosphorylation de
STATS, associée au défaut de développement et de différenciation des structures lobulo-
alvéolaires observé dans les souris déficientes pour TIF1y, dépend donc du signal apporté par
le TGFf dépendant de Smad4.

En conclusion, la protéine TIF1ly joue un role important dans la régulation des
interactions entre les voies de signalisation du TGF et de PRL en inhibant les fonctions de
Smad4 dans le but de contrdler la phosphorylation de STATS et I’activation des geénes cibles

de la PRL. L’expression de TIF1y en fin de grossesse et durant la lactation contribuerait donc
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a inhiber Smad4 pour empécher toute activité provenant du signal TGFf résiduel et ainsi

permettre le développement lobulo-alvéolaire et la lactation.
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Tif1y is essential for the terminal differentiation of mammary
alveolar epithelial cells and for lactation through SMAD4
inhibition

Cédric Hesling"", Jonathan Lopez'?3", Laurent Fattet', Philippe Gonzalo'?3, Isabelle Treilleux’,

Daphné Blanchard’, Régine Losson**, Vincent Goffin®, Natascha Pigat®, Alain Puisieux'?, lvan Mikaelian'?,
Germain Gillet"? and Ruth Rimokh'-25

SUMMARY

Transforming growth factor B (TGFB) is widely recognised as an important factor that regulates many steps of normal mammary
gland (MG) development, including branching morphogenesis, functional differentiation and involution. Tif1y has previously been
reported to temporally and spatially control TGFp signalling during early vertebrate development by exerting negative effects over
SMAD4 availability. To evaluate the contribution of Tif1y to MG development, we developed a Cre/LoxP system to specifically
invalidate the Tif1g gene in mammary epithelial cells in vivo. Tif1g-null mammary gland development appeared to be normal and
no defects were observed during the lifespan of virgin mice. However, a lactation defect was observed in mammary glands of Tif1g-
null mice. We demonstrate that Tif17 is essential for the terminal differentiation of alveolar epithelial cells at the end of pregnancy
and to ensure lactation. Tif1y appears to play a crucial role in the crosstalk between TGFf and prolactin pathways by negatively
regulating both PRL receptor expression and STAT5 phosphorylation, thereby impairing the subsequent transactivation of PRL target
genes. Using HC11 cells as a model, we demonstrate that the effects of Tif1g knockdown on lactation depend on both SMAD4 and
TGFB. Interestingly, we found that the Tif1y expression pattern in mammary epithelial cells is almost symmetrically opposite to that
described for TGFB. We propose that Tif1y contributes to the repression of TGFf activity during late pregnancy and prevents lactation

by inhibiting SMADA4.

KEY WORDS: Tif1y (Trim33), TGFB, SMAD4, STATS, Lactation, Mouse

INTRODUCTION

The development of the mammary gland (MG) is a complex process,
beginning during fetal life and continuing until pregnancy. At birth,
a rudimentary ductal structure forms within the fat pad. During
puberty, rapid ductal growth and branching morphogenesis are
induced by cyclic production of ovarian hormones. By contrast,
during pregnancy, the MG is characterised by the development of
lobuloalveolar structures along the existing ductal tree. At the end of
pregnancy, alveolar epithelial cells are terminally differentiated and
acquire the capacity to synthesise milk components (Hennighausen
and Robinson, 2005). Various steroids, polypeptides, hormones and
growth factors tightly control all the steps of mammary growth and
development. Among them, the lactogenic hormone prolactin (PRL)
and the transforming growth factor B (TGFp) family members play
crucial antagonistic roles in the lactation process.

The PRL polypeptide hormone is required for lobuloalveolar
formation and functional differentiation of alveolar epithelial cells,
allowing the MG to synthesise milk proteins. At parturition, the
transition from late-pregnancy to lactation, referred to as the
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secretory step, is stimulated by a rise in PRL and a decrease in
serum progesterone. Copious production of milk during lactation
is stimulated and maintained by PRL, which induces expression of
milk protein genes, including B-casein, a-lactalbumin and lipid
biosynthetic enzymes. Prolactin also maintains the viability of
mammary epithelial cells (MECs) throughout lactation and until
weaning (Kelly et al., 1991; Guyette et al., 1979). At the beginning
of involution, suckling stops and TGFp fulfills its competing effect
on PRL functions, inducing cell apoptosis and inhibition of milk
protein expression (Jhappan et al., 1993; Nguyen and Pollard,
2000). Binding of PRL to its receptor activates Janus kinase 2
(JAK?2) (Argetsinger et al., 1993; Campbell et al., 1994), which in
turn phosphorylates STAT transcription factors (Ihle and Kerr,
1995). STATSA and STATSB, hereafter referred to as STATS, are
the main STAT proteins that transduce the effects of PRL in the
mammary gland. Deletion of STATS causes an attenuation of
mammary alveolar development and milk secretion (Hennighausen
and Robinson, 2005). STATS also promotes cell-cycle progression
and suppresses apoptosis, thus contributing to cellular
transformation (Yu and Jove, 2004). Interestingly, it was recently
demonstrated that STAT3 and STATS are activated in a high
proportion of breast tumours (Diaz et al., 2006) and both have been
shown to be mammary oncogenes in the mouse (Barbieri et al.,
2010; Vafaizadeh et al., 2010).

During postnatal MG development and pregnancy, the three
TGFp isoforms (TGFB1, TGFB2 and TGFp3) are abundantly
expressed in mammary alveoli, ducts and fat pad. Upon parturition
and during lactation, TGF is significantly downregulated, whereas
all three isoforms are markedly upregulated during involution
(Nguyen and Pollard, 2000). In addition to inhibition of ductal and



168 RESEARCH ARTICLE

Development 140 (1)

branching morphogenesis during puberty, TGFp also inhibits
alveolar formation, disrupts the alveolar structure, inhibits synthesis
of milk proteins and induces apoptosis after weaning (Bierie et al.,
2009; Serra and Crowley, 2005).

Transcriptional intermediary factor 1y (Tifly; also called
ectodermin, Trim33, RFG7 or PTC7) has been recently implicated
in the activities promoted by TGFp superfamily pathways. Tifly is
a member of the TIF family of transcriptional co-factors. The TIF
family is characterised by an N-terminal RING-finger B-box
coiled-coil (RBCC/TRIM) motif and a C-terminal bromodomain
preceded by a PHD finger (Yan et al., 2004). One study indicates
that Tifly acts as a co-factor for phosphorylated SMAD2/3 in
competition with SMAD4 to promote an alternative SMAD4-
independent TGF pathway (He et al., 2006). Others studies show
that Tifly acts as a repressor of TGFf superfamily responses
through mono-ubiquitylation of SMAD4 (Levy et al., 2007,
Dupont et al., 2009; Morsut et al., 2010). Recent data suggest a
tumour suppressor role in different types of mouse and human
tumours, including leukaemia, hepatocellular carcinoma and
pancreatic cancer (Vincent et al., 2009; Aucagne et al., 2011;
Herquel et al., 2011). By contrast, a recent study has demonstrated
that overexpression of Tifly occurs during the early stages of
colorectal carcinogenesis, suggesting a role in promoting colorectal
cancer (Jain et al., 2011). We recently demonstrated that Tifly can
function as a repressor of SMAD4 in the TGFB-induced epithelial-
to-mesenchymal transition (EMT) in human mammary epithelial
cell lines (Hesling et al., 2011). Because EMT favours metastasis
(Thiery et al., 2009), our data suggest that Tifly might interfere
with MG tumour progression. These observations raise the
important question of the involvement of Tifly in MG development
and tumorigenesis, which we have addressed in this work.

As Tiflg-null mice are embryonic-lethal at day 9.5 and exhibit a
dramatic developmental delay (Kim and Kaartinen, 2008), we used
two in vivo Cre/LoxP systems that lead to conditional deletion of
Tiflg in the mammary gland, allowing us to analyse the impact of
Tif1g inactivation on MG development and function. Using these
mouse models and an immortalized mouse epithelial cell line, we
demonstrate that 7if1g is essential for the terminal proliferation of
ducts and differentiation of alveolar epithelial cells. We also show
that PRL-induced STATS phosphorylation is inhibited upon
inactivation of 7iflg, an effect that depends on the TGF/SMAD
pathway. Taking these results together, we propose that Tifly, as a
negative regulator of SMAD4 function, could be a crucial factor
that regulates the crosstalk between PRL and TGFp signalling
during MG development.

MATERIALS AND METHODS

Generation of Tif1g-deficient mice in the mammary gland
Tif1g"°* mice harbouring floxed exons 2-4 have been previously
described (Morsut et al., 2010). These mice were mated with Mouse
Mammary Tumor Virus-Cre (MMTV-Cre) [Tg(MMT V-cre)4-Maml, stock
003553] or Whey Acidic Protein-Cre (WAP-Cre) [B6.Cg-
Tg(WapCre)11738Mam, strain number 01XAS8] transgenic mice to
generate MMTV- and WAP-Cre/Tif]gmemmars-flox-deletedis  (yfy gmfidlty
Heterozygous mice were then mated together to generate MMTV- and
WAP-Cre/Tif1g" " Cre/Tif1g"*"* and Cre/Tiflg"*. This mating scheme
allowed us to generate the MMTV- and WAP-Cre/TifIg"* control mice. To
study lactation defects, MMTV- and WAP-Cre/Tif1g"™  TifIg"" and
Tiflg""" females were mated with wild-type males. Mice were housed and
bred in the AniCan pathogen-free animal facility (Centre Léon Bérard,
Lyon, France). Experiments were performed in accordance with the animal
care guidelines of the European Union and French laws and were validated
by the local Animal Ethics Evaluation Committee (CECCAPP).

Genotyping analysis

Offspring were genotyped by PCR performed on genomic tail DNA
extracted using standard procedures. The genotype of 7if/g floxed mice
was determined by multiplex PCR using three different primers in the same
reaction (A, 5'-GGTAGTACTTGTATGGAGGT-3"; B, 5'-GGTAAG-
TCAGCAAGAGCTCA-3'; and C, 5'-AGCTCTGGAGGAACGTCGTC-
3"). The wild-type and floxed T7iflg alleles were detected using primers A
and B located on either side of the LoxP insertion. These primers amplify
a 498 bp fragment in wild-type mice and a 531 bp fragment from the
floxed allele. The deleted allele was detected using primers C and B. This
primer pair amplifies a 360 bp fragment from the deleted allele but yields
no amplification products from the floxed and wild-type alleles. MMTV-
Cre and WAP-Cre recombinase transgenes were also detected by PCR
using primers 5'-TGCCACGACCAAGTGACAGC-3’ and 5'-CCAGGT-
TACGGATATAGTTCATG-3' located within Cre recombinase sequences.
The MMTV-Cre and WAP-Cre transgenes produce a 675 bp fragment. All
products were separated in 2% agarose gels.

Whole-mount and histological analysis

For each developmental stage, mice were sacrificed by cervical dislocation
and the fourth inguinal gland was collected and fixed in 10% neutral
buffered formalin for at least 2 hours. Haematoxylin-stained wholemounts
were prepared as previously described (Robinson et al., 1991) and were
examined for ductal outgrowth using a microscope-mounted camera. For
histological analysis, dissected mammary glands were fixed in 10% neutral
buffered formalin, embedded in paraffin wax, sectioned (5 um), and stained
with Haematoxylin and Eosin. Immunohistochemical analysis was
performed as previously described (Razanajaona et al., 2007) using anti-
Tifly (TIF-3E9, Euromedex) or anti-pSTATS5 (C11CS5, Cell Signaling)
antibodies. After washing in PBS, a biotinylated secondary antibody bound
to a streptavidin-peroxidase conjugate (LSAB+ kit, Dako) was added. The
bound antibody was revealed with 3,3-diaminobenzidine. Slides were
counterstained with Haematoxylin after washing.

PRL quantification in serum

Intra-cardiac blood was collected from mice on day 2 of lactation. Sera
were collected after blood coagulation followed by a 10-minute
centrifugation at 500 g. Serum prolactin (PRL) was quantified using the
RayBio Mouse Prolactin ELISA kit according to the manufacturer’s
instructions (RayBiotech).

Quantitative RT-PCR analysis

Total RNA (1 pg) was used for cDNA synthesis using the SuperScript 11
Reverse Transcriptase system (Invitrogen). mRNA levels were quantified
using the SYBR Green StepOne Plus Real Time PCR system (Applied
Biosystems) and normalized relative to mouse hypoxanthine-guanine
phosphoribosyltransferase (HPRT). Quantification of gene expression was
performed using the comparative AACT method. Primers used for each
gene are: Tiflg and HPRT (Hesling et al, 2011); B-casein (5'-
ACAGCTGCAGGCAGAGGAT-3'; 5'-GAATGTTGTGGAGTGGCAGG-
3"); a-lactalbumin, (5'-TCTGTGGCATCTCCTGTGACAAGT-3'; 5'-
TGGGCTTGTAGGCTTTCCAGTAGT-3"); mPRLR total (5'-GTGG-
AATCCTGGGTCAGATG-3"; 5'-GGGCCACTGGTTTTGTAGTC-3");
and mPRLR long isoform (5'-ATAAAAGGATTTGATACTCATCTG-
CTAGAG-3'; 5'-TGTCATCCACTTCCAAGAACTCC-3").

In vitro differentiation of HC11

Mouse mammary epithelial cell line HC11 was routinely maintained in
RPMI 1640 medium containing 10% fetal bovine serum, 100 U/ml
penicillin, 100 pg/ml streptomycin, 5 pg/ml bovine insulin (Sigma-
Aldrich) and 10 ng/ml human recombinant epidermal growth factor (EGF;
Upstate Biotechnology). To induce cell differentiation, confluent cell
cultures, deprived of EGF for 24 hours, were treated with lactogenic
hormone mix (DIP: 1 uM dexamethasone (Sigma-Aldrich), 5 pg/ml insulin
and 5 pg/ml mouse recombinant PRL) for the indicated time. Mouse PRL
was produced following in-house routine protocols and its activity was
validated using a classical STATS reporter luciferase gene assay
(Bernichtein et al., 2003). In some experiments, cells were pretreated with
TGFB1 (5 ng/ml, Peprotech) or SB-431542 (10 uM, TGFp type I receptor
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Fig. 1. Tif1g expression in epithelial ducts during mammary development. (A) Inmunohistochemical localization of Tif1y was performed for
each developmental stage from non-transgenic control mice. Pregnancy, lactation and involution were observed in 20-week-old mice (bottom row).
Photographs are representative of at least five mice per stage. (B) Total RNA was extracted from MGs collected at the indicated developmental
stages. Tif1g expression was determined by RT-qPCR. Values were normalized to the amount of HPRT mRNA (s.d.) and expressed relative to the

value obtained in pregnant mice.

inhibitor; Sigma) for 24 hours before adjunction of PRL. Cells treated with
medium containing dexamethasone and insulin (DI) without PRL were
used as controls. mRNAs and/or proteins were then extracted and purified.

For knockdown experiments, 2.5X 10° cells were transfected with 5 nM
siRNA and 0.5 pl/ml lipofectamine RNAiMax (Invitrogen). For double
silencing (Tifly and SMADA4), cells were transfected with 10 nM siRNAs
(5 nM of each siRNA). Controls cells were transfected by 10 nM Scramble
siRNA (Qiagen). Cells were plated overnight in antibiotic-free medium and
cultured in complete fresh medium until confluence. Two distinct mouse
Tifly siRNA sequences were used, yielding similar results: siRNA#1 (5'-
CCGUCUGUUACAGCAAUAGAAUUAA-3" and 5'-UUAAUUCUAU-
UGCUGUAACAGACGG-3"); siRNA#2 (5'-UACCUCUAUUGUCA-
CGAAUUA-3" and 5'-UAAUUCGUGACAAUAGAGGUA-3"). The
mouse SMAD4 siRNA sequences were 5'-CCCACAGCCUUUAG-
ACUGA-3" and 5'-UCAGUCUAAAGGCUGUGGG-3'. For rescue
experiments, 2.5X 10° cells were transfected with 5 nM siRNA#1 targeting
TIFly and 0.5 pl/ml lipofectamine RNAiMax (Invitrogen). Cells were
plated overnight in antibiotic-free medium and then infected with the
pLVX-based lentiviral vector expressing human 7/F1G. Cells were grown
to confluence in complete fresh medium before measuring STATS
phosphorylation levels.

Immunoblot analysis

Cells were lysed using RIPA buffer. Cell lysates containing equal amounts
of proteins were subjected to SDS-PAGE, transferred to a PVDF
membrane and probed with antibodies. Proteins were visualized using an
ECL kit (Millipore). Phospho-STATS5 (Tyr694) was detected using rabbit
monoclonal antibody C11C5 (Cell Signaling). Total STATS was semi-
quantified using rabbit polyclonal antibody C17 (Sc-835; Santa Cruz).
Mouse tubulin was used as a loading control; tubulin was detected using
mouse polyclonal antibody DM1A (Sigma).

RESULTS

Expression of Tif1y during mammary gland
development

To determine Tif1y expression patterns, we first studied its cellular
distribution by immunohistochemistry during developmental stages
4,12,24,32, 48 and 64 weeks of virgin mice. MGs collected from
late-pregnancy (day 18), lactating (day 2), involuting (day 2) and

52-week old parous mice were also studied. A weak
immunoreactivity of the anti-Tifly antibody was observed in the
mammary epithelia of virgin mice at all developmental stages
(Fig. 1A, upper panel). A dramatic increase in Tifly expression
became apparent in MEC nuclei during pregnancy, peaking during
lactation before declining by day 7 of involution (Fig. 1A, lower
panel). Comparable staining was observed in 52-week old parous
glands. This pattern of expression strongly suggests that Tifly is
active predominantly during late-pregnancy and lactation, as
confirmed by measurements of Tifly mRNA levels detected at the
indicated stages (Fig. 1B). Intermediary Tifly staining indicates
that, after parturition, Tifly expression does not return to the basal
level observed in 48- and 64-week old nulliparous mice. Taken
together, these results establish that high Tifly expression levels are
a hallmark of late-pregnancy and lactation, suggesting a role in at
least some aspects of MG development.

Loss of Tif1lg does not affect duct development in
virgin mice

Is Tifly a direct actor of MG development, differentiation and, in
addition, of tumorigenesis? To address this question, we generated
two transgenic lines selectively invalidated for 7if/g in MECs:
MMTV-Cre/Tiflg and WAP-Cre/Tiflg, which express Cre
recombinase prior to lactation. Heterozygous (Cre/7iflg"™*) mice
were mated to generate litters in which the three resulting
genotypes (Cre/Tiflg"™@" Cre/Tiflg"* " and Cre/Tiflg"") were
found among females (supplementary material Fig. SIA). Because
Tiflg expression is maximal during lactation (Fig. 1B), we verified
the deletion of 7if1g during the first lactation of MMTV- and WAP-
Cre/Tif1g females. For the MMTV-Cre/Tif]g line, most MECs of
homozygous mutants were devoid of 7if/g and intermediate
staining was observed in MECs of heterozygous mice compared
with control (supplementary material Fig. S1B). In the WAP-
Cre/Tiflg line, mosaic expression was observed in MECs of
Cre/Tif1g" " females, whereas intermediate expression was
found in MECs of WAP-Cre/Tiflg ™" relative to the control.
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Cre/Tiflg" ™ mice developed normally, with body sizes
comparable with those of Cre/7ifIg""" and Cre/Tif1g"*"", for both
MMTV-Cre and WAP-Cre/7iflg lines. To investigate whether 7iflg
deletion in MECs might promote mammary cancer, virgin and
parous mice of the MMTV-Cre/Tif1g line were kept alive until 56
and 60 weeks, respectively. Mammary glands from five mutant and
five control virgin mice were compared at 24 and 56 weeks after
birth using whole-mount analysis. For both stages, no histological
difference in MG morphogenesis was observed between mutants
and controls, suggesting that 7if/g deletion does not influence
ductal elongation and branching during puberty (Fig. 2A,B). No
tumour or neoplastic lesions could be detected. Ductal trees of
MGs collected from 10 mutants (five homozygous and five
heterozygous) of 60-week-old parous females were similar to those
observed for the five control mice. Once again, no tumours were
observed (Fig. 2C). These results show that conditional 7iflg
knockout neither affects duct development in virgin mice nor
favours spontaneous mammary tumour formation.

Lack of Tif1g in the mammary epithelium induces
lactation failure

In the course of this analysis, we observed that the offspring of
homozygous MMTV-Cre/Tif1g"#" females died just after birth and
had a very small quantity of milk in their stomach (data not shown).
We investigated this phenomenon further by crossing a total of 10
MMTV-Cre/Tif1g females of each genotype with wild-type males.
Offspring from controls and heterozygous females were fed and
gained weight normally, confirming that the presence of the MMT V-
Cre transgene in the MG had no effect on lactation efficiency, as
previously reported (Robinson and Hennighausen, 2011). By
contrast, pups of the 10 Cre/TifIg"*"/ females, although born with
normal size and weight, all died by 2 days postpartum. Importantly,
if pups were exchanged between mutant and control mothers, pups
born of a mutant survived when fed by a foster mother. These results
show that MG-specific Tiflg deletion affects lactation in the mutant
mothers. As observed with the MMTV-Cre/Tiflg line, pups from
WAP-Cre/Tif1g homozygous mutants also died within a few days of
birth, whereas pups from control mothers survived. Because, in the
WAP-Cre line, conditional gene inactivation occurs at mid-
pregnancy, i.e. prior to lactation, (Wagner et al., 1997), our results
demonstrate that 7if1g invalidation just prior to lactation is sufficient
to induce lactation failure. These observations strongly suggest that
Tiflg is required for the latest steps of MG differentiation, such as
lactation, which are predominantly controlled by signalling of the
lactogenic hormone prolactin.

Fig. 2. Knockout of Tif1g in mammary
epithelium does not affect virgin mammary
development. (A-C) Wholemounts of control and
MMTV-Cre/Tif1g™ ™ MGs collected from 24-week-
old virgin mice (A), 56-week-old virgin mice (B) and
parous 60-week-old mice (C). Images are
representative of five mice from each genotype. The
lower photographs show a higher magnification
(X4) of the whole mounts.

Tif Lymfe/mfd

The absence of Tif1g results in a lack of
lobuloalveolar development

To characterise lactation failure in more detail, MGs from mutant
and control mice from both lines were compared 1 day after
parturition and before the death of pups to conserve secretory
activation in response to suckling. Whole-mount analysis clearly
demonstrated significant morphological differences between
mutants and controls at this stage. First, MGs from controls
appeared to be optically opaque, revealing the presence of a large
amount of milk in lobuloalveolar units, whereas MGs from
homozygous mutants retained a clear appearance (Fig. 3A). At
higher magnification, we observed that the alveolar-like units of
homozygous mutants were dramatically condensed and less
developed than those observed in controls, possibly because MECs
never acquired the capacity to produce milk components (Fig. 3B).
Of note, underdeveloped alveoli were also observed in MGs from
WAP-Cre-Tiflg homozygous mutants, confirming that defects in
ductal terminal growth and differentiation at parturition are likely
to be responsible for lactation failure. Interestingly, we also
observed similar but smaller defects in lactating MGs of
heterozygous females in both lines, suggesting a correlation
between efficiency of lactation and nuclear 7iflg expression.
Although we observed a similar number of lobuloalveolar units in
controls and mutant mice (Fig. 3D), they failed to expand and
differentiate in mutant mice. Histological sections of MGs from
control lactating mice revealed the presence of large lobuloalveolar
units with expended lumina as a consequence of milk secretion,
whereas lobuloalveolar units from homozygous mutants contained
fewer acini without lactation (Fig. 3). Moreover, controls and
heterozygous alveolar cells actively secreted milk, as judged by the
presence of lipid droplets in the cytoplasm. By contrast,
lobuloalveolar units of homozygous mutant mice exhibited no lipid
droplets, confirming the absence of secretory activity. We conclude
from these observations that 7if/g invalidation results in a failure
of terminal proliferation of ducts and differentiation of alveolar
epithelial cells, thus impairing lactation.

Pituitary and serum prolactin levels are not
altered in Tif1g mutant mice

Tiflg inactivation-induced lactation failure could result from a
defect in production or secretion of the lactogenic hormone
prolactin. The staining intensity of PRL in pituitary glands of
homozygous mutants was comparable with that observed in control
mice (supplementary material Fig. S2A), demonstrating that PRL
synthesis is not altered by 7if1g deletion in the MG and/or by the
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Fig. 3. Lack of Tif1yin the mammary epithelium leads to alveolar defects during lactation. The fourth inguinal gland was collected 2 days
after parturition (10 mice per genotype for the MMTV-Cre/Tif1g line and five mice per genotype for the WAP-Cre/Tif1g line). (A) Whole-mount
analysis. (B) Wholemounts. (C) Histological sections from mammary glands stained with haematoxylin phloxine saffron are also shown for each
genotype. Images are representative of 10 mice per genotype for the MMTV-Cre/Tif1g line and five mice per genotype for the WAP-Cre/Tif1g line.
(D) The number of alveolar structures were counted on wholemounts of the fourth inguinal gland collected 2 days after parturition for MMTV and

WAP lines. Data are meanzs.d.

MMTV-Cre transgene. The amount of PRL was also quantified in
the sera of virgin and lactating mice. As expected, a strong increase
in PRL concentration was found in sera of lactating mice compared
with virgins, but PRL levels were comparable in the three
genotypes (supplementary material Fig. S2B). We conclude from
these observations that lactation failure does not result from
impaired production or secretion of PRL in homozygous mutant
mice.

Lack of Tif1g strongly decreases expression of
genes encoding milk proteins

As PRL levels are not affected by Tiflg deletion, we further
checked by qRT-PCR the expression of two PRL target genes, 3-
casein and o-lactalbumin (Csn2 and Lalba), which encode milk
proteins. Although both genes were expressed in MGs of control
lactating mice, mRNA expression was reduced in heterozygous
mutants and was barely detectable in MGs of homozygous mutants
(Fig. 4A). These results confirm that inactivation of 7if7g in mutant
MGs inhibits the production of milk components. Further support
for this observation was obtained by using the mouse mammary
epithelial HC11 cell line, which can be differentiated upon
lactogenic hormone stimulation, as measured by the induction of
milk protein synthesis, including B-casein synthesis (Fig. 4B). 3-
Casein mRNA expression was strongly induced in control cells
treated with PRL (si-ctrl, DIP lane). This induction was strongly
counteracted by TGFB1 (si-ctrl, DIPT lane), confirming the
antagonistic actions of PRL and TGFp on target genes encoding
milk proteins (Mieth et al., 1990; Cocolakis et al., 2008). We next
transiently silenced 7iflg expression in HC11 cells by siRNA-
mediated knockdown. In this and subsequent experiments,
siRNA#1 was used for silencing (see Materials and methods). This,
interestingly, also led to the inhibition of B-casein induction upon
PRL treatment (si-1 Tiflg, DIP lane). Because this effect is
independent of PRL levels per se, it might be due to alterations in

PRL receptor (PRLR) expression upon 7iflg inactivation. We
tested this possibility by measuring expression of PRLR in mutant
mice by qRT-PCR, using primers allowing detection of either the
long PRLR isoform or all PRLR isoforms. High levels of mRNA
encoding PRLR were detected in control mice. Mutant mice also
expressed PRLR mRNA, albeit at a much lower level than control
mice (Fig. 5SA). We further confirmed this observation in the HC11
model. Whereas Tifly inactivation had no effect on PRLR gene
expression in HC11 cells, TGFB-induced downregulation of all
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Fig. 4. Lack of Tif1g in mammary epithelial cells induces a strong
decrease in the expression of milk proteins. (A) Total RNA was
extracted from MGs collected 2 days after parturition and expression of
B-casein, a-lactalbumin and PRLR was determined by RT-gPCR. Values
were normalized to the amount of HPRT mRNA and expressed relative
to the value obtained in control mice (+s.d.). (B) HC11 cells transiently
silenced for Tif1g (si-1 Tif) or transfected with a control siRNA (si-ctrl)
were treated with dexamethasone (D), insulin (l), prolactin (P) and
TGFB1 (T) (as indicated) for 48 hours. Total mRNA was then extracted
and RT-qPCR was performed as in A.
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Fig. 5. TGFB induces a strong decrease in the expression of PRLR.
(A,B) Total RNA was extracted from MGs collected 2 days after
parturition (A) and from HC11 cells transiently silenced for Tif1g (si-1
Tif) or transfected with a control siRNA (si-ctrl) and treated with
dexamethasone (D), insulin (I), prolactin (P) and TGFp (T) (as indicated)
for 48 hours (B). Expression of PRLR (PRL-R all, all isoforms; PRLR-long,
long isoform) was determined by RT-qPCR as described in Fig. 4. Data
are meanss.d.

PRLR species was significantly enhanced by Tiflg silencing
(Fig. 5B). Taken together, these results demonstrate that TGFf3
decreases PRLR expression and that the siRNA-mediated
knockdown of Tiflg counteracts PRL signalling, as TGF does,
consistent with the known role of Tifly as an antagonist of TGFf
activity (Dupont et al., 2009).

Loss of Tif1g decreases STAT5 phosphorylation
Because transcription of milk protein genes requires PRLR-
mediated phosphorylation of STATS by JAK2 (Thle and Kerr,
1995), we checked phosphorylation of STATS on Tyr®** in MGs
collected 2 days after parturition of MMTV-Cre/Tif1g™@" mice,
A dramatic decrease in STATS phosphorylation was observed in
homozygous mutant MGs compared with controls (Fig. 6A). We
further confirmed this observation in the HC11 model. As
expected, treatment with PRL for 30 minutes induced a strong
increase in STATS phosphorylation (Fig. 6B, DIP si-ctrl), which,
importantly, was not observed in Tiflg siRNA-mediated
knockdown cells (Fig. 6B, DIP si-1 7if1g). We verified that another
siRNA targeting Tiflg (si-2 Tiflg) yielded similar results and that
ectopic expression of 7iflg could indeed rescue the effect of 7iflg
inactivation on STATS phosphorylation (supplementary material
Fig. S3). Taken together, these results support the hypothesis that
loss of Tifl1g affects PRLR-mediated phosphorylation of STATS, a
possibility we examined in more detail (described below).

The effect of Tif1g silencing on STAT5
phosphorylation depends on SMAD4 and TGFf
pathways

TGFp had previously been shown to inhibit PRL/STATS signalling
via mechanisms that involve SMAD proteins (Cocolakis et al.,
2008; Wu et al., 2008) and Tifly is known to inhibit the SMAD4-
dependent TGFf pathway (Dupont et al., 2009; Morsut et al.,
2010). Accordingly, we observed that co-treatment with TGF1
counteracted STATS phosphorylation induced by PRL (Fig. 6B,
DIPT lanes), while 7ifl1g siRNA-mediated knockdown potentiated
the inhibitory effect of TGFf (Fig. 6B, DIPT si-1 7ifIg). Moreover,
increasing the concentration of TGF in the culture medium led to
a dose-dependent decrease of PRL-induced STATS
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Fig. 6. STAT5-phosphorylation is altered by Tif1g deletion.

(A) Phosphorylation of STAT5 was assayed by immunohistochemistry on
MGs collected 2 days after parturition from MMTV-Cre/Tifg** and
MMTV-Cre/Tifg™ @™ mice. Arrows show the nuclear staining of STATS
in control mice that almost disappears in mutant alveolar-like units.
Images are representative of three mice per genotype. (B) HC11 cells,
silenced for Tif1g, were treated with dexamethasone (D), insulin (I) and
prolactin (P) (as indicated) for 30 minutes. DIPT indicates TGFB1 pre-
treatment for 24 hours followed by D, | and P treatment for 30
minutes. STAT5 phosphorylation and expression were assayed by
immunoblotting. Mouse tubulin was used as loading control and
efficiency of the Tif71g siRNA-mediated knockdown (si-1 Tif) was
verified as shown. (C) HC11 cells were treated for 24 hours with the
TGFB type | receptor inhibitor SB-431542 (SB) or the indicated amount
of TGFB1 followed by D, | and P treatment (as indicated) for 30
minutes. STAT5 phosphorylation and expression were assayed as
described in B.

phosphorylation, without affecting STATS expression (Fig. 6C).
The known inhibitory activity of Tifly on the SMAD4-dependent
TGFB pathway (Dupont et al., 2009) led us to suspect that
inhibition of STATS phosphorylation by 7ifl/g siRNA-mediated
knockdown might be attributed to TGFf} and mediated by SMADA4.
We tested this hypothesis using HC11 cells transiently silenced for
Tiflg or Smad4 and treated for 30 minutes with PRL. Results
shown in Fig. 7A confirm that TGFB1 abolished PRL-induced
STATS phosphorylation. Inversely, siRNA-mediated knockdown of
SMAD4 (si-S4) fully counteracted inhibition by TGEFp,
demonstrating the role of SMADA4 in this process. This conclusion
is further reinforced by the observation that STATS
phosphorylation could still be induced by PRL in cells co-silenced
for Tiflg and Smad4 expression (Fig. 7B).

In all these experiments carried out in HCI1 cells, we
observed that Tifly inactivation could decrease STATS
phosphorylation even in the absence of TGFp treatment, leading
us to ask whether this effect was independent of TGFpB. We
tested this possibility by treating HC11 cells with SB-431542
before induction by PRL. Interestingly, this TGFp type I receptor
inhibitor fully abolished the effect of 7iflg depletion (Fig. 7C),
demonstrating its dependence on TGFf signalling. Of note, the
small amount of bovine TGFB (present in serum) and/or
autocrine mouse TGFP (produced by cells) seemed to be
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Fig. 7. Tif1y acts as a repressor of SMAD4-mediated effects on STAT5 phosphorylation. (A) HC11 cells, silenced for Tif1g (si-1 Tif) or Smad4
(si-S4), were treated with dexamethasone (D), insulin (I) and prolactin (P) (as indicated) for 30 minutes. Scrambled siRNAs (si-ctrl) were used as
controls. DIPT indicates TGFB1 pre-treatment for 24 hours followed by D, | and P treatment for 30 minutes. (B) HC11 cells, silenced for Tif1g (si-1
Tif) or both Tif1g and Smad4 (si-Tif/S4), were treated with D, | and P (as indicated) for 30 minutes. (C) HC11 cells were silenced for Tif1g (si-1 Tif) or
SMAD4 (si-S4) and pre-treated with SB-431542 for 24 hours before D, | and P treatment (as indicated) for 30 minutes. STAT5 phosphorylation and
expression were assayed by immunoblotting. The efficiency of Tif7g and Smad4 knockdown was verified as shown. Mouse tubulin was used as

loading control.

sufficient to activate SMAD signalling in cells in which Tiflg
was inactivated. This might explain the decrease in STATS
phosphorylation observed in cells depleted of 7iflg (Fig. 6B,;
Fig. 7A,B, DIP si-1 Tiflg) and the increase in STATS
phosphorylation in cells depleted of Smad4 (Fig. 7A, DIP si-S4).

These results clearly demonstrate that the inhibition of STATS
phosphorylation associated with the failure of lactogenic
differentiation observed in 7if1g-depleted cells depends on TGFf3
stimulation and is mediated by SMAD4. They also highlight the
antagonistic roles played by SMAD4 and Tifly in TGFf signalling
and by the TGFB and PRL pathways. As discussed below, these
observations are consistent with the inverse correlation that exists
between the pattern of expression of 7iflg during MG development
(Fig. 1A) and that of TGFp, the three isoforms of which show
dramatically reduced expression in lactating tissue (Robinson et al.,
1991).

DISCUSSION

TGEFp is widely recognised as an important factor that regulates
normal mammary gland development and also plays a role in
breast cancer. Use of genetically engineered mouse models has
helped show that TGFf regulates many steps of normal mammary
gland development, including branching morphogenesis, functional
differentiation, cell-lineage decisions and involution (Serra and
Crowley, 2005). Tifly has been described as a negative regulator
of the TGFP pathway through mono-ubiquitylation of SMAD4
(Dupont et al., 2009). To establish more clearly the possible
contributions of Tifly in mammary gland development and,
possibly, tumorigenesis, we developed a Cre/LoxP system to
specifically inactivate the 7iflg gene in mammary epithelial cells
of mice. We demonstrate that Tifly is essential for terminal duct
proliferation and differentiation of alveolar epithelial cells at the
end of pregnancy (Fig. 3), but does not affect duct development in
virgin mice (Fig. 2). Moreover, the lactation failure observed in
MMTV-Cre/TifIg""@ mice is also observed in WAP-
Cre/Tif1g"¥" mice, in which gene invalidation occurs prior to
lactation (Fig. 3), clearly pointing to a key function of Tif1y during
late pregnancy and lactation. Of note is the absence of any
detectable effects on tumorigenesis upon 7if/g gene inactivation
(Fig. 2 and see below).

Importantly, we found an unexpected Tifly expression pattern in
the epithelium of developing MGs. The protein appeared to be
weakly expressed in MECs over the life of virgin mice, whereas a
peak of expression was observed during pregnancy and lactation
(Fig. 1). Strikingly, this pattern is almost symmetrically opposed to
that described for the three isoforms of TGFf. All three isoforms
are downregulated during pregnancy and lactation, whereas they
are upregulated during mammary gland involution to suppress
lactation (Robinson et al., 1991; Bierie et al., 2009). These results
concur with previous work showing that Tifly temporally and
spatially controls TGFP signalling during early vertebrate
development by reducing SMAD4 availability (Morsut et al.,
2010).

This report uncovers a novel mechanism whereby the TGFf
pathway could control PRL signalling. It has previously been
shown that TGFf signalling — via SMAD3/4 — could block the
association of STATS with its co-activator CBP (CREB-binding
protein), leading to inhibition of the transactivation of STATS target
genes (Cocolakis et al., 2008). We note that the authors of this
study did not report a modification of PRL-induced STATS5
phosphorylation by TGF. Inversely, and in agreement with our
data, Wu et al. clearly demonstrated that TGF inhibits both PRL-
induced tyrosine phosphorylation of STATS and suppression of -
casein expression in primary mouse MECs (Wu et al., 2008), but
did not implicate SMAD4 in this inhibition. These discrepancies
may be due to the absence of prolonged pre-treatment (24 hours)
with TGFf by Cocolakis et al. Our own results demonstrate that
PRL-induced STATS phosphorylation decreases upon depletion of
Tifly, leading to the silencing of PRL target genes (B-casein and a-
lactalbumin). We also show that TGFp-induced downregulation of
PRLR is enhanced by 7ifIg silencing. It is important to note the
absence of a decrease in PRLR expression in HC11 cells in which
Tiflg was depleted, supporting the conclusion that loss of 7if7g can
also affect PRL-mediated phosphorylation of STATS independently
of its effect on PRLR levels. Tifly can control STATS5
phosphorylation by negatively regulating SMAD4 functions during
late-pregnancy and lactation. We show that, as TGFf does, Tiflg
knockdown counteracts PRL signalling. This is consistent with the
observation that mice overexpressing WAP promoter-driven TGFf3
display increased apoptosis in pregnant and lactating mammary
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glands that is associated with decreased lobuloaveoli formation and
decreased lactation (Jhappan et al., 1993), and that mice lacking
SMAD4 in MECs show alveolar hyperplasia and
transdifferentiation (Li et al., 2003).

None of the MMTV- or WAP-Cre-Tiflg"" females, including
old multiparous ones, studied as part of our work developed
spontaneous mammary tumours. This is consistent with a previous
study showing that the conditional knockout of SMAD4 in MG
induces cell proliferation, alveolar hyperplasia and
transdifferentiation of mammary epithelial cells into squamous
epithelial cells (Li et al., 2003), but contrasts with reports that loss
of Tiflg promotes tumorigenesis in blood, pancreas and liver
(Vincent et al., 2009; Aucagne et al., 2011; Herquel et al., 2011;
Hesling et al., 2011). To reconcile our apparently contradictory
results, we propose that, in these tissues, the potent tumour
suppressive effects of Tifly could be independent of SMADA4, as
shown in the pancreas (Vincent et al., 2012), and may be due to its
ubiquitin ligase activity on other substrates. Conversely, in the
mammary gland, as well as in the embryo, SMAD4 activity has to
be tightly controlled to spatially and temporally restrict TGF3
signalling (Morsut et al., 2010), leading to significantly different
effects in response to conditional 7if7g inactivation.

The lactation defect observed in 7if/g-null mammary glands
hence stands out as the most significant phenotype resulting from
the absence of 7if1g. We conclude from our results that it is due to
a loss of balance in the crosstalk between TGFB/SMADs and
PRL/STATS pathways in mammary epithelial cells. According to
this hypothesis, Tifly should play a critical role in the crosstalk
between TGFB and PRL pathways by negatively regulating
SMAD4 functions to control STATS phosphorylation and
subsequent transactivation of PRL target genes. We propose that
Tif1g expression during late-pregnancy and lactation contributes to
the inhibition of residual TGFf activity by inhibiting SMAD4
during these crucial stages of MG development.
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Fig. S1. Knockout of Tiflg in the mammary epithelium of MMTV- and WAP-Cre/Tif1g™#"# mice. (A) The genotype
of Tifl g floxed mice was determined by multiplex PCR performed using extracted tail DNA (see Materials and methods).
Photographs are representative of the three possible genotypes generated by mating heterozygous mice together. (B) Tifly
protein expression in MGs collected 2 days after parturition. immunohistochemistry shows that Tifly staining is lost in
MMTV and WAP-Cre/Tif1g"*"? mice. Mice from each line were 20-week-old sisters from the same litter. Images are
representative of 10 mice for each genotype of the MMTV-Cre/Tifl g line and five for each genotype of the WAP-Cre/Tifl g

line.
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Fig. S2. PRL expression in the pituitary gland and PRL serum levels. (A) Expression of PRL in the pituitary gland.
PRL immunohistochemistry in pituitary glands using anti-prolactin C17 (Santa Cruz). Staining intensity in the anterior
pituitary of homozygous mutants was comparable with that in control mice. (B) Quantification of PRL in sera. PRL was
quantified by ELISA in sera collected from virgin mice and 2 days after parturition from MMTV-Cre/Tifl1g*"*, MMTV-Cre/
Tif1g™** and MMTV-Cre/Tifl "™ mice. Serum PRL levels were comparable in the three genotypes of lactating mice.
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Fig. S3. Loss of Tiflg decreases STATS phosphorylation. (A) HC11 cells, silenced for Tifl g using siRNA#2 (si-2

Tify, see Materials and methods), were treated with dexamethasone (D), insulin (I) and prolactin (P) as indicated for

30 minutes. DIPT indicates TGF1 pre-treatment for 24 hours followed by D, I and P treatment for 30 minutes. STATS
phosphorylation and expression were assayed by immunoblotting. Mouse tubulin was used as a loading control and
efficiency of the 7ifl g knockdown was verified as shown. (B) HC11 cells, silenced for 7ifl g using siRNA#1 (si-1 Tifg, see
Materials and methods), were infected with the pLVX-based lentiviral vector expressing human 7/F1G and treated with
D, I and P (as indicated) for 30 minutes.



I1 - Discussion

La famille du TGFp a été identifiée au début des années 1980, et les bases des
mécanismes de transduction des signaux TGFf ont été comprises dans les années 1990. Ces
recherches pionni¢res ont engendré de nombreux travaux pour explorer I’implication du
TGFp dans la plupart des étapes de I’embryogenése, de la différenciation des cellules souches
a la formation de I’axe antéro-postérieur et la morphogenése des tissus et des organes, mais
aussi dans la régulation de I’homéostasie des tissus et des systémes immunitaire ou
hématopoiétique pendant la vie adulte. Le systeme TGFf s’est révél¢é étre actif dans la plupart
des types cellulaires pour réguler la prolifération, la motilité, la polarité, 1’adhésion ou encore
la survie cellulaire. Cependant, de nombreux aspects de la transduction du signal par le TGFf
restent encore mal compris.

En contrepartie de I’importance du TGFp dans la régulation de ces processus cruciaux,
le moindre dysfonctionnement de la voie de signalisation cause des désordres pathologiques
comme le cancer. Ainsi, bien que le TGF3 maintienne 1’homéostasie tissulaire et empéche les
tumeurs naissantes de progresser vers la malignité, les cellules cancéreuses génétiquement
instables ont la capacité d’éviter voire de corrompre cet effet suppresseur du TGFf. De
nombreuses altérations des acteurs de la voie canonique du TGFp, tels que les récepteurs ou
les protéines Smad, sont retrouvées dans différents cancers. Ces altérations du signal TGFf
favorisent la croissance tumorale, I’échappement aux systémes de surveillance immunitaire, la
dissémination des cellules tumorales, notamment en induisant la transition épithélio-
mésenchymateuse, et la formation de métastases (Roberts & Wakefield, 2003) (Figure 21).

Cette voie de signalisation nécessite d’étre finement régulée, que ce soit au niveau de
la disponibilité¢ du ligand, de la reconnaissance par les récepteurs, des interactions entre les
messagers du signal que sont les protéines Smad ou encore de 1’activation transcriptionnelle
des genes cibles du TGFf. Les modifications post-traductionnelles, affectant la totalit¢ des
acteurs de la voie du TGFf, ajoutent un degré de régulation supplémentaire.

Dans ce contexte, notre équipe s’intéresse aux roles respectifs des protéines TIF1y et
Smad4 dans la voie de signalisation du TGFp. Dans une premiere étude, nous avons montré
que ces deux protéines régulent de maniére antagoniste I’induction de la TEM par le TGFf
dans des cellules épithéliales mammaires humaines. Un second travail a permis de générer un
nouveau modéle mathématique de simulation de la voie canonique du TGFf confirmant

I’importance des ratios de TIFIy et Smad4 pour I’orientation du signal TGFf3. Nous avons
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¢galement démontré le role indispensable de TIF1y au cours du développement de la glande
mammaire et au cours de la lactation par son action sur Smad4. Dans la derniere étude, nous
montrons que la SUMOylation de TIF1y est capable de réguler cette connexion entre TIF1y et
Smad4, notamment au cours de la TEM induite par le TGFf. L’ensemble de nos résultats

montre que la protéine TIF1y est un régulateur négatif des fonctions de Smad4.

La voie de signalisation du TGF est régulée négativement par plusieurs protéines. Par
exemple, en interagissant avec Smad2, Smad3 et Smad4 dans le noyau et dans le cytoplasme,
la protéine SnoN (Ski novel protein) empéche I’activation des genes cibles du TGFf. Pour
cela, le régulateur négatif SnoN perturbe la formation du complexe fonctionnel des Smads,
recrute des co-répresseurs transcriptionnels et inhibe le recrutement de co-activateurs des
Smads. Cependant, au cours de I’embryogenese, I’activité de régulateur négatif de SnoN est
nécessaire pour orchestrer les étapes du développement dépendantes du TGFf (Zhu & Luo,
2012). I1 a été démontré que TIF1ly agit également comme un régulateur négatif de la
signalisation des membres de la superfamille du TGFf. Grace a son domaine RING, TIF1y
exerce un role d’ubiquitine ligase E3 responsable de la monoubiquitination de Smad4
(Dupont et al, 2009). Ainsi, la protéine TIF1y va limiter le temps de résidence de Smad4 dans
le noyau et donc réduire son action au niveau des promoteurs des genes cibles du TGFf
(Agricola et al, 2011). Cette répression des fonctions de Smad4 par TIFly peut étre
contrecarrée par I’action de la déubiquitinase cytoplasmique FAM/USP9x (Dupont et al,
2009). De plus, il a été montré que TIF1y est un puissant inhibiteur des fonctions de Smad4 au
cours de la spécification de 1’ectoderme dans I’embryon du Xénope (Dupont et al, 2005). Le
développement de I’embryon du Xénope est donc régi par deux facteurs maternels présents
aux antipodes de I’ceuf, a savoir TIF1y au pole animal (Dupont et al, 2005) et VegT au pole
végétatif (Zhang et al, 1998). Au cours de I’embryogenése chez la Souris, la régulation
négative de TIFly sur Smad4 est également essentielle pour doser finement 1’activité de
Nodal pour la structuration de I’embryon. /n vivo, I’activit¢ du TGFP résulterait de la
combinaison entre la disponibilité du ligand Nodal extracellulaire et le contréle négatif de
TIF1y sur Smad4 (Morsut ef al, 2010). Au cours de I’embryogenese, TIF1y permettrait donc

d’interpréter le signal apporté par Nodal pour structurer correctement 1’embryon.

Le TGFf a un réle majeur au cours du développement de la glande mammaire. Afin

d’analyser le role de TIF1y dans le développement de la glande mammaire, nous avons généré
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des souris pour lesquelles 1’expression de TIF1y est abolie spécifiquement dans la glande
mammaire. Notre travail a permis de démontrer que TIF1y est nécessaire a la différenciation
des structures lobuloalvéolaires en fin de gestation. Le développement des canaux chez les
souris vierges, qui n’est pas affecté par I’inactivation de TIFly, dépend de I’effet anti-
prolifératif du TGFf, ce qui pourrait expliquer la perte de TIF1y dans la glande mammaire ne
prédispose pas a ’apparition de tumeur. Les défauts de lactation observés chez les souris
TIFly", causant la mort des souriceaux, confirment la fonction clé de TIFly pendant la
gestation tardive et la lactation. De maniére intéressante, la cinétique d’expression de TIF1y
au sein de I’épithélium au cours du développement de la glande mammaire est presque
symétriquement opposée a celle des différentes isoformes du TGFP (Figure 22). Le
développement de la glande mammaire serait donc dépendant du méme type de régulation
temporelle et spatiale du signal TGFf présentée pour le développement embryonnaire précoce
(Dupont et al, 2005; Morsut et al, 2010).

La régulation de la lactation fait intervenir une hormone produite par I’hypophyse, la
Prolactine (PRL), requise pour la formation des structures lobuloalvéolaires et la
différenciation des cellules épithéliales alvéolaires nécessaires a la production de lait. La PRL
transmet son signal jusque dans le noyau grace a la reconnaissance de son récepteur
membranaire PRLR (PRL Receptor), active la protéine JAK2 (Janus Kinase 2) qui
phosphoryle STATS5 (Signal Transducer and Activator of Transcription 5). Les protéines
STATS phosphorylées se dimérisent, générant ainsi 1’entité fonctionnelle de la voie PRL qui
pénetre dans le noyau pour réguler la transcription de génes cibles. Nos travaux présentent un
nouveau mécanisme de régulation de la voie PRL par la voie du TGFf. Il est connu que les
protéines Smad activées par le signal TGF3 peuvent inhiber le recrutement du co-activateur
CBP (CREB-Binding Protein) par le dimere actif de STATS et ainsi inhiber la transactivation
des genes cibles de la PRL (Cocolakis ef al, 2008). Nos résultats montrent que la déplétion de
TIF1y réduit significativement la phosphorylation de STATS, induite par la voie PRL, et par
conséquent inhibe la transcription de genes cibles de PRL comme la B-caséine ou I’a-
lactalbumine. La protéine TIF1y peut donc contréler la phosphorylation de STATS en
régulant négativement les fonctions de Smad4 pendant la lactation. En effet, la déplétion de
TIF 1y interfére avec la voie de signalisation de PRL. Ce résultat est en accord avec une étude
montrant que la surexpression du TGFf spécifiquement dans la glande mammaire inhibe la
formation des structures lobuloalvéolaires et la lactation (Jhappan et al, 1993), mimant le

phénotype de I’inactivation de TIF1y. De plus, nous montrons que 1’action négative de la voie
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du TGF, passant par Smad4, sur la voie PRL peut également affecter le niveau d’expression
du récepteur a la PRL pour inhiber la transduction du signal PRL et empécher la lactation.
Toutes ces données montrent que les cellules sont capables d’interpréter des variations
subtiles de la signalisation du TGFp. En effet, au cours de la différenciation terminale des
cellules épithéliales mammaire, nécessaire a la lactation, le moindre signal TGFf, méme trés
faible, inhiberait la phosphorylation de STATS et interférerait ainsi avec la lactation. Au cours
de la différenciation terminale des cellules épithéliales mammaires, période pendant laquelle
les taux de TGFf sont déja trés bas, la protéine TIFly serait donc cruciale pour abolir
completement le signal TGF résiduel et ainsi permettre la lactation (Figure 23). Il serait
intéressant d’analyser les mécanismes par lesquels Smad4 inhibe la phosphorylation de
STATS pour comprendre a quel niveau TIF1y peut réprimer les fonctions de Smad4. 11 est
connu que les protéines SOCS (Suppressor Of Cytokine Signaling) inhibent la voie
JAK/STAT et ont une expression finement régulée au cours de la lactation et de 1’involution
(Le Provost et al, 2005). Apres avoir déterminer si 1’expression des SOCS est régulée par la
voie du TGFf et de manicre antagoniste par TIF1ly et Smad4, nous pourrions réaliser des
expériences d’immunoprécipitation de la chromatine afin de voir si TIF1y régule le temps de
résidence de Smad4 au niveau des promoteurs des SOCS, de la méme maniére que nous
I’avons montré au cours de la TEM induite par le TGFf, et ainsi étre essentiel pour la
lactation. Nos résultats montrent que la régulation du développement mammaire par le TGFf
illustre I’'importance des niveaux d’expression relatifs des protéines TIF1y et Smad4 pour la

régulation de la lactation.

Le TGFp est un puissant inducteur de la TEM. Cette transition des cellules épithéliales,
jointives et polarisées, en cellules mésenchymateuses de type fibroblastoide s’accompagne de
la dissociation des jonctions intercellulaires, de la réorganisation du cytosquelette d’Actine
corticale en larges fibres de stress ou encore de 1’acquisition de marqueurs mésenchymateux
et de capacités migratoires et invasives. Notre étude montre que I’inactivation de TIF1y dans
les cellules épithéliales mammaires renforce les caractéristiques mésenchymateuses induite
par le TGFP. Au contraire, I’inactivation de Smad4 bloque complétement le déclenchement
de la TEM induite par le TGFp. Nos résultats de transcriptomique indiquent que de nombreux
genes impliqués dans la régulation de la TEM sont régulés de maniére antagoniste par TIF1y
et Smad4. Ces genes représenteraient donc la signature de 1’effet répresseur de TIF1y sur

Smad4 au cours de la TEM induite par le TGFP. L’inactivation de TIF1ly augmente la
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fonction de Smad4 au cours de la TEM induite par le TGFf, démontrant encore une fois
I’importance des niveaux relatifs des protéines TIF1y et Smad4 pour la régulation de la TEM.
Nos résultats de transcriptomique montrent que I’inactivation de TIFly n’affecte pas la
fonction antiproliférative du TGFfB. Au vu des propriétés de type morphogene du TGFf et du
role de TIF1y pour Iinterprétation du signal Nodal par les cellules de I’embryon (Morsut ef al,
2010), I’effet cytostatique du TGFf nécessiterait une action prolongée des protéines Smad au
niveau des promoteurs de geénes cibles. D’autres réponses au signal TGFP, comme la
régulation de la TEM ou de la lactation, seraient plus complexes et feraient intervenir 1’action
de répression de TIFly sur Smad4. Cependant, une réponse au TGFf doit étre considérée
comme dynamique, ainsi 1’induction de la TEM serait couplée a un effet, plus précoce, sur
I’inhibition de la prolifération des cellules. Il serait intéressant d’étudier un modele cellulaire
dans lequel on inhiberait ’effet anti-prolifératif du TGFf pour analyser uniquement la
contribution de 1’action répressive de TIFly sur Smad4, afin de démontrer si un processus
aussi complexe que la TEM nécessite aussi bien ’effet suppresseur (inhibition de la
prolifération, induction de 1’apoptose) que promoteur de tumeur du TGFp (perte des jonctions

intercellulaires, réorganisation du cytosquelette,...).

Alors que I’expression de TIF1ly inhibe la transactivation dépendante du TGFf, la
protéine Smad4 est libre d’interagir avec les R-Smads activées dans les cellules déplétées
pour TIF1y, conduisant a une réponse au TGFf plus importante. Le ratio d’expression des
protéines TIF1y et Smad4 est donc essentiel pour réguler la réponse transcriptionnelle induite
par le signal TGFp. En collaboration avec I’équipe du Dr Nathalie Théret de 1’Université de
Rennes, nous avons généré un modele mathématique en intégrant les dernieres données sur la
régulation négative de TIFly sur Smad4 a partir des modeles pré-existants. Notre modele,
basé sur la formation transitoire d’un complexe ternaire composé de Smad2/3, Smad4 et
TIF1y, réconcilie la fonction d’ubiquitination de Smad4 par TIF1y (Dupont ef al, 2009) avec
la vision de Massague quant a la formation d’une branche transcriptionnelle gérée par TIF1y
associ¢ aux R-Smads activées (He et al, 2006). Nous avons validé expérimentalement ce
modele grace a une stratégie d’ARN interférence visant a faire varier le ratio TIF1y/Smad4
dans les cellules pour observer I’effet sur la réponse au TGFf en terme d’activation de
I’expression de geénes cibles impliqués dans la TEM. Nos résultats soulignent encore une fois
I’importance de TIF1y pour orchestrer les effets pléiotropes de la voie de signalisation du

TGFf en fonction du contexte cellulaire. TIF1y permettrait donc de définir un large éventail
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de réponses au TGFf en prenant en compte a la fois le niveau d’expression de Smad4 et la
durée de stimulation par le TGFf. Par exemple, dans les progéniteurs éryhtroides, la branche
canonique Smad4-Smad2/3 régulerait la prolifération alors que la branche TIF1y-Smad2/3

activerait la transcription des génes de la différenciation (He ef a/, 2006).

TIF1ly est donc un régulateur essentiel de I’activité transcriptionnelle du TGFf
dépendante de Smad4. Ces données montrent également que le ratio d’expression des
protéines TIF1y et Smad4 détermine la réponse au TGFf. En effet, notre modele présente une
interaction rapide de TIF1y avec le complexe Smad2-Smad4 activé par le TGF pour former
le complexe ternaire qui, aprés 1’ubiquitination de Smad4 par TIF1y, se dissocie pour libérer
Smad4 monoubiquitiné et le complexe TIF1y-Smad2. Smad4 peut alors étre recyclé dans la
voie du TGFp par I’action de la déubiquitinase FAM/USP9x. Pour comprendre la complexité
de la voie de signalisation du TGFp et tenter de prédire les réponses cellulaires, de nouveaux
modeles devront intégrer a la voie canonique du TGFf les voies indépendantes des Smads,
ainsi que les événements épigénétiques. En effet, des études récentes ont montré que les
modifications d’Histone servent de plateforme reconnue par le domaine PHD et le
Bromodomaine de TIF1y, comme le confirme la structure cristallographique de cette liaison a
la chromatine (Xi ef al, 2011; Agricola et al, 2011). De plus, des travaux récents mettent en
lumiere I’importance des modifications épigénétiques dans la régulation de différents genes
cibles du TGFP (Bruna et al, 2007; Hannigan ef al, 2010). Les modifications épigénétiques
pourraient donc dessiner une signature permettant une action de TIFly indépendante de
Smad4, par la reconnaissance conjointe de motifs spéciaux de la chromatine par TIF1y et de
SBE par les R-Smads, c’est pourquoi il serait intéressant d’analyser les réponses que pourrait
réguler le complexe TIF1y-Smad2/3 issu du complexe ternaire. Nous pourrions pour cela
réaliser une analyse transcriptomique de cellules éteintes pour 1’expression de TIF1y et/ou de
Smad2/3 et traitées au TGFf. Les premiers travaux de Massague ont permis d’identifier un
destin transcriptionnel du complexe TIF1y-Smad2/3 régulant la différenciation érythroide de
manicre indépendante du complexe de la voie canonique du TGFP (He ef al, 2006). De plus,
nos résultats de transcriptomique montrent que si la majorité des genes dépendants du TGFf3
dont I’expression est induite ou réprimée par TIF1y I’est aussi par Smad4, il existe cependant
une proportion non-négligeable de geénes dont I’expression est régulée par le TGFf
exclusivement dépendants de TIFIy. On peut donc penser que dans certains contextes (par

exemple un contexte tumoral), des événements €pigénétiques favoriseraient ou au contraire
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inhiberaient I’expression d’un programme orchestré par la protéine TIF1y en association avec

Smad2/3.

Les modifications post-traductionnelles des récepteurs au TGFf et des protéines Smad
jouent un rdle important dans la régulation fine de la transduction du signal (Xu et al, 2012).
La SUMOylation affecte une pléthore de substrats protéiques et peut réguler la localisation
subcellulaire, la fonction, la stabilité ou encore les interactions du substrat. Cette modification
peut donc contrdler divers processus cellulaires comme la transcription, la réplication ou
encore la réparation de I’ADN (Gareau & Lima, 2010). La SUMOylation affecte les acteurs
de la voie du TGF@ et, suivant le substrat, régulerait positivement ou négativement la réponse
au TGFB. Par exemple, la SUMOylation du récepteur de type I stabilise le recrutement de
Smad2/3, se traduisant par une action positive sur la réponse cellulaire au TGFf (Kang et al,
2008). De manicre intéressante, une mutation inhibant la SUMOylation de TPRI a été
associée a un phénotype métastatique de cancer du sein, faisant pour la premiere fois
’association entre cette modification post-traductionnelle et la progression tumorale (Chen et
al, 1998a; Kang et al, 2008). La SUMOylation de Smad3 stimule son export nucléaire et
inhiberait donc la voie du TGFP (Imoto et al, 2008). La SUMOylation de Smad4 a beaucoup
été étudiée et les conséquences de cette modification sont controversées. Pour certains, la
SUMOylation entrerait en compétition avec l’ubiquitination de Smad4, empécherait la
dégradation de Smad4 et augmenterait ainsi I’activité transcriptionnelle de Smad4 (Lin ef al,
2003b; 2003a; Lee et al, 2003; Liang et al, 2004). Cependant, d’autres travaux montrent
qu’au contraire, la SUMOylation réprime 1’activité transcriptionnelle de Smad4 en recrutant
le répresseur Daxx (Death domain-associated protein 6) ou en relocalisant Smad4 (Long et al,
2004; Chang et al, 2005; Miles et al, 2008). L’effet global de cette modification sur la voie de

signalisation du TGFf est donc complexe.

Nous nous sommes intéressés au role éventuel de la SUMOylation de TIF1y sur son
action répressive de la voie du TGFp. Nous montrons tout d’abord que TIF1y est SUMOylé
sur quatre résidus Lysine conservés au cours de 1’évolution (Lys-776, 793, 796, 839). Nous
confirmons que cette modification se déroule dans le noyau grace a I’action de I’enzyme de
conjugaison Ubc9 et de la ligase PIAS1. De maniére intéressante, ces sites fonctionnels de
SUMOylation sont localisés dans le domaine middle de TIF1y, qui a été décrit comme étant le
domaine d’interaction avec les protéines Smad (He et a/, 2006). Nos résultats confirment que

I’expression de TIF1y crée une compétition avec Smad4 pour lier les R-Smads activées par le
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TGFP. L’absence de SUMOylation, mimée par la mutation des quatre sites fonctionnels, rend
TIF 1y incapable d’inhiber la formation du complexe Smad4-Smad2/3 et favorise I’interaction
de TIF1y avec Smad4. De plus, a 1’aide de tests transcriptionnels utilisant la luciférase dont
I’expression est contrélée par un promoteur répondant aux Smads, nous montrons que le
mutant non SUMOylable de TIF1y réduit significativement la capacité de TIF1y a réprimer la
réponse au TGFf. Nos résultats suggerent donc que la SUMOylation de TIF1y est nécessaire
a son action répressive sur Smad4 (Figure 24). Des expériences d’immunoprécipitation de la
chromatine afin d’observer le recrutement de TIF1y et Smad4 sur le promoteur du géne cible
du TGF PAI-1 (Plasminogen-Activator Inhibitor 1) confirment que TIF1y agit en limitant le
temps de résidence de Smad4 au niveau de ’ADN. De maniére intéressante, le mutant de
SUMOylation de TIF1y n’est pas capable d’interférer avec la durée de recrutement de Smad4
sur le promoteur de PAI-1. Ces travaux mettent donc en lumiere que la SUMOylation de
TIF 1y renforcerait I’activité répressive de TIF1y sur Smad4 dans la voie du TGFf. Une étude
trés récente, qui décrit une technique de souris « knock-in » exprimant Hisc-HA-SUMOI
visant a identifier a I’échelle globale les substrats modifiés par SUMOylation (Tirard et al,
2012), est venue confirmer que TIF 1y fait partie de la longue liste des protéines SUMOylées.
Il serait intéressant de croiser ces souris avec un modele prédisposant aux tumeurs
mammaires afin d’observer si TIF1y est plus ou moins SUMOyIé dans un contexte tumoral. Il
est trés difficile d’observer les niveaux de SUMOylation de TIF1y, que ce soit sur des lysats
protéiques de tumeurs, ou en immunohistochimie. Nous sommes donc en train de rechercher
des mutations des sites fonctionnels de SUMOylation dans la séquence de TIFly dans un
panel de 80 tumeurs, ce qui pourrait nous informer sur des dérégulations de la SUMOylation
de TIFly dans le contexte tumoral. Nous sommes également en train de caractériser des
lignées tumorales mammaires dans lesquelles nous avons surexprimé les formes sauvages ou
mutées de TIFly afin d’analyser I’effet de la SUMOylation de TIFly sur la migration,

I’invasion et la croissance tumorale.

Récemment, 1’équipe de Caroline Hill a proposé un modele dans lequel I’activité de
TIF1y sert a dicter le temps de résidence du complexe Smad activé au niveau des promoteurs
de génes cibles du TGFp (Agricola et al, 2011). Dans ce mode¢le, 1’activité ubiquitine ligase
de TIFly nécessite la reconnaissance entre les domaines PHD et Bromodomaine avec
I’Histone H3 modifié. La protéine TIF1y ainsi activée dissocie le complexe transcriptionnel

du promoteur en ubiquitinant Smad4. Nous pouvons penser que la SUMOylation de TIF1y
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renforce la liaison a la chromatine en réponse au TGFp et donc favorise 1’effet répresseur de
TIF1y sur la réponse au TGFf dépendante de Smad4. Il serait donc intéressant de tester les
affinités des différents mutants de SUMOylation de TIF1y, grace a des expériences de pull-
down avec des peptides d’Histone H3 modifiés, afin de compléter le modele proposé par

I’équipe de Caroline Hill (Agricola ef al, 2011).

La protéine TIFly peut également interagir avec les R-Smads phosphorylées en
compétition avec Smad4 (He et al, 2006). L’équipe de Massagué a récemment montré que le
complexe ainsi formé reconnait des modifications spécifiques de la chromatine (H3K9me3-
K18ac) avec une plus grande affinité que le répresseur HP1y (Heterochromatin Protein 1y).
Cette substitution de régulateurs entraine ’ouverture de la chromatine, permettant ainsi
I’accés du complexe transcriptionnel Smad4-Smad2/3 au niveau des promoteurs de genes
cibles de I’Activine régulant la différenciation des cellules souches (Xi et al, 2011). Dans ce
contexte, la protéine TIF1y semble donc coopérer avec Smad4 pour lui faciliter I’accés au
promoteur des génes de la différenciation Gsc et MixlI. L’équipe de Massagué a clairement
identifié un groupe de génes dont 1’expression, induite par Nodal, nécessite la protéine TIF1y.
En revanche, toutes les autres études, dont nos travaux, montrent que I’inhibition de
I’expression de TIF1y favorise la réponse au TGFf} passant par Smad4, que ce soit au niveau
transcriptionnel ou phénotypique (se traduisant pas I’induction de la TEM, I’inhibition de la
lactation ou la différenciation du mésoderme chez le Xénope et la Souris) (Dupont et al, 2005;
2009; Agricola et al, 2011; Morsut et al, 2010; He ef al, 2006). De plus, il a été montré que
TIF1y est un régulateur de I’élongation de la transcription des genes de la différenciation
¢érythroide dans les progéniteurs hématopoiétiques (Bai et al, 2010; 2013). Cette fonction de
TIF1y, faisant intervenir le complexe transcriptionnel spécifique SCL et les facteurs
d’¢élongation pTEFb et FACT et régule la phosphorylation de I’ARN polymérase II, est
conservée du Zebrafish a la Souris. Il serait important d’analyser si ces deux mécanismes de
régulation de la transcription par TIF1y pourraient étre deux fonctions différentes d’un méme
complexe, régulées par des modifications telles que la SUMOylation. Pour cela, il sera
intéressant de réaliser des expériences d’immunoprécipitation de la chromatine avec la forme
sauvage ou mutée de TIF1y et les protéines des complexes d’¢longation de la transcription
pour analyser le recrutement sur les promoteurs de geénes de la différenciation érythroide
comme gatal ainsi que sur ceux des genes cibles du TGFf. En effet, les auteurs n’excluent

pas que le TGFp puisse réguler ce réle de TIF1y dans 1’¢longation de la transcription.
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Nos résultats suggerent que 1’activité de répresseur transcriptionnel de TIF 1y nécessite
sa SUMOylation, la méme observation a été¢ décrite pour TIF13 (Mascle et al, 2007). La
SUMOylation de TIF1p est requise pour recruter et stimuler I’activit¢ de I’Histone méthyl-
transférase SETDBI1 et du facteur de remodelage de la chromatine CHD3 responsable de la
répression transcriptionnelle (Ivanov ef al, 2007). De la méme maniére que la SUMOylation
de TIF1p régule la répression de la transcription médiée par le domaine KRAB (Krueppel
Associated Box), la SUMOylation de TIF1y régulerait la répression transcriptionnelle de la
voie de signalisation du TGFf en inhibant la formation du complexe transcriptionnel Smad et
en limitant temporellement son recrutement au niveau du promoteurs des genes cibles. TIF1y
pourrait également recruter d’autres facteurs régulant 1’état de la chromatine comme montré
lors de I’élongation de la transcription (Bai ef a/, 2010; 2013). Une réponse transcriptionnelle
optimale a un signal donné nécessite des interconnections trés dynamiques entre les facteurs
de transcription et leurs co-régulateurs. D’autres études devront analyser en détail le role de la
SUMOylation sur la voie du TGFf, mais la dynamique de SUMOylation/déSUMOylation

serait un moyen de réguler I’effet de TIF1y sur les fonctions de Smad4.

Le systéme de la SUMOylation peut étre régulé par des modulations de I’expression
ou de I’activité des différentes enzymes. Par exemple, la transcription de plusieurs genes de la
machinerie SUMO est activée au cours de la différenciation des kératinocytes (Deyrieux et al,
2007). Une augmentation de I’activité de SUMOylation a également été observée en réponse
a différents stimuli comme le stress oxydatif (Zhou ef al, 2004). La stabilité des enzymes de la
SUMOylation représente un autre niveau de régulation. Il a également ét¢ montré que la
SUMOylation de la conjugase Ubc9 altererait sa spécificité a cibler des substrats particulier
(Knipscheer et al, 2008). De plus, des déséquilibres de la balance entre SUMOylation et
déSUMOylation pourraient contribuer a I’initiation et a la progression tumorale. De
nombreux travaux abordent cette relation entre SUMOylation et cancer. Par exemple, une
augmentation de 1’expression des déSUMOylases SENP1 et SENP3 est observée dans le
cancer de la prostate, favorisant plutot la déSUMOylation des substrats. Dans le cancer du
sein, une augmentation de 1’expression de PIAS3 et Ubc9 ainsi qu’une baisse d’expression de
SENP6 sont retrouvées (Bawa-Khalfe & Yeh, 2010), et la surexpression d’Ubc9 favorise la
croissance tumorale (Mo et al, 2005). Il est aujourd’hui évident que la SUMOylation est un
régulateur important de 1’homéostasie cellulaire et 1’étude des mécanismes régulant cette

modification est essentielle pour comprendre de nombreux processus cellulaires.
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Par exemple, la protéine Smad4 est nécessaire a la TEM induite par le TGFf dans les
cellules épithéliales mammaires. Nos travaux concernant I’expression de TIF1y sous sa forme
sauvage ou mutée pour les sites de SUMOylation démontre que la SUMOylation de TIF1y est
requise pour inhiber les fonctions de Smad4 et donc la TEM induite par le TGFB. Comme
nous venons de le voir, la balance de SUMOylation/déSUMOylation peut étre plus ou moins
déséquilibrée et ainsi conduire au développement de pathologies. D’autant plus que
I’implication de TIF1y dans la tumorogenése a été décrite dans plusieurs travaux. En effet, la
perte de I’expression de TIF1y favorise I’apparition de tumeurs du pancréas, du foie ou encore
de leucémie myélomonocytaire chronique et une étude montre que, au contraire, la
surexpression de TIF1y est corrélée a un mauvais pronostic dans le cancer colorectal (Vincent
et al, 2009; Herquel et al, 2011b; Aucagne et al, 2011; Jain et al, 2011). Dans le but
d’analyser le role de TIF1y dans la tumorogenése mammaire, nous sommes actuellement en
train d’analyser D’expression protéique de TIFly, du TGFB et de Smad4 par
immunohistochimie sur une cohorte d’environ 240 tumeurs mammaires dont nous disposons
des données clinico-biologiques pour les études statistiques de corrélation. Nous analyserons
¢galement 1’expression de ces protéines dans le front invasif des tumeurs, ou la régulation de
la TEM est trés importante. Nous n’avons pas observé d’apparition de tumeurs mammaires
chez nos souris inactivées pour I’expression de TIF1y dans la glande mammaire. Ce constat
n’est pas surprenant au vu du puissant effet anti-prolifératif connu du TGFf, passant par
Smad4, au niveau de I’épithélium mammaire. Il serait intéressant de croiser ces souris avec un
modele prédisposant aux tumeurs mammaires comme le modéle murin exprimant 1’oncogene
Her2/Neu spécifiquement dans la glande mammaire (modéle MMTV-Neu), afin d’observer
un effet de TIF1y sur le développement tumoral mammaire, dépendant ou indépendant de la
voie du TGF.

Dans notre cas, la régulation de la SUMOylation de TIF1y pourrait donc étre un
moyen de réverser le processus de TEM au cours de la progression tumorale. Dans la méme
idée que le travail présentant le modéle d’activation d’'une TEM réversible ou irréversible par
I’induction de I’expression de Twistl (Tsai ef al, 2012), il serait intéressant de réaliser des
expériences de xénogreffe sous-cutanée chez la souris immunodéprimée de cellules
épithéliales mammaires exprimant un shARN dirigé contre TIF1y de maniére inductible par la
doxycycline. Le TGFp autocrine serait suffisant pour déclencher la TEM des cellules éteintes
pour TIFly. Une administration orale ou localisée de doxycycline permettrait de mimer

respectivement une TEM irréversible ou réversible par la réexpression de TIF1y aprés que la
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cellule tumorale ait quittée la tumeur primaire. L’étude de la réversion de la TEM, corrélée a
la compréhension de la régulation de la dormance des cellules tumorales, devrait permettre de

mettre en lumicre des mécanismes pouvant servir de nouvelles cibles thérapeutiques.

En outre, il ne fait nul doute que la protéine TIF1y puisse agir indépendamment de la
voie du TGFf, comme le montrent de nombreux résultats sur I’hématopoic¢se par exemple
(Kusy et al, 2011; Bai et al, 2013; Monteiro et al, 2011), ainsi que nos résultats de
transcriptomique dans lesquels un nombre important de geénes régulés par TIFly sont
indépendants de la stimulation au TGFf. Il serait intéressant d’analyser I’effet de la
SUMOylation de TIFly par exemple sur la régulation des activités transcriptionnelles des
chefs d’orchestre de I’hématopoicse que sont les protéines TAL1 et PU.1 (Kusy et al, 2011).
De plus, les travaux impliquant TIF1y dans la tumorogenése hépatique, colorectale ou dans la
LMMC n’ont pas étudier de liens avec la voie du TGFP dans ces contextes tumoraux
(Herquel et al, 2011b; Jain et al, 2011; Aucagne et al, 2011). La protéine TIFly étant une
ubiquitine ligase, il serait également intéressant de rechercher ses autres substrats, en ne se
restreignant pas a la voie du TGFf, par exemple en comparant les interactomes de la protéine
TIF1y sauvage et d’un mutant du domaine RING, afin d’identifier d’autres voies de

signalisation dans lesquelles TIF1y pourrait étre impliqué par son role dans 1’ubiquitination.

En conclusion, I’étude de la SUMOylation de TIF1y a mis en évidence un nouveau
niveau de régulation des fonctions de la protéine TIF1y sur Smad4. Cependant, le premier
niveau de régulation des réponses cellulaires au signal TGFf reste 1’expression relative des
protéines TIF1y et Smad4, comme le montre la plupart des travaux et en particulier notre
¢tude de modélisation de la voie de signalisation du TGFf qui est la seule a étudier les
variations des ratios d’expression TIF1y/Smad4. Peu de choses sont connues a ce jour sur la
régulation de I’expression de TIFly ou de Smad4. La méthylation du promoteur de TIF1y
serait un des mécanismes régulant 1’expression de TIF1y, comme le montre une étude sur la
LMMC ou ce processus serait a ’origine de la perte d’expression de TIF1y chez 35% des
patients (Aucagne et al, 2011). Il sera primordial de connaitre quels signaux et dans quels
contextes les expressions des protéines TIF1ly et Smad4 sont modulées afin de mieux
comprendre les différentes réponses de la cellule au TGFf, pour par la suite intégrer ces

données sur la SUMOylation de TIF1y.
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Récepteurs Molécules régulatrices

Ligand TypeIl Typel R-Smads Co-récepteurs (interaction directe avec le ligand)
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ALK-6 KCP: Kielin/Chordin-like Protein SOST: Sclerostin
FLRG: Follistatin-Related Gene USAG-1: Uterine Sensitization-Associated Gene-1

* :Requis; * :Lié¢ ala membrane plasmique

Tableau 1 : Les différents membres de la superfamille du TGFp et les
protéines impliquées dans leur voie de signalisation respective

Ce tableau récapitule la classification des difféerents membres de la superfamille du TGFp (en
vert), les complexes de récepteurs associés a chaque membre (récepteur de type Il en bleu et
récepteur de type I en violet), les protéines Smad associées aux récepteurs (en orange) ainsi
que les éventuels co-récepteurs connus. Enfin, ce tableau présente une liste des molécules

régulant directement [’activité ou la disponibilité du ligand.
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Figure 1 : Représentation phylogénétique de la superfamille du TGFf
(extrait de Weiskirchen et al, 2009, Frontiers in Bioscience)

Sur la base de leurs caractéristiques structurelles, les 40 membres de la famille des TGF[3
chez les Mammiferes sont subdivisés en (i) TGFp, (ii) Activines / inhibines, (iii) les Bone

Morphogenetic Protein (BMPs) / facteurs de croissance et de différenciation (GDFs), et (iv)

le groupe plus distant des ligands GDNF.
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Figure 2 : Représentation schématique de la biosynthése
et de la maturation du TGFf1

Le gene tgfPBl constitue de 7 exons permet la synthese d’une forme biologiquement inerte : le
pré-pro-TGFfI1. Apres clivage du peptide signal, le pro-TGFfI subit un clivage par une
endopeptidase de type furine convertase dans [’'appareil de Golgi. Le domaine C-terminal
donne naissance au monomere de TGFpI et la partie N-terminal correspond au LAP
(Latency Associated Protein). Le petit complexe latent du TGF est formé de [’association du

dimere de TGF 1 au dimere de LAP grdce a des liaisons Hydrogene.
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Figure 3 : Représentation schématique du grand complexe latent du TGFf1
(d’apres Annes et al, 2003)

Le petit complexe latent du TGFBIl s’associe a la glycoprotéine soluble LTBP (Latent

TGFBI-Binding Protein) pour former le grand complexe latent du TGF1. Les motifs riches

en residus Cystéine de la protéine LTBP permettent la liaison du grand complexe latent a des

protéines de la matrice extra-cellulaire telles que le collagene, la fibronectine, l’élastine ou la

fibrilline.
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Figure 4 : Représentation schématique des étapes d’activation
des récepteurs au TGFf

Les récepteurs de type I (TPRI) et de type Il (TPRII) au TGFp existent sous forme
monomeérique au niveau de la membrane plasmique. La liaison du dimere actif de TGFf
entraine [’homodimérisation du TPRII et le recrutement d’'un homodimere de TPRI.
L hétérotetramérisation du récepteur au TGFp permet la transphosphorylation des domaines
GS (riches en résidus Glycine et Sérine) de TPRI par les domaines kinases de TPRII, ce qui
releve [’inhibition par FKBP12 (FK506-Binding Protein) et rend TPRI actif pour recruter des

protéines adaptatrices et les Smads.
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Figure 5 : Représentation schématique de la structure des protéines Smad
impliquées dans la voie canonique du TGFf

Dans la voie du TGFp, la famille des protéines Smad comprend les R-Smads (Receptor-
activated Smads) que sont Smad2 et Smad3, la Co-Smad Smad4 (Common-Smad) et les I-
Smads (Inhibitory Smads) que sont Smad6 et Smad7. Les protéines Smad sont structurées en
deux domaines MHI et MH2 (Mad-Homology) situés respectivement en N-terminal et en C-
terminal, relies par un domaine Linker. Le domaine MHI, absent des protéines I-Smads,
permet la liaison a I’ADN et [’interaction avec des co-régulateurs transcriptionnels. Le
domaine MH2 des R-Smads contient le site SXSS de phosphorylation par le TBRI qui est le

déclencheur de la transduction du signal TGFp.
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Figure 6 : Représentation schématique de la voie de signalisation
canonique du TGFf

Sous [’action du ligand TGFf qui active le complexe de récepteurs, les protéines Smad?2 et
Smad3, sous formes repliées inactives, sont recrutées et phosphorylées par le domaine kinase
de TPRI. Les R-Smads ainsi activées se complexent a Smad4 pour former [’entité
fonctionnelle de la voie canonique du TGF[3 : le complexe transcriptionnel hétéro-trimérique

qui se transloque dans le noyau et lie I’ADN au niveau des promoteurs de genes cibles du

TGFB.



Partenaire Sn’l_ad (domalne Mécanisme d’action
d’interaction)

tHLH family

E2F4/5 Smad3 (MH2) Recruitment of p107 to Smad3 to repress
the c-myc gene

Max Smad3 (MHI) Max inhibits transcription activation by
Smad3

MyoD Smad3 Interference of MyoD/E protein/DNA

(MH1-linker) complex formadon

TFE3 Smad3/4 Synergistic cooperation on TGF-p target
genes such as PAI-1, Smad7

bZIP family

ATE2 Smad3/4 (MH1) Stumulation of ATF2 transactivation

ATF3 Smad3 (MII2) Repression of the Id1 promoter

c-Fos Smad3 (MH2) Cooperation on AP-1-dependent TGF-8

target genes

c-Jun, JunB, JunD

Smad3 (MH]I),
Smad4

Positively and negatively regulate Smad
activity

CEBPq, 8, 8 Smad3 (MH1) Smad3 inhibits CEBP’ transactivation

Forkbead family

FoxH1/FAST Smad2/3 Formation of activin-responsive factors on
the activin-responsive promoters

FoxO Smad2/3 Regulation of p2 1Cip!

Homeodomain protein family

DIx1 Smad4 Inhibits Smad4 signaling
Hoxc-8 Smadl Relief of Hoxc-8-dependent repression
(MH1-linker), Inhibition of Smadl-Hoxc-8 interaction
Smadé6 (MH2)
Milk/Mixer Smad2 (MII12) Recruitment of Smad2/Smad#4 activators to

the activin-responsive complex

Nudlear receptor family

Androgen receptor
(AR)

Smad3 (MH2)

Reciprocal inhibition of Smad3
DNA-binding activity and of AR activity

ES[’I’OgEI’l receptor

Smad1/3/4(MH2)

Repression of Smad target genes

Glucocorticoid Smad3 (MH2) Inhibition of Smad3 transactivation activity
receptor

HNF4 Smad3/4 Cooperative activation

RXR Smad3 (MH2)

Vitamin D3 Smad3 (MHI) Coactivation of ligand-induced
receptor transactivation of vitamin D receptor

Runx family

CBFA1/Runx2/AML | Smadl/2/3/5 Cooperative activation of BMP responses;

(MH2) regulation of immune responses

Tableau 2 : Liste des facteurs de transcription interagissant avec
les protéines Smad (d’apres Feng & Derynck, 2009)



Smad (domaine

Partenaire i) Mécanisme d’action
Zinc finger protein family
GATA3 Smad3 Recruits Smad3 to GATA sites to
cooperatively activate transcription
GATA4,5,6 Smadl Cooperate in the regulation of Smad7 and
Nkx2.5
GliAC-ter Smad1/2/3/4 Unknown
OAZ Smad1/4 (MH2) Formation of BMP-responsive activator
complex
Spl Smad2 (MHI) Cooperative activation of T'GF-8 target
Smad4 (MH2) genes, e.g., pISInHB, p21©GP! Smad7,
PAI-1, and collagen
YY1 Smadl, Smad4 Complex with Smads and GATA
(MH1)
ZNF198 Smad3 (MH2) Unknown
Otbhers
B-catenin Smad1/4 Wht-dependent activation of LEF1 target
genes
HIF-l« Smad3 (MH1, Cooperation of TGF-8 with hypoxia
MH?2) pathway and angiogenesis
IRF-7 (IRFEs) Smad3 (MH2) Smad3 activation of IRF-7 transactivation
function
Lefl/TCF Smad1/2/3/4 (MHI, | Smad coactivation of LEF1 signaling
MH2)
MEF2 (MADS box) | Smad3 Smad3 represses the transcription activity of

MEFR2

Menin Smad2/3 (MH2) Facilitate Smad DNA binding

NF«B p52 Smad3 Coactivation of kB site

NICD Smad1/3 (MH2) Coactivation of NICD-RBP-Jk complex to
regulate the Notch targets

p53 Smad2/4 Synergism and antagonism

Pax8 Smad3 Smad3 reduces Pax8 DNA binding

SRF Smad3 Mediate TGF-8-induced SM22«

transcription

Tableau 2 (suite) : Liste des facteurs de transcription interagissant avec

les protéines Smad (d’apres Feng & Derynck, 2009)
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Figure 7 : Représentation schématique de ’activation de voies
non canoniques par le TGFf

Le ligand TGFf peut, via son récepteur tétramérique, activer de nombreuses voies de
signalisation indépendantes des protéines Smad. Par exemple, la phosphorylation de TSRI
peut recruter les protéines adaptatrices Shc (Sh2 domain containing protein) et Grb2
(Growth factor receptor binding protein 2) pour activer la voie Erk-MAPK (Mitogen-
Activated Protein Kinase). Le récepteur au TGFf peut aussi activer les voies PI3K-Akt
(Phospholnositide 3 Kinase) et les voies des petites protéines G Rho, Rac/Cdc42 pour jouer

sur le cytoquelette et ’adhésion cellulaire.
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Figure 8 : Représentation schématique des voies d’internalisation
des récepteurs au TGFf

En absence de leur ligand, les récepteurs au TGF de type I (TPRI) et de type Il (TPRII) sont
internalisés puis recycles par le systeme endosomal pour retourner a la membrane plasmique.
Les récepteurs activés par le ligand peuvent étre localisés au niveau de puits de clathrine
associée a la protéine adaptatrice AP2, ce qui leur permettra d’étre internalisés dans les
endosomes précoces positifs pour EEA-1 (Early Endosome Antigen 1), conduisant a
l’activation de la voie du TGFp grdce a la présence de régulateurs positifs comme SARA
(Smad Anchor for Receptor Activation) ou cPML (cytoplasmic ProMyelocytic Leukemia). Les
récepteurs se trouvant au niveau de rafts lipidiques sont endocytés dans des caveolae, ce qui
conduit a leur dégradation par le lysosome ou ['inhibition de la voie du TGFp par le

recrutement des inhibiteurs Smad7 ou Smurf2.



Figure 9 : Représentation schématique de ’activation de la régulation des
protéines Smad (extrait de Xu et al, FEBS Letter, 2012)

Les fleches grises illustrent la signalisation des protéines Smad et les fleches bleues indiquent
la navette nucléo-cytoplasmique ainsi que leur dégradation. L activation des R-Smads par le
TBRI induit la formation du complexe trimérique R-Smads/Smad4, qui est importé dans le
noyau pour réguler la transcription de genes cibles du TGFf. La phosphorylation des R-
Smads sur d’autres sites que le domaine SXSS en C-terminal inhibe la translocation nucléaire
du complexe Smads ou favorise leur dégradation, se traduisant par [’inhibition de la réponse
au TGFp. Diverses modifications post-traductionnelles modulent le devenir du complexe
Smads dans le noyau et contrélent la balance entre formation et dissociation du complexe,

déterminant ainsi la réponse au signal TGFf3 en fonction du contexte cellulaire.



Partenaire

Smad (domaine
d’interaction)

Fonction

Co-activateurs

ARC105 Smad2/3/4 (MH2) Component of the ARC/Mediator
CBP/p300 Smad1/2/3 (MH2) Modulate chromatin structure and bridging
Smad3 (linker) TGF-B-independent transactivation function
Smad4 (SAD) Smads with basic transcription machinery
GCNj5 Smad1/2/3/5 Modulation of chromatin structure
MSGI Smad4 (MH2) Actvation of CBP/p300-dependent
transcription
PCAF Smad2/3 (MH2) Modulation of chromatin structure and
stimulation of CBP/p300-dependent
transcription
SKIP Smad2/3 Derepression of Ski/SnoN?
(Linker-MH?2)
SMIF Smad4 Enhanced Smad4 coactivator function
Swift Smad2 Enhanced Smad2 transactivation function
ZEBI Smadl1/2/3/5 (MH2) Promotes the formation of a p300-Smad

transcriptional complex

Co-répresseurs

c-Myc Smad2/3 (MH2) Inhibition of Smad-Sp1 activator complex

c-Ski, SnoN Smad2/3/4 (MH?2) Recruits N-CoR, mSin3 and HADC

Evi-1 (ZF) Smad1/2/3/4 (MH2) Evi-1 is a zinc finger protein and recruits CtBP
to repression complex

SNIP1 (FHA) Smadl/2/4 Inhibition of Smad4-p300 complex formation

TGIF (HD) Smad2 (MH?2) Recruits CtBP and HDAC

Tob Smad1/5/8/4 Targeting of BMP R-Smad to nuclear body

Smad2/4 Enhancement of Smad4 DNA-binding

YB-1 Smad3 Disrupt Smad3-DNA and Smad3-p300
interactions

ZEB2/S1P1 Smad1/2/3/5 (MH2) Recruitment of CtBP

Tableau 3: Liste des co-activateurs et co-répresseurs transcriptionnels
des protéines Smad (d’apres Feng & Derynck, 2009)
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Figure 10 : Structure des protéines de la famille TRIM
(extrait de Meroni, TRIM/RBCC proteins, 2012)

Les 12 sous-familles de la famille TRIM (TRIpartite Motif) sont caractérisés par une structure
proche (domaine TRIM/RBCC en N-terminal : domaine RING, boites B et domaine Coiled-

coil) et possedent tous une activité ubiquitine ligase grdce a leur domaine RING.
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Figure 11 : Structure des protéines de la famille TIF1

Les protéines de la famille TIFI (Transcriptional Intermediary Factor 1) possédent une
structure caractéristique composée du domaine TRIM/RBCC en N-terminal, d’un domaine
Middle et de domaines PHD (Plant Homeobox Domain) et Bromodomaine en C-terminal. Les
différents membres posséedent la signature TSS (TIF1 Signature Sequence) et présentent une
forte identité au niveau de leurs séquences en acides aminés (indiquée en pourcentage en gris,
pas de donnée pour TIF15). Le domaine Middle est le moins conservé entre les différents

membres de la famille. De manieére intéressante, ce domaine est le domaine d’interaction

entre TIF1y et les protéines Smads dans la voie de signalisation du TGFp.
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Figure 12 : Structure et fonction des domaines de la protéine TIF1y

La protéine TIF 1y posséde, de [’extrémité N-terminale a l’extrémité C-terminale, un domaine

RING responsable de son activité ubiquitine ligase, notamment sur Smad4, de deux domaines

appelés boites B (Bl et B2), d’'un domaine Coiled-coil nécessaire a [’oligomérisation

notamment avec TIF1a, d’un domaine Middle connu pour étre le domaine d’interaction avec

les protéines Smad2 et Smad3, et de domaines permettant la liaison de TIF1y a I’ADN par

reconnaissance de modifications de [’Histone H3 (domaines PHD et Bromodomaine). Le site

de localisation nucléaire (NLS) de TIF1y est localisé en C-terminal (acides aminés 1113 a

1118).
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Figure 13 : Représentation schématique du role d’ubiquitine ligase de
TIF1y dans la régulation de la voie du TGFf (Modele de Dupont et al, 2009)
Les protéines R-Smads activées par le signal TGF[3 se complexent a Smad4 et forment [’entité
fonctionnelle de la voie du TGF P qui pénétre dans le noyau pour réguler la transcription de
genes cibles. L’équipe de Piccolo a montré que par son activité ubiquitine ligase, la protéine
TIF1y nucléaire est responsable de la monoubiquitination de Smad4, conduisant a la
dissociation du complexe R-Smads/Smad4 et a [’export nucléaire de Smad4, mettant ainsi fin
a la signalisation canonique. Cette équipe a également identifié la déubiquitinase
cytoplasmique FAM/USP9x qui s oppose a [’action répressive de TIF'1y en rendant a nouveau

Smad4 disponible pour répondre au signal TGFp.
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Figure 14 : Représentation schématique du role de TIF 1y dans la régulation
de la voie de signalisation du TGFB (Modele de Agricola et al, 2011)

Ce modele présente la régulation de [’action ubiquitine ligase de TIF1y sur Smad4 par la
reconnaissance de modifications de la chromatine. En absence de TGF, la protéine TIF1y se
présente sous forme inactive repliée. La transduction du signal TGFp implique [’association
du complexe R-Smads/Smad4 au niveau de SBE (Smad-Binding Element) situés dans les
promoteurs de genes cibles, ce qui recruterait des protéines de type HAT (Histone
AcetylTransferase) responsable de I’acétylation des résidus K18 et K23 de [’Histone H3. Ces
modifications permettent la liaison avec TIF 1y qui monoubiquitine Smad4 pour mettre fin au

signal TGFf. Dans ce modele, les Smads sont les auteurs d’un « code Histone » lu par TIF1y.



.) Milieu extracellulaire

iip Cytosol
T = sma
o
sl
=
—
Smad4

' ' Noyau

Différenciation Réponse
érythroide

homéostatique

Figure 15 : Représentation schématique de la compétition entre TIF 1y et
Smad4 dans la régulation de la voie du TGFf (Modeéle de He et al, 2006)

Dans les cellules souches hématopoiétiques, [’équipe de Massague a montré que [’activation
des R-Smads par le TGFB pouvait donner naissance a deux types de complexes
transcriptionnels : le complexe canonique R-Smads/Smad4 régulerait la prolifération des

cellules souches hematopoiétiques, et le complexe R-Smads/TIF1y permettrait de conduire la

différenciation érythroide.
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Figure 16 : Représentation schématique du role de TIF 1y dans la régulation
de la différenciation des cellules souches embryonnaires
(modele de Xi et al, 2011)

Dans les cellules souches embryonnaires, [’activation des R-Smads par le signal Nodal induit
la formation des complexes R-Smads/Smad4 et R-Smads/TIF 1y qui coopérent pour activer la
transcription des genes de la différenciation. Les promoteurs de ces genes, dont la répression
est assurée par HP1 (Heterochromatin Protein 1), voient leur chromatine modifiée pour

recruter TIF1y, qui rend accessible les sites ARE (Activin Response Element) au complexe

canonique pour activer la différenciation des cellules.
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Figure 17 : Comparaison des modéles de reconnaissance des modifications
épigénétiques par TIF1y (Agricola et al, 2011 et Xi et al, 2011)

La protéine TIF 1y est capable de reconnaitre des modifications de la chromatine grdce a ses
domaines PHD (Plat Homeobox Domain) et Bromodomaine (Br). A gauche, Agricola et al
proposent que le domaine PHD reconnait les résidus Arginine 2 et Lysine 4 non méthylés et
que le Bromodomaine reconnait les résidus Lysine 18 et 23 acétylés (motif H3R2/K4me0-
KI18/K23ac), au niveau de la queue terminale de [’Histone H3. A droite, Xi et al ont
cristalliser cette interaction et ainsi montré que le domaine PHD de TIF'1y reconnait un motif
constitué du résidu Lysine 4 non méthylé et du résidu Lysine 9 triméthylé, et que le

Bromodomaine reconnait le résidu Lysine 18 acétylé (motif H3K4me0-K9me3-K18ac).
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Figure 18 : Représentation schématique de l’induction de la TEM
par la voie canonique du TGFf

La voie de signalisation du TGF induit I’expression des régulateurs clés de la TEM (SNAIL,
SLUG, TWIST, ZEB) dont les activités transcriptionnelles conduisent a [’élaboration de
différents programmes régulant [’inhibition de marqueurs épithéliaux et [’acquisition de
marqueurs mésenchymateux nécessaires a l’'induction de la TEM par le TGFB. Outre ce
programme transcriptionnel, ['induction de la TEM par le TGFB fait intervenir un
programme d’épissage alternatif orchestré par les facteurs ESRP (Epithelial Splicing
Regulatory Protein), ainsi qu’un programme de microARN. Les fleches de couleur montrent

les inter-régulations qui existent entre les facteurs de transcription clés de la TEM.
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Figure 19 : Etapes de la SUMOylation

La SUMOylation nécessite l’activation du résidu SUMO par des SENPs (SUMO/Sentrin
specific Protease) qui clivent le domaine C-terminal (1). Puis, de maniere analogue au
systeme d’ubiquitination, la SUMOylation faire intervenir des enzymes EI d’activation (2)
appelées SAE (SUMO-Activating Enzyme) qui transmettent (3) le résidu SUMO a [’enzyme de
conjugaison Ubc9 (Ubiquitin Carrier protein 9). Des enzymes E3 SUMO-ligase permettent
ensuite [’addition covalente du résidu SUMO sur la Lysine d’un site consensus de
SUMOylation du substrat protéique (4). La SUMOylation est un processus tres dynamique et
réversible par [’action des SENPs (35).
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Figure 20 : Réles physiologiques du TGFf au cours du développement de la
glande mammaire

La physiologie de la glande mammaire est régie de maniere trés importante par les effets
négatifs (en bleu) ou positifs (en rouge) du TGFp. Le rdle de cette cytokine est d’inhiber le
développement des bourgeons terminaux a la puberté (panel 1), de controler le
developpement des branchements latéraux chez la souris mature (panel 2), d’empécher le
developpement alvéolaire et la production précoce de lait pendant la gestation (panel 3) et de
déclencher ’apoptose massive des structures alvéolaires au moment de [’involution (panel 5).
Le TGFp est exprimé tout au long du développement de la glande mammaire excepté au

cours de la lactation (panel 4), processus au cours duquel le signal TGFp doit étre totalement

aboli.
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Figure 21 : Dualité fonctionnelle du TGF au cours de la progression
tumorale (extrait de Roberts & Wakefield, PNAS, 2003)

Le TGFp est considéré comme une « épée a double tranchant », arborant des effets
suppresseurs de tumeur dans les stades précoces de la tumorigenése, mais également des
effets pro-oncogéniques a des stades avancés de la maladie conduisant a [’apparition de
métastases. La progression a une tumeur invasive métastatique est généralement
accompagnée par une diminution ou une altération de la réponse au TGF[ et une
augmentation de [’expression ou de [’activation du ligand TGFf. Ces perturbations,
associées a d'autres altérations génétiques et épigenétiques de la cellule tumorale et de son

environnement stromal, se combinent pour modifier le spectre des réponses au TGFp.



Involution

1

e | TGF

Niveau d’expression relatif
(unités arbitraires,

TIF1y

Souris vierge . . Souris
mature Gestation Lactation mature

/r\

Puberté

/ x Tissu
| | adipeux

5
|

Branchements
latéraux

|| Canal
\ —
I,\ TEB J \

{

4

Figure 22 : Représentation schématique des niveaux d’expression
de TIF1y et du TGFp dans I’épithélium mammaire

Au cours du développement de la glande mammaire, le TGF[3 est trés important pour réguler
les étapes de prolifération cellulaires nécessaires de la puberté a la gestation, ainsi que
pendant [’involution qui se traduit par une apoptose massive des structures lobuloalvéolaires.
Pendant la lactation, le signal TGFp doit étre inhibé pour permettre a [’hormone PRL
(Prolactin) d’activer la phosphorylation des protéines STATS (Signal Transducer and
Activator of Transcription 5) nécessaire a [’activation de la transcription des genes de la
lactation. De maniere intéressante, nous montrons que la cinétique d’expression de TIF1y
dans les cellules épithéliales mammaires au cours du développement de la glande mammaire
est symétriqguement opposee a celle du TGFp. Le pic d’expression de TIF 1y permettrait une

répression maximale de la voie canonique du TGF pour la lactation.
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Figure 23 : Représentation schématique du role de TIF1y dans la régulation
de la voie de la PRL par la voie du TGFf au cours de la lactation
La lactation est régulée par I’action de la PRL (Prolactin) sur son récepteur PRLR (Prolactin
Receptor) pour activer les protéines JAK2 (Janus Kinase 2) et la phosphorylation de STATS
(Signal Transducer and Activator of Transcription 5). Les protéines STATS ainsi activées se
dimérisent et entrent dans le noyau pour activer la transcription des genes de la lactation
comme la [-caséine ou [’a-lactalbumine. La voie canonique du TGFf est connue pour
inhiber la transactivation des genes cibles par STATS5 via Smad4. Nous montrons que la
protéine TIF 1y est essentielle pour permettre la lactation grdce a son action répressive sur
Smad4. Pendant la lactation, gouvernée par la PRL, le signal TGFp doit étre totalement

inhibé par [’action répressive de TIF 1y sur les fonctions de Smad4.
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Figure 24 : Représentation schématique du role de TIF1y dans
la régulation de la TEM induite par le TGFf
Le TGFf est un puissant inducteur de la TEM via sa voie canonique et Smad4. Nous
montrons que la protéine TIF 1y est un répresseur des fonctions de Smad4 au cours de la TEM
induite par le TGFB dans des cellules épithéliales mammaires. De plus, nos résultats
suggerent que la SUMOylation de TIF1ly régule cette activité répressive. En effet, la
SUMOylation de TIF1y serait requise pour son action de répresseur des fonctions de Smad4
au cours de la TEM. La régulation de la dynamique de SUMOylation et déSUMOylation de
TIF 1y reste a déterminer pour comprendre comment la voie du TGFp est finement régulée au

cours de l'induction de la TEM.



