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Article abstract

Oncogene activity ranges from transduction signals to transcription factors.
Altered expression of oncogenes, either by chromosomal translocation,
proviral insertion or point mutations, can lead to tumor formation. More
specifically, data accumulated through the last two decades have shown that
disregulation of oncogenic transcription factors can interfere with regulatory
cascades that control the growth, differentiation, and survival of normal cells.
There is also evidence that alterations of oncogene activity are associated with
pre-mRNA splicing defects. The insights gained from the pivotal role of RNA
polymerase II in coupling transcription and splicing have instigated a new line
of research regarding the possible role of oncogenic transcription factors in
pre-mRNA splicing regulation. This review focuses on recent advances
addressing this question. Understanding the impact of alterations in the
expression and/or function of oncogenes have important prognostic
implications that can guide the design of new therapeutic drugs to promote
differentiation and/or apoptosis over cell proliferation.
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> Le développement de cellules cancéreuses est
depuis longtemps associé a des déreglements de
I’activité transcriptionnelle de nombreux génes,
mais aussi, plus récemment, a I'apparition
d’anomalies d’épissage des ARN prémessagers.
La contribution de ces anomalies d’épissage au
développement de cellules tumorales, ainsi que
le pouvoir tumorigéne de certaines des isoformes
protéiques qui en sont issues sont encore trés peu
explorés. Toutefois, depuis la découverte récente
du couplage des deux mécanismes - transcription
et épissage - des efforts de recherche ont permis
de démontrer que des facteurs de transcription
oncogéniques affectent aussi I’épissage des pré-
messagers. Ces observations suscitent des inter-
rogations quant aux mécanismes d’action des
oncogénes a activité transcriptionnelle et, a plus
long terme, quant a la recherche de cibles cellu-
laires nouvelles a appréhender dans de futurs
protocoles thérapeutiques anticancéreux. <
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Déreglement de la transcription de génes cibles
par la modification de I’activité
transcriptionnelle de facteurs proto-oncogénes

€n dehors de quelques mutations ponctuelles ou de micro-

Un oncogene est défini, au sens large, comme un gene
dont un déreglement de I’expression ou une altération de
la structure engendre la croissance incontrélée de la cel-
lule et, souvent, contribue a I’apparition de cellules
tumorales. Les oncogénes codent pour diverses fonctions
fondamentales pour la cellule concernant aussi bien le
milieu extracellulaire que I’ensemble des compartiments
cellulaires. Leurs produits sont aussi bien des facteurs de
croissance, des récepteurs de facteurs de croissance, des
protéines G de transduction du signal, des protéines a
activité tyrosine kinase intracellulaire ou sérine/thréo-
nine kinase, des molécules de signalisation, des facteurs
de transcription ou encore des molécules impliquées
dans le remodelage de la chromatine [1].

Sile role de certains oncogénes en tant que facteurs de
transcription a souvent été mis en évidence dans la
transformation cellulaire et le développement de cel-
lules cancéreuses [1], quelques travaux, émergeant
depuis quelques années, mettent "accent sur leur rdle
possible dans la maturation des ARN messagers, et
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délétions chromosomiques indétectables, deux événe-
ments peuvent étre a I'origine d’un déreglement du taux
d’expression, et par conséquent de Iactivité transcrip-
tionnelle des oncogenes: le premier est I'insertion rétrovi-
rale du génome d’un virus infectant une cellule hote, le
deuxiéme est une anomalie chromosomique (Figure 1).

Modification de I’activité transcriptionnelle

par insertion rétrovirale

Les oncogénes ont été définis au départ comme des genes
viraux induisant la transformation des cellules hétes. |I
est clair aujourd’hui que le pouvoir tumorigéne de ces
virus est lié @ un mécanisme de mutagenése insertion-
nelle: PADN viral, en s’insérant dans le génome de la cel-
lule hdte, se comporte comme un agent mutagene qui
conduit au déréglement de I'expression d’un gene cellu-
laire (Figure 1). Le facteur c-myc est probablement
I’exemple le mieux connu. Cette molécule-clé regle aussi
bien la prolifération que la croissance, la différenciation
ou I"apoptose cellulaire via ses activités dans la trans-



cription et le remodelage de la chromatine. Une surexpression de c-myc  minant les séquences adjacentes au

est retrouvée dans de nombreux types de cancers: lymphomes, leucémies  provirus [1].
myéloides, carcinomes du cdlon, du poumon, du sein, des ovaires... [2].

La propriété d’activation de proto-oncogenes par insertion rétrovirale  Modification de I'activité transcriptionnelle
a été récemment utilisée pour développer des techniques d’identifica-  par remaniement chromosomique

tion des genes impliqués dans I"oncogenese. Ces stratégies consistent  Si 35% des cellules leucémiques humaines ont un
a rechercher les sites communs d’insertion (CIS) de provirus en déter-  caryotype normal, 65% d’entre elles présentent un
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Figure 1. Remaniements génomiques conduisant a un déréglement de ’expression des oncogénes. A. Mutagenese
par insertion rétrovirale dans des genes hotes. Les rectangles bleus sont les séquences codant pour la protéine
finale. Linsertion du provirus aboutit a 'activation de I'expression du gene par augmentation de la quantité
d’ARNm disponible pour la traduction, via une activation transcriptionnelle (a) ou une stabilisation du lot
d’ARNm & partir d’un promoteur non altéré (b). B. Perturbation du contexte transcriptionnel par translocation
chromosomique. Le nouveau contexte chromosomique conduit a I"activation de 'expression du géne, comme
pour une insertion rétrovirale (a), ou la translocation conduit & I"apparition d’un géne de fusion entre les exons

de deux génes (b).
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remaniement chromoso-
mique, majoritairement
sous la forme d’inversions
intrachromosomiques ou
de translocations [3]. Les
points de cassure chro-
mosomiques seraient
localisées a proximité de
proto-oncogeénes, alors
activés en oncogenes par
ces remaniements.

Ces remaniements peuvent
aboutir a une expression
anormale du geéne (Figure
1). Uoncogéne c-myc, par
exemple, a été identifié
comme la cible de trans-
locations dans le lym-
phome de Burkitt. La
conséquence de tels réar-
rangements est la surex-
pression du gene modifié,
conséquence similaire a
celle d’une insertion
virale. Les translocations
chromosomiques peuvent
également aboutir a la
production de protéines
de fusion aux propriétés
différentes de celles des
deux protéines originales.
Les membres de la famille
de facteurs de transcrip-
tion ETS offrent plusieurs
exemples de protéines de
fusion conduisant a une
transformation néoplas-
tique [4]: ainsi, la fusion
du domaine carboxytermi-
nal de Tel (translocation
ets leukemia) avec la pro-
téine MN1 est associée a
des tumeurs myéloides
humaines. De méme, la
fusion de son domaine
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aminoterminal avec la protéine AML1 a été décrite dans 25%
des cas de leucémies lymphoides aigués. Les protéines de fusion
EWS-ETS jouent un role important dans le développement des
tumeurs d’€wing. Parmi ces protéines de fusion, EWS-Fli-1 et
EWS-ERG agissent comme des facteurs de transcription recon-
naissant des séquences spécifiques. Leur partie aminoterminale
EWS est un transactivateur, et leur partie €TS est un domaine de
liison a ’ADN [4]. Il est probable que leur fonction activatrice
de la transcription soit associée a leur potentiel oncogénique.
C’est ainsi que I'activité transcriptionnelle et le pouvoir trans-
formant de EWS-Fli sont supérieurs a ceux de Fli-1.

Intervention des facteurs de transcription oncogénes
dans I’épissage

Outre des déreglements de Iexpression des génes au niveau
transcriptionnel, plusieurs travaux ont mis "accent sur des
déreglements qualitatifs de I"information génétique, via des
défauts d’épissage des prémessagers, ou via I"apparition de
profils d’épissage alternatif spécifiques de certaines tumeurs.
Un des exemples les plus étudiés est I’expression différentielle
de nombreuses isoformes de CD44 dans diverses tumeurs [5].
Par ailleurs, certaines isoformes issues d’un méme géne par
épissage alternatif semblent avoir des propriétés plus ou
moins métastasiques, et seraient ainsi de bons marqueurs de
tumeurs [6].

L’épissage alternatif des prémessagers est un mécanisme
majeur de diversification de I'information génétique. Environ
60% des génes humains sont concernés par ce mécanisme,
dont la régulation dans la cellule normale est controlée selon
le type cellulaire, le stade de développement et I’environne-
ment cellulaire. Par ailleurs, on estime que 50% des anomalies
génétiques résultent ou produisent des défauts d’épissage.
Alors, qu’en est-il du role des facteurs de transcription onco-
geénes dans la régulation de I’épissage ou dans I’apparition
pathologique d’isoformes spécifiques de tumeurs?

Les protéines de fusion EWS/Fli-1 et TLS/ERG

EWS et TLS appartiennent a une méme famille de protéines pré-
sentant de grandes similitudes. Toutes deux, capables d’inter-
agir avec I’ARN polymérase Il, sont des activateurs transcrip-
tionnels. Mais elles interagissent également avec la protéine
YB-1, se liant a la polymérase Il, pour régler la sélection des
sites d’épissage du prémessager €1A adénoviral; elles sont
aussi copurifiées avec les facteurs d’épissage hnRNPAL,
hnRNPC1/C2 ou PSF; enfin, EWS se lie aux composants essentiels
de la machinerie d’épissage SF1 et ULC, et TLS interagit avec des
facteurs d‘épissage membres de la famille des protéines SR [7-
9]. EWS et TLS semblent donc capables de régler la transcription
comme I’épissage.

Dans les translocations EWS/Fli-1 et TLS/ERG, les protéines
chimériques conservent leur capacité de liaison a la polymé-
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rase |l via le domaine aminoterminal d’€WS et de TLS, mais
elles ne sont plus capables d’interagir avec les nombreux par-
tenaires d’épissage de EWS et TLS, en particulier les protéines
SR. C’est sans doute pour cette raison que les protéines de
fusion EWS/Fli-1 et TLS/ERG inhibent I’épissage du prémessa-
ger €1A dans les cellules Hela et modifient le profil d’épis-
sage alternatif de ’ARNm CD44 dans des cellules K562 [7, 9-
11]. Si le facteur de transcription Fli-1, seul, n’affecte pas
I’épissage du messager viral E1A dépendant des protéines SR,
il semble s’opposer a I’épissage relayé par hnRNPAL, simulant
alors action antagoniste de la protéine SR ASF/SF2: de fait,
une forte expression d’hnRNPAL par rapport au facteur
ASF/SF2 favorise la sélection du site 5’ distal, alors qu’une
prédominance de ASF/SF2 favorise la sélection du site 5’
proximal, cette régulation différentielle conduisant a la pro-
duction de quantités différentes d’isoformes du messager
viral E1A. €n conséquence, la fusion aboutissant a la produc-
tion de la protéine EWS/Fli-1 peut s’opposer, contrairement a
EWS seul, aux changements de profil d’épissage induits par
I’expression de hnRNPAL [10]. Enfin, les deux protéines chi-
mériques EWS/Fli-1 et TLS/ERG, a la différence de EWS et TLS
seules (qui sont alors activatrices), peuvent inhiber la sélec-
tion par YB1 de sites d’épissage spécifiques du prémessager
€1A [12].

Au total, les protéines oncogéniques EWS/Fli-1 et TLS/ERG dére-
glent I'expression de genes cibles en jouant sur leur transcrip-
tion ou I’épissage alternatif de leurs messagers. Il est probable
que la modification de I"activité transcriptionnelle ou la modi-
fication du complexe d’épissage par les facteurs oncogéniques
contribuent toutes deux a la transformation des cellules.

La protéine Spi-1/PU.1

Tout comme Fli-1, le facteur de transcription Spi-1/PU.1 est
également un membre de la famille €ts. Son expression dans les
cellules murines érythroleucémiques induites par le virus a
réplication défectueuse SFFV est fortement activée apres I’in-
sertion provirale dans le locus du géne pu.l [13]. Cette surex-
pression de Spi-1/PU.1 est associée a un blocage de la diffé-
renciation et a la capacité de proliférer en Iabsence
d’érythropoiétine. U'apport dans le milieu d’un inducteur chi-
mique induit la différenciation des cellules, avec production
d’hémoglobine et inhibition de I’expression de Spi-1/PU.1.
Enfin, la diminution d’expression de Spi-1/PU.1 et de Fli-1 est
requise pour la différenciation érythroide terminale, et la sur-
expression constitutive de I’'un ou "autre de ces oncogénes est
suffisante, seule, pour bloquer la différenciation [13, 14].

Les mécanismes moléculaires de ce blocage de la différencia-
tion commencent a étre élucidés. Il a été ainsi montré que Spi-
1/PU.1, notamment, agit sur le facteur de transcription éry-
throide GATAL par antagonisme croisé (I’un inhibant I’activité
de I’autre), et par inhibition de I'acétylation des facteurs de
transcription érythroides GATA-1, €KLF et NF-€2 (pour revue



voir [15]). Ces deux effets inhibiteurs contribueraient aussi bien au
blocage de la différenciation qu’a la leucémogenese.

Des travaux plus récents ont montré que Spi-1/PU.1 affecte également
I’épissage [16, 17]. Plus spécifiquement, Spi-1/PU.1 interagit avec la
protéine p54™®, similaire au facteur d’épissage PSF, capable de se lier
a I’ARN; elle inhibe également I’élimination d’un intron placé sur un
prémessager artificiel in vitro [16]. Spi-1/PU.1 interagit aussi avec le
facteur d’épissage présomptif TLS: en s’opposant a TLS, elle favorise-
rait dans des cellules intactes la sélection d’un site proximal 5’ d’épis-
sage aux dépens d’un site distal [17]. Dans "une comme dans I’autre
de ces interactions, le mécanisme proposé est une diminution du taux
de p54™ ou TLS via leur séquestration par Spi-1/PU.1.

L’hypothese d’un effet de Spi-1/PU.1 sur I’épissage a récemment été ren-
forcée par la découverte d’une cible endogene de cet effet: I'inclusion de
I’exon 16 sur le messager mature de 4.1R en fin de différenciation éry-
throide. La protéine 4.1R est essentielle a I'intégrité du squelette éry-
throcytaire en renforcant la liaison spectrine/actine. Cette fonction est
portée par un domaine codé par I’exon alternatif 16 et I’exon constitutif
17. Linclusion de I’exon 16 sur le messager 4.1R en fin de différenciation
érythrocytaire permet la synthése d’un domaine fonctionnel de liaison au
complexe spectrine/actine, et constitue par conséquent un événement
majeur pour la fonction érythrocytaire de 4.1R. Cet événement est corrélé
a I’expression de Spi-1/PU.1 dans les cellules érythroleucémiques: élevée
dans les cellules en phase proliférative, I'expression de Spi-1/PU.1 dimi-
nue fortement au cours de 'induction de la différenciation, en paralléle
avec I'augmentation de la reconnaissance de I’exon 16, aussi bien sur le
prémessager endogéne que sur un prémessager issu d’un minigéne trans-
fecté [18, 191 (Figure 2). La seule surexpression de Spi-1/PU.1 est suffi-
sante pour inhiber cet événement d’épissage [19].

Couplage transcription/épissage
Ces obsevations offrent autant
d’exemples de facteurs de transcription
oncogéniques fonctionnant a I'interface
entre transcription et épissage. Or, il est établi depuis
quelques années que transcription et épissage sont des
événements cellulaires couplés dans le temps et dans
I’espace [20]: PARN messager, produit lors de la trans-
cription, est immédiatement pris en charge pour sa matu-
ration: mise en place de la coiffe, épissage et polyadény-
lation sont ainsi concomitants de la transcription (Figure
3). Il est méme démontré que la transcription influe sur la
maturation des messagers et vice versa [20]. Ainsi, la
structure d’un promoteur et son occupation par des com-
plexes transcriptionnels pourraient modifier I'épissage; le
type de promoteur et la présence d’enhancers sur I’ADN
permettraient, de surcroft, de régler le choix du site
d’épissage en modifiant la «processivité» de I’ARN poly-
mérase Il [21, 22]. Enfin, PARN polymérase I, respon-
sable de I’élongation du transcrit, est indispensable au
bon déroulement de I'épissage des ARN prémessagers:
elle est notamment capable, par son extension carboxy-
terminale hyperphosphorylée, de recruter directement ou
indirectement des facteurs d’épissage.
Réciproquement, I’épissage peut modifier la transcrip-
tion: la présence d’un site donneur 5’ d’épissage proche
du promoteur, de méme que I’élimination d’introns d’un
minigene, jouent clairement un role dans la régulation
de la transcription [23]. La présence de certains fac-
teurs d’épissage sur ’ARNm en cours de
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production peut par ailleurs stimuler ou
inhiber I’élongation (Figure 3). Le fac-
teur Ul snRNP en est un exemple:
capable d’interagir avec le facteur
d’élongation TAT-SF1 ou le facteur géné-
ral de transcription TFIIH, U1 snRNP peut
stimuler @ la fois I’épissage et la trans-
cription [20, 24].

Conclusions

[ €xon alternatif

13 16 17

Figure 2. Reconnaissance de I’exon 16 alternatif du prémessager 4.1R au cours de la différen-
ciation érythroide. 'exon 16, exclu du messager mature dans les précurseurs, n’est retenu qu’en
fin de différenciation érythroide [18]. Les exons 14 et 15 sont exclus a tous les stades de déve-
loppement érythroide et dans la grande majorité des types cellulaires. U'analyse par Western
blot utilisant un anticorps anti-Spi-1/PU.1 révele une expression élevée de la protéine Spi-
1/PU.1 dans les cellules érythroleucémiques murines (MEL) non induites (ni), cette expression
étant fortement inhibée apres induction des cellules (i) vers la différenciation érythroide termi-

nale (la révélation par un anticorps anti-actine sert de contrdle quantitatif des protéines dépo-

sées) [19].

M/Sn® 11, vol. 20, novembre 2004

Au vu de ces récentes observations
démontrant le couplage de la transcrip-
tion et de I’épissage, il est possible que
I’altération de I'un des deux événements
se répercute sur I"autre. De maniere tout
aussi concevable, le mécanisme de
régulation de la transcription pourrait
gouverner des événements d’épissage
spécifiques d’un tissu, d’un stade de
développement ou d’un état anormal de
la cellule. C'est ainsi qu’il serait intéres-
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sant, par exemple, de savoir si I’onco-
gene Spi-1/PU.1 inhibe directement un
événement d’épissage spécifique de la
différenciation érythroide terminale,
comme certaines données le suggérent
[19], ou indirectement par blocage de facteurs clés
pour la différenciation érythroide terminale, tels GATA-
1, NF-€2 ou EKLF. €n somme, il serait déterminant de
pouvoir répondre a la question suivante: Spi-1/PU.1
est-il un facteur de transcription et un facteur d’épis-
sage, ou est-il un facteur d’épissage parce qu’il est un
facteur de transcription?
€n tout état de cause, la conception de nouvelles molé-
cules thérapeutiques ou la proposition de nouveaux
traitements des cancers devrait dorénavant prendre en
compte le fait que des altérations de I"expression d’un
oncogéne peuvent engendrer des anomalies d’épissage
sur des prémessagers de régulateurs cellulaires clés, et
contribuer ainsi @ augmenter le potentiel tumorigéne de
I’oncogéne. ¢
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SUMMARY
Oncogenic transcription
factors as splicing

mRNA splicing defects. The insights gained from the pivotal role of RNA
polymerase Il in coupling transcription and splicing have instigated a
new line of research regarding the possible role of oncogenic transcrip-
tion factors in pre-mRNA splicing regulation. This review focuses on
recent advances addressing this question. Understanding the impact of
alterations in the expression and/or function of oncogenes have impor-
tant prognostic implications that can guide the design of new therapeu-
tic drugs to promote differentiation and/or apoptosis over cell prolife-
ration. ¢
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Figure 3. Transcription et épissage, deux événements couplés pour une meilleure régulation de I’expression des

génes. Outre la protéine oncogénique Spi-1/PU.1, plusieurs exemples de protéines impliquées dans les deux pro-

control the growth, diffe-  cessus, transcription et épissage, sont déja connues: P52, un activateur transcriptionnel, est capable d’interagir

rentiation, and survival of  avec le facteur d’épissage ASF/SF2 [25]. UL snRNP, facteur d’épissage essentiel du splicéosome, peut se lier a
normal cells. There is also  plusieurs protéines impliquées dans la transcription: le facteur d’élongation TAT-SF1 [26, 27], le facteur de
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