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Résumé

La sénescence est considérée comme un mécanisme de suppression tumorale puisque
les cellules potentiellement dangereuses, activent leurs protéines de sauvegarde pour arréter leur
prolifération. Les protéines de sauvegarde telles que RB et p53 sont activées suite a différents
stress comme des dommages a I’ADN, le raccourcissement des télomeres ou I’induction
oncogénique. Les cellules sénescentes restent métaboliquement actives, subissent des
modifications dans leur expression génique, et sécrétent des cytokines et des chimiokines qui
ont des effets paracrines pro-oncogéniques, mais peuvent également contribuer a la stabilité de
I’arrét du cycle cellulaire dans la sénescence de fagon autocrine. Une des particularités du
phénotype sénescent est la dégradation sélective des protéines dépendante de 1’ubiquitination et
du protéasome. Parmi les cibles de dégradation se trouvent des protéines impliquées dans la
biogenese du ribosome, ainsi que celles d’autres voies cellulaires requises pour la croissance de
cellules cancéreuses. Ceci est li¢ a un stress nucléolaire qui affecte la biogenese du ribosome,
menant a I’accumulation, dans le nucléoplasme ou le nucléole, de protéines ribosomiques. Ce
comportement suggere que les ribosomes des cellules sénescentes seraient structurellement
différents. Par conséquent, ceci pourrait entrainer des effets sur leurs capacités a réguler
I’initiation, I’élongation et/ou la terminaison de la traduction des ARN messagers (ARNm). Par
ailleurs, la déplétion de certaines protéines impliquées dans la ribogenése, ainsi que la

surexpression de protéines ribosomiques telles que RPS14/uS11 ameénent a la sénescence.

Malgré le stress nucléolaire et les défauts de ribogenése associés a la sénescence, les cellules
sénescentes présentent des niveaux de translecture du codon d’arrét trés diminué, suggérant

I’existence de défauts de production de protéines allongées en C-terminal.

Nous émettons I’hypothése que les défauts de la ribogenese affecteraient la fonction des
protéines ribosomiques et des ribosomes. Cette perturbation aurait un impact sur le role de

suppresseur tumoral de la sénescence.



Le premier objectif de cette thése consiste a démontrer le role de RPL22/eL.22 en tant que
régulateur du cycle cellulaire et inducteur de la sénescence. Le deuxiéme but est de démontrer
que, malgré la perturbation nucléolaire, les ribosomes des fibroblastes sénescents reconnaissent
les codons d’arrét de facon plus efficace que les ribosomes des cellules transformées, ou des

cellules normales en prolifération.

Nous avons démontré que le phénotype de sénescence peut étre induit quand I’expression de
RPL22/eL.22 est augmentée. RPL22/e[.22 s’accumule principalement dans le nucléole, de
maniére différente de RPS14/uS11, dont I’accumulation est nucléoplasmique. En effectuant des
essais kinases in vitro, nous avons montré que RPL22/e.22, tout comme RPS14/uS11, peuvent
interagir et inhiber le complexe CDK4-Cycline D1 afin d’activer la voie de RB et établir I’arrét

du cycle cellulaire et la sénescence.

Afin de démontrer la fidélité de la terminaison de la traduction dans les cellules sénescentes,
nous avons utilis€ un systétme de rapporteurs de luciférases, pour détecter les erreurs de
translecture ainsi que pour avoir un contrdle interne du systeme. L’inactivation de la voie du
suppresseur tumoral RB par surexpression de CDK4 ou de 1’oncoprotéine virale E7, nous a
permis d’observer I’augmentation de la translecture dans les cellules sénescentes. Tandis que
I’activation de la voie de suppression tumorale RB, a 1’aide du suppresseur de tumeur PML, de
la surexpression de RPL22/eL.22 et de RPS14/uS11, ainsi que de I’utilisation de Palbociclib
(PD-0332991), un inhibiteur des kinases CDK4/6, a montré une réduction des erreurs de
translecture.

Ces résultats indiquent une nouvelle fonction des protéines du ribosome en tant que
suppresseurs de tumeur, permettant d’inhiber les erreurs de translecture du codon d’arrét de
facon dépendante de la voie de RB. Ces travaux suggerent que de petites molécules ou peptides
pourraient simuler les fonctions inhibitrices de ces protéines ribosomiques afin de traiter

certains cancers ou la voie de RB est activable.

Mots-clés: Sénescence, biogenese du ribosome, RPL22/eL.22, CDK4-Cycline D1, translecture,
terminaison de la traduction, suppresseur tumoral rétinoblastome (RB), rapporteur a deux

luciférases.
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Abstract

Senescence is considered a mechanism for tumor suppression since potentially
dangerous cells activate their protective proteins to stop their proliferation. Safeguard proteins
such as RB and p53 are activated as a result of stress such as DNA damage, telomere shortening
or oncogenic induction. Senescent cells are metabolically active, they undergo changes in their
gene expression and secrete cytokines and chemokines with pro-oncogenic paracrine effects,
but which can also contribute to the stability of the senescent cell cycle arrest in an autocrine
way. One of the peculiarities of the senescent phenotype is the selective ubiquitination and
proteasome dependent-degradation of proteins involved in ribosome biogenesis and other
cellular pathways required for cancer cell growth, leading to the accumulation, in the
nucleoplasm or nucleolus, of ribosomal proteins. This behavior suggests that the ribosomes of
senescent cells are structurally different. Therefore, this could have effects on their ability to
regulate the initiation, elongation and/or translation termination of messenger RNAs (mRNAs).
Moreover, the depletion of some proteins involved in ribogenesis, as well as the overexpression

of ribosomal proteins such as RPS14/uS11 lead to senescence.

Despite nucleolar stress and ribogenesis defects associated to senescence, global translation
does not seem to be affected in senescence. Strikingly, senescent cells have reduced
translational readthrough suggesting that they have defects in the production of C-terminal

extended proteins.

We hypothesize that defects in ribogenesis would affect the function of ribosomal proteins and
ribosomes influencing the tumor suppressor role of senescence. The first aim of this thesis is to
demonstrate the role of RPL22/eL.22 as a regulator of the cell cycle and senescence inducer.

The second aim of this thesis is to demonstrate that, despite the nucleolar disruption, the
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ribosomes of senescent fibroblasts recognize stop codons more efficiently than ribosomes from

transformed cells, but also than ribosomes from proliferating normal cells.

We found that the senescent phenotype can be induced by enhancing the expression of
RPL22/eL.22. RPL22/eL.22 accumulates mainly in the nucleolus, unlike RPS14/uS11, whose
accumulation is nucleoplasmic. By performing an in vitro kinase assay, we showed that
RPL22/eL.22, just like RPS14/uS11, can interact and inhibit the CDK4-Cyclin D1 complex in

order to activate the RB pathway and establish cellular arrest and senescence.

To assess translation termination accuracy in senescent cells, we used a system of luciferase
reporters to measure the fidelity of translation termination. Inactivation of the RB tumor
suppressor pathway using CDK4 or the viral oncoprotein E7 also increased readthrough in
senescent cells while overexpression of PML, a tumor suppressor that activates the RB pathway,
overexpression of RPL22/e[.22 and RPS14/uS11, as well as the use of Palbociclib (PD-
0332991), a CDK4/6 inhibitor, reduce readthrough errors.

These results indicate a novel function of ribosomal proteins as tumor suppressors, making it
possible to inhibit translational readthrough errors, in a RB-dependent pathway. This work
suggests that small molecules or peptides could mimic the inhibitory functions of these

ribosomal proteins in order to treat cancers where the RB pathway is activatable.

Keywords: Senescence, ribosome biogenesis, RPL22/e[.22, CDK4-Cyclin D1, readthrough,

translation termination, retinoblastoma tumor suppressor (RB), dual-luciferase reporter.
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1. Introduction



1.1. Les suppresseurs de tumeurs

L’accumulation des changements génétiques comprenant 1’activation d’oncogenes, des
perturbations des génes de réparation de I’ADN et des geénes garde-barriéres meénent a une
transformation maligne (1). Cela signifie que des cellules avec un comportement anormal,
s’échappent des suppresseurs de croissance, proliférent sans controle et activent I’angiogenese,
I’invasion et la métastase (2). Les mutations peuvent avoir lieu dans les cellules germinales,
constituant une prédisposition héréditaire au cancer (1). D’autre part, les mutations dans les

cellules somatiques occasionnent des tumeurs sporadiques (3).

Lorsque les cellules qui n’abritent pas ces changements génétiques si nuisibles, subissent
plusieurs stress endommageant I’ADN, les mécanismes de sauvegarde s’activent en arrétant de
manigére transitoire la prolifération cellulaire afin de réparer les dommages. Si ceux-ci sont trop
importants, 1’arrét de la prolifération cellulaire sera permanent afin d’induire, soit la mort

cellulaire programmée ou apoptose, soit la sénescence (4).

La sénescence est considérée comme un mécanisme anti-tumoral puisque les cellules
potentiellement dangereuses, activent leurs mécanismes de sauvegarde pour arréter leur
prolifération (5). 1l existe deux familles de geénes suppresseurs des tumeurs: les génes de
réparation de I’ADN (par exemple, ATM, BRCA1/2, MLH1, MSH2), qui suppriment les
altérations génétiques et les maintiennent a des niveaux négligeables (6), et les génes garde-
barrieres (par exemple, RB, CDKNIB, APC, PTEN), qui garantissent I’inhibition de la
prolifération et peuvent déclencher I’apoptose (1,7). P53 appartient a la famille des génes garde-
barricres ainsi qu’a celle des génes de réparation de I’ADN (8). Dans les prochaines sections,

nous consacrerons notre attention sur les suppresseurs de tumeurs p53, RB et PML.



1.1.1. TPS3

Ce senseur de stress cellulaire restreint le développement du cancer en répondant a plusieurs
signaux tels que les dommages a ’ADN, I’expression oncogénique ou la perturbation des
ribosomes (9). Dans les cellules soumises a de forts signaux de stress, causés par des dommages
irréparables ou par la transformation maligne, p53 déclenche des programmes irréversibles ou
stables tels que I’apoptose ou la sénescence, respectivement. Au contraire, dans des conditions
de faible stress, pS3 déclenche un arrét transitoire du cycle cellulaire, la réparation de ’ADN

ou la production des protéines anti-oxydantes (10).

P53 peut étre activée par des modifications post-traductionnelles et/ou par sa stabilisation. Une
fois active, elle peut lier I’ADN pour stimuler la transcription des geénes codants, et des génes
non-codants tels que les micro-ARN ou les ARN intergéniques non codants a grande taille
(large intergenic non-coding RNAs: lincRNAs) (11,12). P53 subit des phosphorylations directes
Ser! par ATM (Ataxia Telangiectasia mutated)/ ATR (Ataxia Telangiectasia and Rad3 related)
ou par médiation de CHK1 et CHK2 (Checkpoint Kinase 1,2). CHKI1 et CHK2 phosphorylent
également p53 sur Ser?’. Ces modifications post-traductionnelles atténuent 1’inhibition ou la
dégradation par la protéine E3 ubiquitine ligase HDM2 (MDM2 chez la souris, Mouse double
minute 2 homolog) de p53, contribuant a sa stabilisation et a son activation (13-15). En réponse
aux signaux de stress endommageant le fonctionnement de la cellule, I’induction
transcriptionnelle via pS3 impliquera des voies apoptotiques incluant BAX (BCL-2 Associated
X), FAS (Fas cell surface death receptor), NOXA (Phorbol-12-Myristate- 13-Acetate-Induced
Protein 1) et PUMA (p53-upregulated modulator of apoptosis) (16), tandis que 1’induction de
la sénescence sera effectuée par I’activation transcriptionnelle des genes tels que p21, PML

(Promyelocytic leukemia protein) et PAI-1 (Plasminogen activator-1) (17).

1.1.2. RB (protéine du rétinoblastome), p107, p130

La protéine du rétinoblastome (RB) a été considérée comme un suppresseur de tumeur suite a

des expériences ou I’alléle sauvage de RB a été réintroduit dans des cellules déficientes en RB,



dérivées de différentes tumeurs humaines. Cette réintroduction de RB supprimait le phénotype
néoplasique (18,19). RB, ainsi que les membres de sa famille p107 (retinoblastoma-like protein
1) et p130 (retinoblastoma-like protein 2), subissent des phosphorylations périodiques au cours
du cycle cellulaire. Tout au long de la phase G1, ils passeront progressivement d’un état
d’hypophosphorylation (actif) a un état d’hyperphosphorylation (inactif) a la fin de cette phase,
ainsi que pendant la phase S du cycle cellulaire. Lors de la sortie de la phase mitotique, RB,
pl07 et p130 seront déphosphorylés (20,21). L’activation de RB, p107 et p130 permet I’arrét
de la prolifération, di a leur role de suppresseur de la transcription des génes requis pour le
cycle cellulaire. Le complexe des kinases dépendantes des cyclines Cycline D-CDK4/CDK6
(Cyclin-dependent kinase 4 or 6) est responsable de leurs phosphorylations et de leurs
inactivations au milieu de la phase G1, tandis qu’a la fin de la phase G1, le complexe Cycline
E-CDK2 prend le relai (22,23). Cette hyperphosphorylation de RB permet la libération des
facteurs de transcription de la famille des E2F (E2 promoter binding factor) et la transcription

de ses génes cibles potentiellement mitogéniques (24,25).

1.1.3. PML (Protéine de leucémie promyélocytaire)

PML a été initialement identifiée dans les leucémies promyélocitaires dues a une
translocation entre les chromosomes 15 et 17 (26). Elle est souvent supprimée dans différents
cancers chez I’humain, tandis que chez la souris son inactivation génétique favorise la
transformation (27). Elle constitue le composant de structures connues comme les corps
nucléaires PML. De plus, son expression dans les cellules primaires conduit a un arrét stable du
cycle cellulaire via la suppression dépendante de RB des cibles transcriptionnelles des E2F (28-
30). PML recrute également p53 vers les corps nucléaires, et réciproquement p53 induit la
transcription de PML (31). PML présente également des fonctions antivirales. Son expression
augmente en présence de I'interféron de type I et II et est corrélée avec la résistance aux
infections aux virus d’ARN (32-34). PML, ou les corps PML, inhibent la réplication des certains

virus au niveau de I’expression de I’ARNm viral et au niveau de 1’expression protéique (32).



Les suppresseurs des tumeurs décrits antérieurement constituent des facteurs clés lors de
1’établissement de la sénescence. Etant donné I’importance de ce phénotype dans cette thése,

nous y dédierons une attention plus détaillée dans les sections qui suivent.

1.2. La sénescence comme mécanisme de suppression tumorale

Jusqu’en 1960, le dogme de la culture cellulaire se basait sur I’immortalité et la
prolifération infinie des cellules en culture. Il était considéré que la cause de la mort des cellules
¢taient dues a de mauvaises manipulations ou au manque de connaissances sur la possibilité¢ de
les cultiver indéfiniment (35). Hayflick a observé que les cellules normales (non transformées)
avaient un nombre limité de divisions di a 1’érosion des téloméres a chaque cycle de réplication
de I’ADN (36). Ce phénomeéne est appelé sénescence réplicative. La sénescence cellulaire est
un arrét stable de la réplication, généralement en phase G1, dans lequel les cellules restent
viables et métaboliquement actives. Son établissement s’accompagne du remodelage de la
chromatine, de la reprogrammation métabolique ainsi que de I’augmentation de 1’autophagie
(37-39). Méme si elle est causée en réponse a des situations de stress, la sénescence est
¢galement importante pour le développement normal, le maintien de I’homéostasie tissulaire

ainsi que la limitation de la progression tumorale (37).

Comme présenté précédemment, la sénescence cellulaire a initialement été décrite comme étant
le résultat de 1’érosion de I’extrémité des chromosomes, les téloméres (40,41). A chaque
division cellulaire I’extrémité des chromosomes se raccourcit, et lorsque ces régions
télomériques deviennent trop courtes, leur structure protectrice est perturbée, ce qui enclenche
une réponse aux dommages a I’ADN et I’activation de p53 et RB (5). Il a été constaté que
certains types de cellules subissent une sénescence prématurée indépendamment du
raccourcissement des télomeres. Ces cellules sont probablement exposées a une stimulation
oncogénique qui peut induire des dommages a ’ADN et entrainer un arrét dans le cycle

cellulaire, via I’activation de p53 ou RB. Les dommages a I’ADN peuvent étre induits par des



oncogénes mitogéniques ou par la perte de génes suppresseurs de tumeurs anti-mitogéniques

(42).

Dans plusieurs types de sénescence, telles que celle induite par 1’oncogeéne ras ou lors de la
sénescence réplicative, les cellules manifestent une activation constitutive de la réponse aux
dommages a I’ADN. Il en résulte une accumulation sur la chromatine du variant de I’histone
H2A phosphorylé YH2AX (H24 histone family, member X-phosphorylated) ainsi que de 53BP1
(p53-binding protein 1), activant ensuite la cascade des kinases qui comprend d’abord ATM,
ATR suivis de CHK1 et CHK2 (43). Eventuellement, ’activation des suppresseurs de tumeur

p53 et RB sera déclenchée (Figure 1).
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Figure 1. Réponse aux dommages a ’ADN

La rupture du simple ou du double brin de I’ADN déclenche la réponse aux dommages a I’ADN.
Différents senseurs, tels que 53BP1 et H2AX s’accumulent sur le site de rupture. La protéine kinase
ATM qui est également recrutée, s’active par autophosphorylation et phosphoryle H2AX.
L’accumulation d’ATM s’incrémente progressivement ainsi que le taux de phosphorylation, et par

conséquent, il y a également une accumulation de YH2AX (H2AX phosphorylé). ATR est également
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recruté. CHK1 et CHK2 sont phosphorylés et activés pas ATR et ATM, respectivement, qui sont les
responsables de la cascade de signalisation de dommage a I’ADN dans les régions nucléaires éloignées
du site de rupture de ADN (43). L’activation de p53 induit 1’arrét du cycle cellulaire a travers

’activation de p21.

Cet état non prolifératif est principalement di a I’expression et a I’accumulation des inhibiteurs
du cycle cellulaire tels que p21CIP1, qui est induit par p53, et de pl6INK4A, qui bloque CDK4

permettant I’accumulation de RB dans son état actif hypophosphorylé, en empéchant 1’entrée
en phase S du cycle cellulaire (5,44,45). Le locus INK4 (Inhibitor of CDK 4)/ARF (Alternative

reading frame protein) est d’une importance clé lors de I’établissement de la sénescence car il

contient trois suppresseurs de tumeurs: p16INK4A et ARF, codés par le gene CDKN2A, et

p151NK4B, codé par CDKN2B (37). p21 TP p16INK4A et plSINK4B sont des inhibiteurs de

CDKs qui affectent la progression du cycle cellulaire en inhibant CDK4/6 (43). ARF, de son
coté, inhibe MDM2 permettant I’activation de p53 (46).

L’importance de PML lors de 1’établissement de la sénescence induite par des oncogenes tels
que ras a ét¢ démontrée. PML interagit directement avec p53 mais des complexes E2F/RB
relocalisés dans des corps nucléaires PML avec des foyers d’hétérochromatine associés a la
sénescence (SAHF) ont été observés, suggérant 1I’implication de PML dans la répression des

cibles d’E2F (28,29,31).

Plusieurs drogues chimiothérapeutiques peuvent aussi provoquer des dommages a 1I’ADN et par
conséquent, peuvent induire la sénescence de cellules normales et ¢galement de cellules
tumorales (47). Des études récentes révelent que les radicaux libres dérivés de 1’oxygene
peuvent également induire la sénescence (48,49). La sénescence provoquée par les facteurs
mentionnés ci-dessus est appelée sénescence induite par les oncogénes ou sénescence associée

au stress. La Figure 2 résume les principaux facteurs inducteurs de la sénescence.



Enfin, les cellules sénescentes sécrétent des cytokines et des chimiokines ayant des effets
paracrines pro-oncogéniques, mais pouvant également induire un arrét du cycle cellulaire de
facon autocrine et renforcer le phénotype sénescent (50,51). De plus, les cellules du systeme
immunitaire recrutées par les cytokines sécrétées élimineront éventuellement les cellules
sénescentes. Plusieurs protéines associées a la sénescence ont été identifiées en tant que cibles
de la modification réversible par SUMOylation. Par exemple, une accumulation des protéines
SUMOylées a été observée dans les cellules sénescentes comparée aux cellules en prolifération

(52).
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Figure 2. Facteurs inducteurs de la sénescence

Le phénotype sénescent peut étre induit par un ou plusieurs facteurs de stress. La figure résume les
principaux inducteurs, tenant en compte que la sénescence résulte de la combinaison de plusieurs

caractéristiques.

1.2.1. Dégradation protéique associée a la sénescence (SAPD)



Une des caractéristiques de la sénescence induite par des oncogeénes dans des cellules normales
humaines est la signalisation constitutive de la voie ERK (Extracellular signal-regulated
kinase)/MAPK (Mitogen-activated protein kinase). L hyperactivation de cette voie, ainsi que
le raccourcissement des télomeéres, conduisent a une dégradation sélective des protéines
dépendante de ’ubiquitination et du protéasome (53). Nous avons nommé ce phénomene:
SAPD (Senescence-associated protein degradation). La plupart des protéines dégradées
contiennent des motifs de phosphorylation cibles des kinases telles que les CDK, ERK1, ERK2
et GSK (Glycogen synthase kinase). De plus, elles participent a la biogenése des ribosomes, la
progression du cycle cellulaire, les fonctions mitochondriales et la migration cellulaire (54). La
diminution des niveaux de ces protéines contribue a 1’établissement de la sénescence. Nous nous
concentrerons sur cette diminution protéique associée aux défauts de la ribogenése dans la

sénescence.

1.2.2. Le ribosome et la perturbation nucléolaire dans la sénescence

Le ribosome est un complexe macromoléculaire chargé de catalyser la synthése des
protéines en utilisant les directives de I’ARNm. La biogenése des ribosomes comprend la
participation d’environ 200 facteurs d’assemblage (55,56). La vitesse de production des sous-
unités ribosomiques reportée dans les cellules HeLa s’estime & 7500 sous-unités par minute
(57). Ce processus consomme donc une grande quantité de 1’énergie cellulaire. Le ribosome
eucaryote est composé de 80 protéines chez les mammiferes (79 chez la levure (58)) associées
avec des ARN ribosomiques (ARNr). Les ARNr sont synthétisés par I’ ARN polymérase I (ARN
pol I) et IIT (ARN pol III). L’assemblage des ARNr et des protéines forme la petite sous-unité
408 et la grande sous-unité 60S du ribosome dans le nucléole, cette organite non-membranaire
localisée dans le noyau. Chez les mammiferes, la sous-unité 40S contient ’ARNr 18S et 33
protéines ribosomiques différentes, alors que la sous-unité 60S contient I’ARNr 28S, 5.8S et 5S
assemblés avec 47 différentes protéines ribosomiques (59). Les ARNr sont synthétisés sous
forme de précurseurs qui sont ensuite soumis a un processus de maturation. Ce processus de

maturation comprend non seulement le clivage et I’élimination des séquences excédentaires,



mais aussi les modifications telles que, principalement, les pseudouridylations (V) catalysées
par la dyskérine (60) et les 2’-O-méthylations catalysées par la fibrillarine (61). Autant le
processus de maturation que les modifications de I’ARNr nécessitent des petits ARN
nucléolaires (snoRNA) qui guident les modifications a travers 1’appariement des bases avec le
pré-ARNr (62). Dans le mécanisme de 2°-O-méthylation, les snoRNA a boites C/D guident de
petites particules ribonucléoprotéiques (snoRNP) contenant la fibrillarine (63), tandis que lors
des pseudouridylations, les snoRNA a boites H/ACA, guident les snoRNP contenant la
dyskérine (Figure 3) (64-66). Les ribosomes humains présentent un nombre majeur de ces
modifications par rapport aux bactéries et aux levures. Chez les humains, il existe environ 106
2’-O-méthylations et 95 ¥, dans la levure S.cerevisiae 55 2°-O-méthylations et 44 ¥, et dans la
bactérie E.coli quatre 2’-O-méthylations et onze ¥ (67-71). Chez tous ces organismes, on
constate que ces modifications se trouvent dans des régions du ribosome fonctionnellement

cruciales (72).

Boite H/ACA Boite C/D

Figure 3. Structure des snoRNA a boites H/ACA et C/D

Les petits ARN nucléolaires a boites H/ACA ciblent la formation de la pseudouridine. Les petits ARN
nucléolaires a boites C/D ciblent la formation de la 2’-O-méthylation sur le ribose de I’ARNr. Les ARNr

sont représentés en bleu, tandis que les composants protéiques sont représentés en gris clair.

Lors de I’induction oncogénique ou dans le vieillissement cellulaire, par exemple, les
cellules rendues sénescentes présentent un seul et grand nucléole, suggérant que la sénescence

entraine un stress nucléolaire. Dans notre laboratoire, nous avons trouvé, en utilisant une
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approche protéomique, plusieurs protéines dégradées ayant un role dans le nucléole (Tableau

1).

Tableau 1. SAPD des protéines nucléolaires compromises dans la biogénése des ribosomes *

PROTEINE FONCTION

CCDC86 Protéine nucléolaire a domaine en spirale enroulé¢, PMID:
173007833

DDX21 Hélicase nucléolaire d'ARN, maturation de pré-ARNr, PMID:
19106111

DDX24 Hélicase d'ARN

DDX42 Hélicase d'ARN

DDXS51 Composant nucléolaire, maturation de I'ARNr, PMID: 2040493

NOC2L Protéine nucléolaire, inhibiteur de p53, PMID: 16322561

NOLC1 Activateur de la Pol I, nucléologenése, PMID: 7657714

NOL6/NRAP Protéine nucléolaire, PMID: 11895476

NOP5/NOP5S Protéine nucléolaire, biogenése de la 60S, PMID: 11583964

NOP56 Protéine nucléolaire, biogenese de la 60S, biogenése des snoRNPs,
PMID: 19620283

Nucléoline Protéine nucléolaire et cofacteur de la Pol I, PMID: 17130237,
inhibiteur de p53, PMID: 22013067

RPLP1 Composant ~ structurel du ribosome, PMID: 16572171,
contournement de la sénescence, PMID: 19233166

RPL23 Protéine nucléolaire

RSL1D1 Protéine nucléolaire, inhibe PTEN et p27, elle est inhibée dans la
sénescence réplicative, PMID: 18678645, régule la localisation de
la nucléostémine, PMID: 17158916

*Adapte' de Déschenes-Simard et al. (53)

Nous avons ensuite confirmé que la dégradation ou la déplétion du facteur de la ribogenese

RSL1DI (ribosomal L1 domain-containing I protein) était un mécanisme effecteur observé lors
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de I’établissement de la sénescence dans des fibroblastes humains primaires (54). Une des
fonctions de RSL1D1 consiste a réguler la localisation nucléolaire de la nucléostémine (NS).
La nucléostémine, pour sa part, régule la localisation nucléolaire de DDX21 (DEAD (Asp-Glu-
Ala-Asp) box helicase 21) et EBP2 (EBNAI binding protein 2) (73,74), également diminuées
dans la sénescence induit par ras. Tant la nucléostémine que DDX21 et EBP2, participent a la
maturation des ARNr (74-76). Plus spécifiquement, DDX21 connecte la transcription du pré-
ARNr avec la maturation, et facilite I’acceés des snoRNP d’action tardive aux complexes de la
pré-40S (77,78), Chez I’humain, le role exact d’EBP2 n’a pas été démontré, mais il a été
constaté que I’inhibition de la transcription par I’ARN Pol I augmente sa mobilité¢ dans le
nucléole, suggérant qu’elle pourrait étre associée aux pré-ARNr comme protéine d’échafaudage
pendant la biogenése des ribosomes (79). Ceci évoque I’existence d’un stress nucléolaire et de

défauts de la biogenése des ribosomes associés a la diminution des protéines nucléolaires.

En faisant des marquages par impulsions de I'ARNT, nous avons pu observer une diminution de
la synthese totale de I'ARNr dans les cellules sénescentes induites par 1’oncogene ras, par le
suppresseur de tumeur PML et dans les cellules sénescentes réplicatives, par rapport aux cellules
infectées par un vecteur controle ou par rapport aux jeunes cellules (80).

Nous avons constaté que, non seulement la synthése, mais aussi la maturation de I’ARNr était
compromise dans la sénescence. Par hybridation de type Northern et a 1’aide des différentes
sondes complémentaires aux régions ITS1 et ITS2 (Internal transcribed spacer 1 or 2) des
genes ribosomiques, nous avons montré une accumulation du précurseur 47S dans les cellules
sénescentes avec I’oncogéne ras ainsi que dans de vieilles cellules (80). Nous avons également
observé une diminution des précurseurs de I’ARNr 40S tandis que les précurseurs de I’ARNr
60S s’accumulaient lors de la sénescence. Ceci implique un débalancement dans la synthése des

différentes sous-unités du ribosome.

Malgré le stress nucléolaire, la traduction globale n’est pas diminuée dans la sénescence (81).
Ce phénomene pourrait s’expliquer par 1’activation aberrante de la voie de mTOR (mammalian

target of rapamycin), qui de plus, n’est pas sensible au manque d’acides aminés ou de sérum a
12



cause, en partie, de la dépolarisation de la membrane plasmique (82). De plus, I’autophagie
augmentée fournit des acides aminés pour la synthése protéique. La Figure 4 résume les

principales caractéristiques des cellules sénescentes.

Ce déséquilibre entre la diminution de la maturation des ARNr et la traduction active dans la
sénescence a comme conséquence, en partie, la délocalisation dans le noyau de certaines
protéines ribosomiques. RPL29/eL.29, par exemple, s’accumule dans le nucléole des cellules
sénescentes induites par PML, ras, les cellules sénescentes réplicatives ou induites par la
camptothécine. RPS14/uS11 s’accumule également dans le nucléoplasme des cellules
sénescentes (80). Cette accumulation en dehors des sous-unités ribosomiques nous ont conduits
a approfondir I’implication de ces protéines dans les cellules sénescentes. Nous apporterons une
attention particuliere aux protéines ribosomiques dans les sections qui suivent.

Activation des

suppresseurs
Arrét stable du de tumeurs
cycle cellulaire RB, p53

. A Corps nucléaires PML
Dépolarisation de la
membrane 4
plasmique Activité
Insensibilité aux SA-B-Gal
facteurs de ;\ \ ‘

croissance
Stress du

réticulum
Morphologie large </"' //77 endoplasmique
et aplatie o .
Ras, Réplicative: fusion des nucléoles
Réponse au

dommage a I’ADN

/ SENESCENCE \:
SAHF £ ‘
(Foyers d’Hétérochromatine \
Associés a la Sénescence)
4 A os

SASP *

(Phénotype Sécréteur SARD
Associé a la Sénescence) SAPD (Défauts de la Ribogenése

(Dégradation Protéique Associés a la Sénescence)

Associée a la Sénescence)

Figure 4. Caractéristiques des cellules sénescentes
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La figure résume les caractéristiques principales des cellules sénescentes dont le phénotype résulte de la
combinaison de différentes caractéristiques. La complexité du phénotype sénescent peut varier selon le

facteur inducteur de la sénescence, le niveau de stress ainsi que le type de cellule.

1.2.3. Protéines ribosomiques en tant que suppresseurs de tumeurs

Plusieurs protéines ribosomiques exercent des fonctions indépendantes de leurs roles en tant
que composantes du ribosome, et ces fonctions sont potentiellement liées a la suppression
tumorale. RPL5/ulL18, RPL11/ulL5, RPL6/eL6, RPL23/ulL24, RPS3/uS3, RPS7/eS7,
RPS15/uS19, RPS25/eS25, RPS26/eS26, RPS27/eS27, RPS27a/eS31, RPS27L/eS27 like,
RPL37/eLL37, RPL22/eL.22 et RPS14/uS11, connectent le stress nucléolaire a 1’activation de la

voie de p53 pour induire I’arrét cellulaire, I’apoptose ou la sénescence (83-88) (Figure 5).

Les génes de plusieurs protéines ribosomiques sont souvent mutés, supprimés ou dérégulés dans
différents types de cancer. Par exemple, des mutations dans RPL5/uL18, RPLI11/uL5,
RPL15/eL15, RPL26/ul24, RPL31/eL31, RPL36A/eL42, RPS7/eS7, RPS10/eS10,
RPS17/eS17, RPS19/eS19, RPS24/eS24, ou RPS26/eS26 sont trouvées dans la ribosomopathie
congénitale, causant I’anémie de Diamond-Blackfan (DBA) ainsi qu’une incidence accrue de
cancers chez les patients souffrant de cette maladie (89-93). RPL22/eL.22 est fréquemment
mutée ou supprimée dans des cancers tels que les cancers endométriques, gastriques et
colorectaux (94,95). Chez les souris, la perte partielle de RPL22/eL22 accélére la
lymphomagenése (96). De plus, elle est inactivée mono-alléliquement dans environ 10% de

leucémies lymphoblastiques aigiies a cellules T (T-ALL) (94).
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Figure 5. Stabilisation de p53 via des protéines du ribosome
(A) Dans des conditions sans stress nucléolaire, ou la biogenése des ribosomes s’effectue normalement,
p53 est rapidement li¢ par MDM2. MDM?2 agit comme une ubiquitine ligase E3 facilitant la dégradation
de p53 dépendante de I’'ubiquitination et du protéasome. (B) Lors d’un stress nucléolaire ou la ribogenése
est perturbée, une plus grande quantité de protéines ribosomiques (PR) reste libre pour se lier a MDM2,
ce qui soulage son activité inhibitrice vis-a-vis de p53 et permet a pS3 de s’activer pour induire 1’arrét

cellulaire, I’apoptose ou la sénescence.

1.2.3.1. Fonctions particuliéres de RPS14/uS11 et RPL.22/el.22

Les protéines ribosomiques jouent un rdle structural et potentiellement régulateur dans
ce complexe macromoléculaire qui est le ribosome. Or plusieurs études corroborent que les
fonctions de ces protéines, telles que RPS14/uS11 et RPL22/eL.22, ne ciblent pas exclusivement
les ribosomes. Dans notre laboratoire nous avons observé que 1’activité catalytique de CDK4
¢tait importante pour le contournement de la sénescence lors de la déplétion du facteur RSL1D1

(80).

Dans ces cellules sénescentes, nous avons identifi¢ par spectrométrie de masse, non seulement

RPS14/uS11, mais aussi RPL22/eL.22, comme partenaire ou régulateur potentiel de CDK4.
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Nous avons montré que RPS14/uS11 forme des complexes avec CDK4 et la Cycline D1, et que
son expression, a des niveaux modérés, active la voie de RB et I’établissement de la sénescence.

De plus, ce mécanisme est indépendant de la voie de p53 (80).

RPL22/eL.22, aussi identifiée comme régulateur potentiel de CDK4, est une protéine de surface
de la sous-unité 60S qui s’associe tardivement au ribosome lors de sa maturation (97). La
délétion ou mutation de RPL22/eL.22 n’affecte pas la viabilité de la cellule, mais au contraire,
cette affectation est souvent trouvée chez différents types de cancer. Un effet de compensation
suite a la délétion de RPL22/eL.22 a été observé chez des souris RPL22/e[.22 nulles. Cette
compensation est due a I’expression augmentée du paralogue de RPL22/e.22: RPL22-like 1,
dont le messager est directement réprimé par RPL22/e[.22 lui-méme (98). Malgré le haut degré
d’homologie que partagent RPL22/eL.22 et RPL22-like 1, et leurs rdles équivalents dans la
traduction des protéines, elles présentent des fonctions uniques. Wiest et collégues ont observé
un réle antagoniste de RPL22/el.22 et de RPL22-like 1 lors du développement hématopoiétique
chez le poisson zebre. Plus précisément, RPL22/eL.22 semble étre critique lors du
développement des progénitures des cellules T aff apres leurs implantations dans le thymus.
Cependant, RPL22/eL.22 réprime 1’expression de Smadl (Mothers Against Aecantaplegic
Homolog 1) et I’apparition de cellules souches hématopoiétiques (HSC, Hematopoietic Stem
Cells). RPL22-like 1, au contraire, se lie directement a I’ARNm de Smadl pour stimuler sa
traduction, ce qui facilite 1’apparition des HSCs (99). L’équilibre entre 1’expression de
RPL22/eL.22 et celle de son paralogue semble important, non seulement lors du développement
mais aussi lors de la transformation maligne. Il est a noter que le géne de RPL22-like 1, se
trouve dans le locus 3q26 chez I’humain, qui est souvent amplifié dans des cancers tels que les
leucémies, les cancers d’ovaire, du poumon, du foie ou du sein (100,101). Le geéne de
RPL22/eL.22 réside dans le locus 1p36, qui contient aussi plusieurs suppresseurs tumoraux, et

est souvent supprimé dans plusieurs types de cancer (94,102).

Le role physiologique de RPL22/eL.22 est peu connu. Cette protéine de liaison a I’ARN n’est
pas indispensable pour la biogenése du ribosome, ni pour la traduction cap-dépendante (103).
Cependant, elle a des implications spécifiques a certains tissus. Il a été déterminé que
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RPL22/eL.22 peut étre considérée comme un suppresseur de tumeur haploinsuffisant dans la
leucémie T-ALL. Si la perte d’une copie du géne n’affecte pas le développement normal des
cellules T chez les souris, elle accélere le développement des lymphomes thymiques dans des
modeéles de souris T-ALL, a travers 1’activation de la voie de NF-xB et sa cible: le facteur a
caractere «souchey (stemness factor) Lin28B (104). L’inactivation bi-allélique de RPL22/el.22,
jusqu’a maintenant seulement observée dans des tumeurs solides (95), accélere également la
lymphomagenése, par contre, le comportement est différent de son inactivation mono-allélique.
Cette inactivation bi-allélique favorise la formation de masses médiastinales, mais le
développement et la progression vers les organes périphériques sont restreints. Il est suggéré
que ce défaut de dissémination vers les organes périphériques est causé par la diminution,
associée a la double inactivation de RPL22/eL.22, d’une des cibles du facteur de transcription
KIf2 (Kruppel-like factor 2): SIPR1 (Sphingosin-1-Phosphate Receptor 1), impliquée dans la

migration cellulaire (105).

Le syndrome 5q (délétion interstitielle du chromosome 5q), est une maladie caractérisée par une
anémie séveére et une faible vitesse de progression vers la leucémie myélogene (106).
L’haploinsuffisance de RPS14/uS11 joue un réle dans ce syndrome (107). De plus, RPS14/uS11
est impliquée dans I’inhibition de CDK4-Cycline D1, ce qui suggere que I’haploinsuffisance de
RPL22/eL22 pourrait, en partie, avoir également son effet par I’intermédiaire d’un
débalancement de la régulation de CDK4 et de la voie de RB. Par ailleurs, le fait que ces
protéines se trouvent en dehors des ribosomes, suggeére que ceux-ci auraient une composition
différente dans les cellules sénescentes, ayant des répercussions au niveau de leur capacité de

traduction.

Au cours des derni¢res années, des nombreuses études ont mis en lumiére le concept de
ribosomes spécialisés. Les évidences montrant I’hétérogénéité dans la composition des
ribosomes dérivent des ribosomopathies causées par 1’haploinsuffisance de génes codant pour
les protéines ribosomiques. La perte de 1’expression de ces protéines ribosomiques peut avoir

un impact sur la traduction de certains ARNm, affectant sé¢lectivement des organes ou des tissus
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(108). La composition protéique des ribosomes n’est pas le seul facteur d’hétérogénéité. Les
modifications de I’ARNr sont également une source de variabilité qui peut affecter la traduction.
Dans la prochaine section nous nous concentrerons sur le fonctionnement du ribosome lors de

la traduction.

1.3. Quelques données sur le fonctionnement du ribosome
eucaryote

Le ribosome possede trois sites de liaison pour les ARNt: le site A, dans lequel va se
placer un aminoacyl-ARNt (aa-ARNY); le site P, destiné a un peptidyl-ARNt (pept-ARNt) et le
site E, pour les ARNt désaminoacylés. Ces sites de liaison sont composés principalement par
les ARNr dont les séquences sont conservées. Ceci suggere que le mécanisme par lequel le
ribosome distingue un aa-ARNt correct d’un aa-ARNt non-correct est aussi conservé entre
especes (109).

La traduction des protéines est divisée en 4 étapes: Initiation, ¢longation, terminaison et
recyclage. Ces étapes sont orchestrées par des facteurs de traduction indiqués dans le Tableau

2 (110).

Tableau 2. Facteurs de traduction

ETAPE DE LA
TRADUCTION FACTEURS DE TRADUCTION
elF1A, 5B, 1, 2a, 28, 2y, 2Ba, 2B, 2By, 2BJ,
Initiation 2Bg, 3
(13 sous-unités), 4A, 4B, 4F (4E, 4G, 4H), 5,
6, PABP
Elongation ¢EF1A, eEF1B (2 ou 3 sous-unités), eEF2
Terminaison eRF1, eRF3, elF5a
ABCEL, elF3, elF3j, elF1A, elF1; e[F2D
Recyclage (111)
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1.3.1. Initiation de la traduction

Le processus de traduction dans les eucaryotes commence par le recrutement de la petite

sous-unité¢ 40S associée aux facteurs d’initiation elF1A et elF3 (112). Ceci est suivi par la
liaison du complexe Met-ARNtMet /elF2-GTP, et du facteur elF1, formant ensemble le

complexe de pré-initiation 43S. Le recrutement de 43S a lieu a proximité de la coiffe ou cap 7-
méthyl-guanosine, a I’extrémité 5’UTR (untranslated region) de I’ARNm. Cette coiffe interagit
avec un facteur d’initiation trimérique, elF4F (elF4G, elF4A, elF4E), dont la présence est
requise pour la liaison de 43S (113). Le facteur elF5 s’associe au complexe 43S. Celui-ci balaie
ensuite I’ARNm jusqu’a la reconnaissance du codon initiateur AUG, permettant la formation

du complexe de pré-initiation 48S.

Le codon AUG est intégré dans la séquence consensus de Kozak 5’-GCCRCCAUGG-3’. Des
mutations de la purine R dans le troisiéme nucléotide avant AUG et de la G aprés AUG peuvent
réduire jusqu’a dix fois I’efficacité de I’initiation de la traduction (114) . Le complexe de pré-
initiation continue donc le balayage jusqu’a reconnaitre le prochain AUG optimal. Ce
phénoméne est appelé leaky-scanning (115). D’autre part, il peut exister des codons d’initiation
non-AUG qui donnent plus de flexibilité aux mécanismes alternatifs d’initiation de la traduction

(115).

La formation du complexe 48S dépend de 1’hydrolyse d’elF2-GTP en elF2-GDP + Pi, suivie

Met

par la libération des autres facteurs d’initiation et le positionnement du Met-ARNti " sur le site

P de la sous-unité 40S. Cette réaction est stimulée par le facteur elF5 (112). Le recyclage du

complexe elF2-GDP est effectu¢ par elF2B, qui catalyse la conversion du GDP en GTP

Met

permettant au complexe elF2-GTP de reconnaitre le Met-ARNti . Le recrutement de la sous-

unité 60S au complexe de pré-initiation, par médiation de I’hydrolyse du GTP li¢ au facteur

elF5B, permet la formation du ribosome 80S (Figure 6).
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Il existe un mécanisme d’initiation de la traduction différent de cette initiation dite cap-
dépendante: c’est l’initiation de la traduction IRES (site d’entrée interne du ribosome)-
dépendant, que 1’on rencontre dans certains virus et aussi certains messagers cellulaires
(116,117). Elle consiste en une liaison directe du complexe 43S sur I’'IRES, a I’intérieur de

I’ARNm, indépendamment de la coiffe et sans interaction avec le facteur d’initiation eIF4F

(118).

Complexe de

omplx ;
pré-initiation 43S %\i\‘ +P.

Complexe de
pré-initiation 48S

Figure 6. Initiation de la traduction eucaryote
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La figure représente une breéve description de I’initiation de la traduction chez les eucaryotes, 1’étape
critique lors de la biosynthése des protéines. 1 et 2- Recrutement de la sous-unité 40S associée aux
facteurs eIF1A et elF3, suivi de la liaison du facteur eIF1 et du complexe Met-ARNtiM*'/eIF2-GTP pour
former le complexe de pré-initiation 43S. 3- Reconnaissance de la coiffe ou cap 7-méthyl-guanosine par
le facteur trimérique elF4F. Les facteurs elF4B et elF4H s’associent au complexe et stimulent le
décompactage de I’ARNm. 4- Recrutement de la sous-unité 40S sur I’ARNm. 5- Le facteur elF5 rejoint
la sous-unité 40S et I’ARNm pour former le complexe de pré-initiation 48S et le balayage de ’ARNm
jusqu’a la reconnaissance du codon d’initiation. 6- La formation du complexe 48S stimule I’hydrolyse
du GTP en GDP et Pi du facteur elF2 et la libération de tous les facteurs d’initiation. 7- Association de
la sous-unité 60S dépendante de I’hydrolyse du GTP par médiation du facteur eIF5B. 8- Recyclage du

facteur elF2 par I’entremise du facteur e[F2B.
1.3.2. Elongation de la traduction

L’étape suivante, I’¢longation, se divise en trois sous-étapes: le placement d’un aa-ARNt
au site d’entrée suivi de son positionnement au site A; la transpeptidation, ou la chaine en
croissance liée a I’ARNt au site P est transférée sur le résidu aminoacylé de I’aa-ARNt du site
A du ribosome, avec la formation d’un lien peptidique; et, finalement, la translocation, dans
laquelle les ARNt du site A et P sont transloqués vers les sites P et E respectivement, en
entrainant ’ARNm (115). Dans cette étape d’¢longation, divers facteurs d’¢longation sont

impliqués, (Figure 7).

21



~ aa-ARNt

}/ eEFla-GTP

)

Décodage

’ eEFla-GDP

1

Figure 7. Elongation de la traduction eucaryote

1- Le complexe ternaire eEFla-GTP lie 1’aa-ARNt au site d’entrée du ribosome et dirige la
reconnaissance correcte entre le codon de ’ARNm et I’anticodon de I’ARNt. Suite au changement de
conformation de la 40S, eEF1a-GTP est activé et I’hydrolyse de GTP en GDP s’effectue, permettant
ainsi le placement au site A de I’aa-ARNt. Le facteur eEF1a-GDP sera recyclé en eEF1a-GTP par le
facteur eEF1B. 2- La chaine en croissance liée a I’ ARNt au site P est transférée sur le résidu aminoacylé
de I’aa-ARNt du site A avec la formation de la liaison peptidique. 3- Les ARNt du site A et P sont
transloqués vers les sites P et E respectivement. La translocation requiert le facteur eEF2-GTP. 4- Le
facteur eEF2-GDP est libéré, le site A du ribosome est a nouveau disponible pour continuer le processus

d’¢élongation.

L’ARNt se lie d’abord au site d’entrée. Il a été montré que I’ARNt dont 1’anticodon
correspond au codon du messager (ARNt correct ou cognate) induit un changement dans la
structure du ribosome. Ceci provoque 1’activation de la GTPase d’eEF1-A et la liaison de 1’aa-
ARNt dans le site A (119). Au contraire, les ARNt pour lesquels I’appariement codon-anticodon
est incorrect n’induisent pas de changement et sont rejetés. Notons que si 1’aa-ARNt est presque
correct, il peut induire le changement de conformation et I’hydrolyse du GTP, mais a une vitesse
tellement réduite que cela empéche sa liaison efficace au site A. Il est donc aussi rejeté. Des

études sur le mécanisme de traduction chez les bactéries, ont démontré que I’interaction codon-
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anticodon entre ’ARNm et I’ARN, ainsi que la discrimination des aa-ARNt non-corrects sont
controlées par trois bases conservées de I’ARNr 16S de la petite sous-unité. Ces nucléotides
sont la guanine 530 (G530), I’adénine 1492 (A1492) et I’adénine 1493 (A1493). Chez I’humain,
ces bases conservées correspondent a G626, A1824 et A1825 (120) (Figure 8).
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Figure 8. Bases conservées de ’ARNr 18S chez ’humain

La reconnaissance des aa-ARNt est controlée par les trois bases universellement conservées (G626,
A1824, A1825) dans I’ARNTr 18S. Elles sont requises pour la reconnaissance correcte entre le codon de

I’ARNm et I’anticodon de I’ARNt. Des mutations sur ces bases compromettent la viabilité cellulaire.

La formation de la liaison peptidique est catalysée par ’activité peptidyl-transférase du
ribosome au cours de la sous-étape de transpeptidation. Elle est suivie, comme nous 1’avons dit,

par la translocation, qui nécessite la participation d’un facteur d’élongation, eEF2, et I’hydrolyse

du GTP (115).

1.3.3. Terminaison de la traduction et recyclage

La traduction se termine lors de 1’entrée d’un codon d’arrét dans le site A du ribosome, qui est

reconnu par le domaine N-terminal du facteur 1 de terminaison (eRF1) et par le facteur de
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terminaison 3 (eRF3) qui posséde une activité GTPase (121). La structure tridimensionnelle
d’eRF1 ressemble a celle d’un aa-ARNt, dont le N-terminal simule le bras de 1’anticodon de
I’ARNt et reconnait les trois codons d’arrét (UGA, UAG, UAA) dans le site A du ribosome.
ERFI1 catalyse I’hydrolyse de la liaison entre la chaine peptidyle et I’ARNt. Le domaine C-
terminal d’eRF1 interagit avec le domaine N-terminal du facteur eRF3 et le facteur de recyclage
ABCE1 (122,123). L’interaction d’eRF1 avec les codons d’arrét induit un changement de
conformation qui permet au codon d’arrét, plus le nucléotide en aval, d’occuper le site A du
ribosome (124). Pour cette raison, il est proposé que 1’identité du nucléotide suivant le codon
d’arrét serait importante pour I’efficacit¢ de terminaison de la traduction (125). Apres la
reconnaissance par eRF1 du codon d’arrét, eRF3a hydrolyse le GTP en GDP et se dissocie du
ribosome (126). Ceci permet la stimulation de ’activité d’eRF1 grace au placement du motif
conservé CCQ de son domaine M sur le centre peptidyl PTC du site A (123,127). En
conséquence, eRF3 améliore I’efficacité de terminaison. ABCEL, qui est une ATPase, peut
ensuite se lier au complexe ribosome-eRF1 pour stimuler la libération du nouveau peptide
synthétisé (128). La traduction se termine souvent par la dissociation et le recyclage du
ribosome qui est stimulé par ’ATPase ABCEI (Figure 9). ABCE1 favorise également la
libération du nouveau peptide synthétis¢ (128). Cependant, apres la dissociation des sous-unités
ribosomiques, I’ARNt désacétylé reste encore li¢ a la sous-unité 40S. Deux mécanismes ont été
rapportés lors de 1’¢jection de I’ARNt désacétylé suite a la dissociation de la sous-unité 40S:
I’un est orchestré par des facteurs d’initiation canoniques; 1’ autre est exercé par le facteur elF2D
(129). Récemment, d’autres facteurs d’initiation impliqués dans la terminaison de la traduction
ont été mis en évidence. A titre d’exemple, Schuller et collégues ont découvert un nouveau role
du facteur elF5a. Ils suggerent que le facteur elF5a est essentiel lors de la stimulation de
I’hydrolyse du peptidyl-ARNt par eRF1. Plus précisément, des données de profilage des
ribosomes ont montré que lorsque elF5a est supprimé, la densité ribosomique sur la région
3°’UTR de plusieurs messagers augmente, suggérant ’inefficacité de terminaison de la
traduction. Ils ont aussi démontré que ces ribosomes occupant la région en 3’UTR traduisaient

encore les messagers, potentiellement via un mécanisme de translecture du codon d’arrét (130).
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Un processus de ré-initiation peut avoir lieu apres la traduction d’une séquence courte comprise
dans la région 5’UTR, contenant un codon d’initiation et de terminaison, connue comme uORF
(upstream Open Reading Frame) (131). Les uORF précédent ou chevauchent les séquences
codantes ou CDS (Coding DNA sequence ) de la protéine canonique. Leur traduction résulte

souvent en une diminution de I’expression de la protéine canonique (132,133).

Figure 9. Terminaison de la traduction et recyclage

Les facteurs eRF1 et la GTPase eRF3 entrent au site A du ribosome. eRF1 reconnait le codon d’arrét
(UGA,UAG,UAA), I’hydrolyse du GTP permet la libération d’eRF3 ainsi que la stimulation de I’activité
d’eRF1. La liaison du facteur de recyclage ABCE1-ATP facilite le bon placement d’eRF1 et I’hydrolyse
de la liaison entre le peptide synthétisé et ’ARNt auquel il était lié. La traduction se termine par la

dissociation et le recyclage du ribosome.

1.4. Erreurs de traduction

La fréquence d’erreurs lors de la réplication est trés faible. Les erreurs peuvent étre de
I’ordre de 0.5 x 10 /site par réplication de I’ADN dans les bactéries, et de 1.6 x 10 dans les

eucaryotes (134). Paradoxalement, en dépit d’une fine régulation, la traduction constitue 1’étape

de la biosynthese des protéines la plus sujette aux erreurs. La reconnaissance incorrecte d’un
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aa-ARNt par le ribosome constitue une des causes principales des erreurs de traduction. En
effet, les codons qui correspondent aux ARNt peu abondants risquent de provoquer plus

d’erreurs de reconnaissance que les autres codons (135). Dans les bactéries et les levures, cette

fréquence d’erreurs varie entre 103 et 107 par codon (136).

Le changement du cadre de lecture (frameshift) constitue une autre source d’erreurs (137). Son
mécanisme consiste en un glissement du ribosome, au hasard, d’une base vers I’extrémité 5’

(frameshift -1) ou 3’ (frameshift +1) de I’ARNm. Ce type d’erreurs ou frameshift aléatoire a une
fréquence d’erreurs estimée a 3 x 107 chez les bactéries, et les peptides résultant de ces

changements aléatoires du cadre de lecture sont non-fonctionnels (138). Un deuxie¢me
mécanisme de production des peptides hors du cadre de lecture est le frameshift programmé.
Contrairement au frameshift aléatoire, le glissement du ribosome se produit en un site précis et
non au hasard dans I’ARNm. Ce frameshift régule I’expression des génes et code pour des
protéines fonctionnelles (138). Fréquemment, les frameshifts programmés se produisent sur une
séquence «glissante» constituée d’environ 4 a 7 nucléotides, suivie d’une structure secondaire
de ’ARN en forme de pseudo-nceud ou en tige-boucle. Un exemple de frameshift programmé
+1 se trouve dans le messager de 1’antizyme de 1’ornithine décarboxylase (OAZ) qui controle
négativement 1’enzyme ornithine décarboxylase (ODC) (139). L’ODC catalyse Ia
décarboxylation de I’ornithine, a partir de laquelle se forment des polyamines telles que la
putrescine, la spermidine et la spermine. Chez tous les eucaryotes, le messager de I’'OAZ
contient un codon d’arrét au début de sa région codante, résultant en la traduction d’un peptide
sans activité. Lors d’une augmentation dans des niveaux de polyamines, il y a une stimulation
du frameshift +1 juste avant le codon d’arrét induisant la synthése de 1’antizyme active.

L’antizyme active inhibe I’ODC et donc, la production des polyamines.

Un exemple de frameshift programmé -1 est la production de la polyprotéine Gag-Pol du VIH-
1(140,141). La séquence codante du gene POL se trouve dans un cadre de lecture -1 par rapport
ala séquence codante de GAG. Cet évenement de frameshift permet la synthése de la protéine

Gag-Pol dont le début est identique a Gag (précurseur des protéines de structure du virus) mais
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qui, apres le frameshift, est le précurseur des protéines enzymatiques du VIH-1. Le frameshift
controle le rapport Gag-Pol/Gag. Il assure également 1’incorporation d’enzymes virales lors de

I’assemblage du virus, grace a la fusion de la séquence de Pol a Gag (142).

1.4.1. La translecture du codon d’arrét

Dans certaines situations, il peut se produire des erreurs dans la terminaison de la
traduction nommées la translecture du codon d’arrét. Durant la translecture ou readthrough, un
ARNt qui reconnait un codon différent d’UGA, UAG ou UAA par une base, peut insérer un

acide aminé au codon d’arrét et continuer la traduction jusqu’au prochain codon d’arrét (143).
La fréquence de cette erreur est de 1’ordre de 107 par codon chez les bactéries et chez les levures

(136,144). La fréquence de translecture pourrait étre affectée selon le type de codon d’arrét, par
exemple, le codon UGA serait le plus propice a «permettre» la translecture tandis que le codon
UAA serait le moins propice (145). D’autres facteurs modulateurs de 1’efficacité de translecture
sont la concentration des facteurs de terminaison (146), les aa-ARNt-presque corrects en
compétition avec les facteurs de terminaison pour le site A du ribosome (147), I’identité¢ du
nucléotide en aval du codon d’arrét, ainsi que la structure secondaire de I’ARNm englobant le

site d’arrét, entre autres (148).

Il existe une translecture du codon d’arrét programmée ainsi qu’une translecture qui,
apparemment, se manifeste spontanément (149). Cette derniére est connue comme translecture
basale (150). Dans certains génomes viraux; par exemple, dans les virus de la mosaique du tabac
et le rétrovirus murin Moloney (MMuLV), et dans des génes cellulaires; par exemple, dans I’E.
coli entéro-toxigénique (ETEC), il peut se produire une translecture programmée et non
aléatoire des messagers tels que le cistron de la sous-unité réplicase pour le virus de la mosaique
du tabac , du messager de Gag-Pol, pour MMuLV, ou du messager de ’antigéne de surface CS3
( Coli Surface Antigen) dans le cas d’ETEC (148). Ce mécanisme programmé, grace auquel le
peptide va continuer a étre synthétisé en dépit du codon d’arrét, joue un réle important dans la

régulation génique de ces entités. Les rétrovirus utilisent le frameshifi et la translecture
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programmés afin de maintenir une proportion Gag/Gag-Pol précise (151,152). La région du
codon d’arrét du messager de MMuLV, par exemple, adopte une conformation en pseudo-nceud
8 nucléotides en aval du codon d’arrét UAG du géne GAG. 1l a été démontré qu’a des pH
physiologiques ce pseudo-nceud forme une conformation qui permet la translecture (Gag-Pol
est traduit) dans 6% de la population de messagers viraux, tandis que 94% de la population
adopte une conformation non permissive pour la translecture. Ceci est corrélé avec la proportion
précise des protéines virales Gag/Gag-Pol produites in vivo (153).

Dans certains champignons, il a été trouvé que des enzymes glycolytiques, telles que la
glyceraldéhyde-3’-phosphate déshydrogénase (GAPDH), la lactate déshydrogénase (LDH) et
la 3’-phosphoglycerate kinase (PGK) ne résident pas seulement dans le cytoplasme mais aussi
dans les peroxysomes. Ce phénomene est dii a I’ajout d’une région en C-terminal aprés la
translecture du codon d’arrét contenant des signaux de ciblage peroxisomal du type 1 ou PTS1
(peroxisomal targeting signal type 1). Cette nouvelle région ajoutée est la cible des peroxines,
telles que Pex5p (154), qui permettent 1I’import des protéines vers les peroxysomes (150). La
translecture est aussi présente chez les métazoaires, révélant que ce mécanisme est plus répandu
qu’'on ne le pensait auparavant (155,156). Des analyses phylogénétiques réalisées chez
Drosophila melanogaster ont permis 1’identification de 283 génes contenant des signatures des
séquences conservées potentiellement stimulatrices de la translecture (143). De plus, des
expériences de profilage des ribosomes ont également contribué a 1’identification de 300
évenements dus a la translecture chez Drosophila, ainsi qu’a celle de 42 candidats non prédits
par des approches phylogénétiques, dans des fibroblastes humains (156). La fréquence de
translecture non programmeée est généralement estimée a moins de 1% des protéines allongées
en C-terminal. Etonnamment, quatre messagers ont été identifiés dont I’efficacité de
translecture varie entre 6 et 17 % chez les mammiféres. Ces génes: AQP4, OPRL1, OPRKI1 et
MAPKI10, contiennent la séquence UGACUAG dans la région du codon d’arrét, qui est trés
conservée chez les vertébrés (155). Le messager du géne humain SACMIL se caractérise par
une structure secondaire en tige-boucle en 3’ trés conservée, ainsi que par un fort potentiel de
stabilit¢ de conformation de cette tige boucle (157). Cependant, 1’efficacité de translecture est
faible, signalant I’importance du contexte nucléotidique, et non la structure secondaire, dans la

fréquence de translecture basale (155).
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La perturbation des modifications post-transcriptionnelles de I’ ARNr peut également provoquer
I’incorporation incorrecte des acides amings, la translecture des codons d’arrét, ainsi qu’un
changement du mode d’initiation de la traduction (coiffe-dépendante versus IRES-dépendante)
(158-160). Dans la levure, la perte de certaines modifications sur les sites A et P du ribosome
peut causer la réduction de la vitesse d’incorporation d’acides aminés ainsi qu’un déficit des
petites sous-unités libres (67). D’autre part, des études ont révélé une relation étroite entre
I’augmentation des méthylations post-transcriptionnelles sur le ribose a des endroits spécifiques

de ’ARNr 288, et I’agressivité accrue constatée dans des cellules du cancer de sein (61).

Des ARNm contenant des mutations non-sens qui ajoutent un codon d’arrét prématuré, sont des
cibles des ribonucléoprotéines qui transportent ces messagers dans des corps P (Processing
bodies) du noyau au cytoplasme. Dans le cytoplasme, les messagers sont dégradés par un
mécanisme connu comme décroissance induite par ’ARNm non-sens (NMD: non-sense
mediated mRNA decay) (161,162). Divers facteurs tels que les protéines UPF (Up-frameshift
proteins) participent dans le mécanisme de NMD (163). Récemment, il a ét¢ démontré que les
facteurs UPF sont requis pour la translecture des codons d’arrét prématurés chez 1’humain dans

des compartiments cytoplasmiques nommés readthrough bodies (164).

1.4.2. La translecture du codon d’arrét et le cancer

Un ensemble d’observations mettent en évidence 1’effet nuisible de hauts niveaux
d’erreurs de traduction. A titre d’exemple, un taux élevé d’erreurs provoque une dysfonction
mitochondriale chez la levure, réduit la durée de vie chez les mouches et cause des maladies
neurodégénératives et cardiovasculaires chez les mammiferes (165-168). Paradoxalement, il a
été trouvé que certaines bactéries profitent des erreurs de translecture pour survivre sous des
conditions de stress et s’adapter a un nouvel habitat (169). Tel pourrait étre le cas pour les
cellules cancéreuses, lesquelles s’adaptent a un cotit évolutif trés bas a un environnement hostile

par manque d’oxygene et de nutriments.
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Des quantités anormalement augmentées de la lactate déshydrogénase B (LDHB) et la malate
déshydrogénase 1 (MDH1) allongées en C-terminal ont ét¢ trouvées dans les peroxysomes des
cellules de glioblastome U118 (149). Cette augmentation favorisant le métabolisme dans les
peroxysomes pourrait étre avantageuse pour les cellules cancéreuses, ou pourrait simplement
étre une conséquence d’une perturbation associée a la capacité des cellules cancéreuses de
prioriser la glycolyse et la fermentation lactique plutdt que la phosphorylation oxydative, un

effet connu comme ’effet Warburg (170).

D’autre part, un modele sur la progression vers la leucémie lymphoblastique aigué a cellules T
(T-ALL) propose qu’une mutation dans la protéine ribosomique RPL10/ulL16 entraine
l'incapacité de la sous-unité 60S a passer le point de contrdle de qualité ribosomique. Ceci
entrainerait une diminution de I'assemblage des ribosomes. Un suppresseur de la biogenése des
ribosomes peut survenir en raison d'une pression sélective permettant de contourner «la barriere
de contrdle», stimulant ainsi la production de ribosomes défectueux. En conséquence, la
diminution de la fidélit¢ de traduction conduirait & une modification du profil d'expression
génique, a la stimulation de la translecture du codon d’arrét et du frameshift programmé, ainsi

qu’a l'apparition de la leucémie T-ALL (171).

Eswarappa et collégues ont récemment identifi¢ une isoforme allongée en C-terminal du facteur
de croissance vasculaire endothélial A (VEGF-Ax: Vascular endothelial growth factor Ax),
générée par un mécanisme de translecture du codon d’arrét (172). VEGF-A canonique induit la
migration et la prolifération dans les cellules endothéliales vasculaires, et est essentielle pour
'angiogenese a la fois physiologique (par exemple, l'embryogenése) et pathologique (par
exemple, la tumorigenése) (173,174). Cependant, le role physiologique de la nouvelle isoforme
VEGF-Ax reste controversé, car des évidences montrent des implications anti-angiogéniques
(172) et pro-angiogéniques de VEGF-Ax dans un méme contexte cellulaire. Xin et collegues
ont observé que VEGF-Ax n’inhibe pas I’angiogeneése ni la croissance des cellules endothéliales

humaines et bovines. Ils ont également remarqué que cette isoforme présente des fonctions
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mitogéniques. Néanmoins, cet effet mitogénique est moins puissant que celui de 1’isoforme

canonique VEGF-165 (175).

1.5. Problématique et objectifs de la these

1.5.1. Un role extra-ribosomique de RPL22/el.22 en tant que suppresseur
tumoral

Une des caractéristiques des cellules cancéreuses est la production accrue de ribosomes.
Cette production comble la demande de synthése de protéines et la rapide prolifération
cellulaire. Néanmoins, la qualité de ces ribosomes n’est pas nécessairement optimale. Les
arguments décrits ci-dessus mettent en évidence le lien entre les ribosomes modifiés et le cancer,
non seulement a cause des modifications post-transcriptionnelles de I’ ARNr, mais aussi a cause
des mutations des protéines ribosomiques. Les défauts de ribogenése que nous avons observés
lors de la sénescence suggere une altération de la fonction des protéines ribosomiques et des

ribosomes.

Des études protéomiques avec des seuils moins strictes, réalisées récemment dans notre
laboratoire, nous ont permis d’identifier plusieurs protéines du ribosome, dont RPS14/uS11
mais aussi RPL22/e[.22, comme partenaires de CDK4 (80). La finalité dans cette partie de ma
thése consiste a étudier si RPL22/el.22 (tout comme RPS14/uS11), pourrait, a travers son
interaction avec CDK4 et/ou la cycline D1, réguler le cycle cellulaire en induisant la sénescence.

Ceci mettrait en évidence un autre role de suppresseur de tumeur de cette protéine ribosomique.

1.5.2. Diminution de la translecture du codon d’arrét dans la sénescence

Considérant que la biogenése des ribosomes dans les cellules sénescentes est perturbée, que des
facteurs nucléolaires sont dégradés, et que paradoxalement les ribosomes fonctionnels

sénescents auraient une demi-vie plus longue, nous nous sommes questionnés sur les
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conséquences que cela aurait sur la fidélité de traduction dans les cellules sénescentes. Parmi
les erreurs de traduction ciblées dans nos études préliminaires se trouvaient la reconnaissance
incorrecte des acides aminés pendant 1’élongation de la traduction, le changement du cadre de
lecture spontané et programmé, ainsi que la translecture du codon d’arrét. En utilisant un
systéme de rapporteurs a deux luciférases, nous avons évalu¢ les erreurs de reconnaissance
d’une dizaine de codons. Etonnamment, nous avons trouvé que les reconnaissances erronées
¢taient a peine détectables. De plus, il n’y avait pas de différences significatives entre les cellules
sénescentes et non-sénescentes par rapport a ces erreurs. Les changements du cadre de lecture
spontanés étaient également difficiles a détecter, tandis que les changements du cadre de lecture
programmés étaient facilement perceptibles. Les cellules sénescentes avaient tendance a
diminuer les changements du cadre de lecture programmés mais cette diminution n’était guére

significative.

D’autre part, les erreurs de translecture du codon d’arrét diminuaient significativement dans les
cellules sénescentes. Ceci nous a conduit a approfondir I’étude de 1’efficacité de terminaison de
la traduction. Nous étions également intéressés par le role des suppresseurs des tumeurs, tels

que RB, PML et p53, en tant qu’inhibiteurs d’erreurs de terminaison de la traduction.

A cette partie s’ajoute I’implication extra-ribosomique de suppression tumorale de RPS14/uS11

et RPL22/el.22 sur la variation d’erreurs de terminaison de la traduction.
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2. RPL22/el.22 en tant que suppresseur tumoral
2.1. Mise en contexte de ’article 1

Le présent article découle de notre récente publication sur I’interactome du mutant
inactif de CDK4 (CDK4(K35M)) dans des cellules sénescentes induites par la délétion de
RSL1DI, ou nous avons identifi¢ RPS14/uS11 en tant que partenaire de CDK4 (80).
RPS14/uS11 a été trouvée associée aux complexes CDK4-Cycline D1 dans les cellules
sénescentes et son expression était capable d'inhiber la phosphorylation de CDK4 et de RB. Six
protéines ribosomiques ont été également identifiées (RPS3A/eS1, RPS4X, RPL22/el.22,
RPL7/uL30, RPL15/eL15, RPL24/eLL.24) mais nous avons concentré notre attention sur
RPL22/eL.22. La raison principale était que RPL22/eL.22 est mutée dans plusieurs types de
cancers (95,105,176), et il a également été¢ observé que son haploinsuffisance favorise la
transformation et le développement du lymphome thymique dans des modeles de souris

(177,178).

Tout cela suggere que RPL22/e.22 pourrait agir en tant que facteur suppresseur de tumeur.
Cette hypothese est soutenue par des études antérieures montrant le lien entre la stabilisation et
l'activation de p53 via RPL22/eL22 (85). En manipulant génétiquement I’expression de
RPL22/eL.22 et en évaluant son interaction avec CDK4 et la Cycline D1, nous avons identifié
RPL22/eL.22 comme deuxi¢me protéine ribosomique ayant un réle régulateur du cycle

cellulaire, via I’inhibition de la phosphorylation de CDK4 et de RB.

Notre article a été publié dans la revue Cell Cycle en 2019 (vol. 18, pp. 759-770).
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2.2. Contribution a Particle 1

Frédéric Lessard a effectué la plupart des expériences de culture cellulaire,
d’immunoprécipitation, des dosages de kinases, du pull-down, des western blots, SA-B-gal, des
courbes de croissance et I’analyse de données. J’ai effectué toutes les opérations de purification
des ribosomes, les essais qPCR et ai reproduit la sénescence RPL22/eL.22 et la Figure 12D.
Ana Fernandez-Ruiz a confirmé la sénescence RPL22/eL.22 et son contournement avec E6 et
E7, ainsi qu’une expérience de culture cellulaire conduisant a la Figure Supplémentaire S1A.
Ana Fernandez-Ruiz, Marie-Camille Rowell, Frédéric Lessard et moi avons effectué des
expériences de culture de cellules paralle¢les pour les Figures 10E-F, 12D et la Figure
Supplémentaire S1A. Lian Mignacca a construit pBabe-RPL22-Myc, a confirmé 1'expérience
PC3 et a effectué¢ la Figure Supplémentaire S2. Paloma Kaligari a effectué¢ les
immunofluorescences dans les Figures Supplémentaires S1B-C. Emmanuelle Saint-Germain
a confirmé 1'immunoprécipitation. Mehdi Benfdil a contribué¢ a la quantification de SA-B-gal.
Stéphane Lopes-Paciencia a contribué par des apports techniques avec des
immunofluorescences. Sebastian Igelmann a réalisé I'immunofluorescence de la Figure 10E et
une analyse bioinformatique. Frédéric Lessard, Léa Brakier-Gingras, Véronique Bourdeau et

Gerardo Ferbeyre ont participé a des corrections de manuscrits et a la conception expérimentale.
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2.3.1. Summary

Senescence is a tumor suppressor program characterized by a stable growth arrest while
maintaining viability of the cells. Senescence-associated ribogenesis defects (SARD) have been
shown to regulate senescence through the ability of the ribosomal protein S14 (RPS14 or uS11)
to bind and inhibit the cyclin-dependent kinase 4 (CDK4). Here we report another ribosomal
protein that bind and inhibit CDK4 in senescent cells: L22 (RPL22 or eL22). Enforcing the
expression of RPL22/el.22 is sufficient to induce an RB and p53-dependent cellular senescent
phenotype in human fibroblasts. Mechanistically, RPL22/e.22 can interact with and inhibit
CDK4-Cyclin D1 to decrease RB phosphorylation both in vitro and in cells. Briefly, we show
that ribosome-free RPL22/eL.22 causes a cell cycle arrest which could be relevant during
situations of nucleolar stress such as cellular senescence or the response to cancer

chemotherapy.
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2.3.2. Introduction

Ribosome biogenesis is a complex multistep process implicating numerous cofactors
and requiring proper coordination of the three major RNA polymerases (76). The process is
regulated by several oncogenes and/or tumor suppressors according to the cellular state whether
proliferative, apoptotic, arrested or senescent (179,180). In the nucleolus, polymerase I is
responsible for 47S rRNA synthesis which is maturated into 18S, 5.8S and 28S rRNA while
polymerase III synthetizes the 5S rRNA in the nucleoplasm (181,182). Moreover, polymerase
IT transcribes the mRNAs of other protein components or cofactors implicated in processing
and assembly of functional ribosomes. Several ribosomal proteins, which include RPL5/ulL18,
RPL11/ulL5, RPS14/uS11 and RPL22/eL.22, link nucleolar stress to p53 activation (83-85,183).
One physiological process leading to nucleolar stress is cellular senescence, a process that plays

a role in embryonic development (184,185), wound healing (186) and tumor suppression (187).

During senescence, aberrant signaling triggers the degradation of multiple proteins by a process
dubbed senescence-associated proteins degradation (SAPD). Targets of SAPD include several
ribosome biogenesis factors and their down-regulation explains in part the senescence-
associated ribogenesis defects (SARD) (53,54,80). While SARD characterizes senescence in
response to a variety of stresses, triggering the process by depleting individual ribogenesis
factors is sufficient to induce senescence (80). Analysis of the interactome of CDK4 in
senescence induced by depleting one particular ribosome biogenesis factor, namely ribosomal
L1 domain-containing protein 1 (RSL1D1) identified RPS14/uS11 and other ribosomal proteins
as potential partners (80). Ribosomal proteins are frequently mutated or their expression pattern
is altered in various types of cancers (188,189). RPL22/eL.22 is often mutated in T-cell acute
lymphoblastic leukemia (T-ALL) and in endometrial, colorectal and gastric cancers
(94,95,176,177,190). A large-scale analysis demonstrated that RPL22/e[.22 hemizygous gene
deletions are also frequent in numerous types of cancers and cell lines (191). Moreover,
RPL22/eL.22 down-regulation is observed in non-small cell lung carcinoma and its

haploinsufficiency promotes transformation and thymic lymphoma development in a mouse
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model (94,178). All these facts suggest a tumor suppressor role for RPL22/eL.22 which has
previously been linked to p53 stabilization and activation (85). In this report, we demonstrate
that following ribosome biogenesis defects in senescence, RPL22/eL.22 can control cell cycle
progression through the inhibition of CDK4-cyclin D1 complex in a manner similar to
RPS14/uS11 (80). This demonstration provides an additional explanation for the tumor

suppressor activity of RPL22/e[.22.

2.3.3. Materials and Methods

Plasmids

Retroviral vector pPBABE was previously described (30). pPLXSN, pLXSN-E6, pLXSN-
E7 were provided by Dr. Denise A. Galloway (Fred Hutchinson Cancer Center). pPBABE-
CDK4(WT) was a gift from Dr. Scott W. Lowe (Memorial Sloan-Kettering Cancer Center,
New-York, NY). pcDNA3.1-3xFLAG, pcDNA3-Myc-Cyclin DI(WT), pMSCV-shNTC and
pMSCV-shRB were previously described in (80). Shp53 was generated with H1 context from
pRS-shp53 described in (192) and subcloned in EcoRI/ Xhol restriction sites to create retroviral
vector MSCV-shp53. pCMV6-RPS14(WT)-Myc-FLAG (RC223055) and pCMVe6-
RPL22(WT)-Myc-FLAG (RC208910) were purchased from Origene, Atlanta, GA.
RPL22(WT)-Myc was PCR amplified from the vector pCMV6-RPL22(WT)-Myc-FLAG and
subcloned in BamHI/Sall restriction sites to create retroviral vector pPBABE-RPL22(WT)-Myc.

For PCR primers used for cloning see Supplementary Table S1.

Lentiviruses pLKO expressing shRPL22 (shRPL22-A, shRPL22-B) and shCTR were purchased
from Sigma-Aldrich (#75015, #75017 and SHC002). Finally, pPCMV-VSV-G (Addgene #8454)
and pCMV-dR.91 (Delta8.9) were obtained from Dr. R. Weinberg’s laboratory (Whitehead
Institute, Cambridge, MA). ShRNA target sequences are presented in Supplementary Table
S1.
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Cells, reagents and viral gene transfer

Palbociclib (PD0332991) was purchased from Sigma-Aldrich (Oakville, ON). Phoenix
Ampho packaging cells were a gift from Dr. Scott W, Lowe. Human embryonic kidney HEK-
293T cells were obtained from Invitrogen and prostate cancer PC3 cells were obtained from
American Type Culture Collection (ATCC, Manassas, VA) and human diploid fibroblasts IMR-
90 were obtained from Coriell Institute for Medical Research (Camden, NJ). PC3 cells were
cultured in RPMI medium (Wisent, Montreal, QC) supplemented with 10% fetal bovine serum
(FBS; Wisent), 1% penicillin/streptomycin sulfate (Wisent) and 2 mM L-glutamine (Wisent).
All other cell lines were cultured in Dulbecco’s modified Eagle medium (DMEM; Wisent)
supplemented with 10% FBS (Wisent) and 1% penicillin/streptomycin sulfate (Wisent) and 2
mM L-glutamine (Wisent). Retroviral and lentiviral-mediated gene transfer was done as

described before (30,80).

Immunoblotting

Immunoblotting was performed as previously described in (53). The following primary
antibodies were used: anti-phospho-H35!° rabbit polyclonal (1:1000, #06-570, lot: 2517793,
Millipore, Billerica, MA), anti-MCMG6 rabbit polyclonal (1:1000, A300-194A, lot: A300-194A-
2, Bethyl Laboratories), anti-p53 mouse monoclonal (1:1000, clone DO-1, Sc-126, lot: C1413,
Santa Cruz Biotechnology), anti-phospho-p535!® rabbit polyclonal (1:500, #9284, lot: 9, Cell
Signaling), anti-FLAG mouse monoclonal (1:1000, F1804, M2, lot: SLBK1346V, Sigma-
Aldrich), anti-c-Myc rabbit polyclonal (1:1000, clone A-14, sc-789, lot: K0215, Santa Cruz
Biotechnology), anti-Myc tag mouse monoclonal (1:2000, 9E10, lot: 114K4821, Sigma, Saint
Louis, Missouri), anti-phospho-RB%7%3 rabbit polyclonal (1:500, #9301, lot: 13, Cell Signaling),
anti-RB mouse monoclonal (1:1000, clone 4H1, #9309, lot: 9, Cell Signaling), anti-CDK4
rabbit polyclonal (1:2000, A304-225A, lot: A304-225A-1, Bethyl Laboratories), anti-a-Tubulin
mouse monoclonal (1:20000, clone B-5-1-2, T6074, lot: 023M4813, Sigma-Aldrich), anti-GST
mouse monoclonal (1:2000, clone GST-2, G1160, lot: 012M4814, Sigma-Aldrich), anti-RPL22
mouse monoclonal (1:500, clone D-7, sc-373993, lot: D2216, Santa Cruz Biotechnology), anti-
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RPL22 rabbit polyclonal (1:1000 , cat#: 25002-1-AP, Immunogen cat#: Ag21851, Proteintech)
and anti-RPS3 mouse monoclonal (1:1000, clone C-7, sc-376008, lot: D2116, Santa Cruz
Biotechnology). The following secondary antibodies were used: goat anti-rabbit [gG conjugated
to HRP (1:3000, #170-6515, lot: 64126042, Bio-Rad, Mississauga, ON), goat anti-mouse IgG
conjugated to HRP (1:3000, #170-6516, lot: 64132955, Bio-Rad, Mississauga, ON).

Cell proliferation and senescence analysis

Proliferation was assessed from estimations of cell number according to a crystal violet
retention assay (30). Senescence-associated-[3-galactosidase (SA-B-gal) activity was assayed as
described before (30). Separation of ribosomal RPL22-Myc from non-ribosomal RPL22-Myc
was done as previously described (80). Source data for growth curves and SA-B-gal staining are

presented in Supplementary Table S2.

Immunofluorescence

Immunofluorescence images were performed as described in (30,80). Primary
antibodies used were: anti-PML rabbit polyclonal (1:200, A301-167A, lot: A301-167A-2,
Bethyl Laboratories), anti-53BP1 rabbit polyclonal (1:200, Ab-1, Cat# PC712, lot: D00137736,
Calbiochem, EMD Biosciences, San Diego, CA), anti-phospho-y-H2A. X513 mouse
monoclonal (1:100, JBW-301, lot: 2552645, Millipore, Billerica, MA) and anti-Myc tag mouse
monoclonal (1:100, 9E10, lot: 114K4821, Sigma, Saint Louis, Missouri).

The following secondary antibodies were used: goat anti-rabbit IgG (H+L) conjugated to Alexa
Fluor 488 (1:1000, #A 11008, lot: 1166843, Molecular Probes, Invitrogen, Eugene, OR), goat
anti-mouse IgG (H+L) conjugated to Alexa Fluor 488 (1:1000, #A11029, lot: 1423008, Life
Technologies, Eugene, OR), goat anti-rabbit IgG (H+L) conjugated to Alexa Fluor 568 (1:1000,
#A11036, lot: 1504529, Life Technologies, Eugene, OR), goat anti-mouse IgG (H+L)
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conjugated to Alexa Fluor 568 (1:1000, #A 11031, lot: 1398018, Life Technologies, Eugene,
OR).

Images were acquired with a FV300 Olympus confocal microscope with a PMT 15 generation
and Fluoview V4.2 or a Zeiss Axio Imager Z2 upright microscope with a CoolSNAP FX camera
(Photometrics) and/or Axiocam camera and ZEN 2 Imager (2.0.14283.302). Images were
processed with ImageJ (2.0.0-rc-49/1.51g). Source data for immunofluorescence are presented

in Supplementary Table S2.

Immunoprecipitation (IP)

Co-immunoprecipitation between CDK4(WT) or Myc-cyclin DI(WT) and RPL22-
Myc-FLAG(WT) or RPS14-Myc-FLAG(WT) was confirmed in HEK-293T cells. HEK-293T
cells (5 x 10%) were seeded in 10 cm-cell culture dishes and grown for 24 hours. Cells were
transiently transfected using the calcium phosphate method with 15 pg of pcDNA3.1(C1)-
3xFLAG, pCMV6-RPL22(WT)-Myc-FLAG or pCMV6-RPS14(WT)-Myc-FLAG in
combination with either pBABE-CDK4(WT) or pcDNA3-Myc-cyclin DI(WT). Cells were
harvested 24 hours post-transfection in IP buffer (50 mM Tris-HCI, pH 7.9, 1 mM EDTA, 0.1
mM EGTA, 12.5 mM MgCI2, 400 mM NaCl, 20% glycerol, 1% Triton X-100 [BioShop], 0.1%
SDS and 1X Complete-EDTA free-protease inhibitor cocktail [Roche Applied Science]). Cell
lysates were kept on ice for 15 min and then sonicated for 40 seconds at the lowest intensity.
Cell lysates were cleared by centrifugation at 13,000 rpm for 1 min and immunoprecipitations
were performed with anti-FLAG M2 Affinity Gel (#A2220-5ML, lot: SLBT8835, Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO) for 30 min at 4°C. Of note, anti-FLAG M2 Affinity Gel were previously
blocked for 1 hour at 4°C in IP buffer containing 2.5% BSA, 0.16 pg/ul salmon sperm DNA
(Sigma-Aldrich) and 0.16 pg/ul E. coli tRNA (Sigma-Aldrich) and then washed twice with IP
buffer before being used for immunoprecipitation. Immunoprecipitates were recovered after 30
min of incubation at 4°C and washed three times for 30 min in IP buffer. Proteins of
immunoprecipitates and total cell lysates were separated by SDS-PAGE, transferred to
nitrocellulose membranes and analyzed by Western Blotting with the antibodies described in

the section Immunoblotting.
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In vitro protein phosphorylation

Human active CDK4-cyclin D1 (Cat#: C0620, lot: SLBK7657V, Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO) was incubated alone or with human recombinant GST-RB (773-928) (Cat#: R05-
55@G, lot: M166-3, SignalChem) in the presence or absence of palbociclib (1 uM) or with a
gradient of human recombinant His-RPL22 (Cat#: NBP2-23419, lot: 12221401, Novus
Biologicals, Oakville, ON) in kinase assay buffer I (Cat#: K01-09, SignalChem): 25 mM
MOPS, pH 7.2, 12.5 mM B-glycerol-phosphate, 25 mM MgClz, 5 mM EGTA, 2 mM EDTA,
0.25 mM dithiothreitol (DTT), 40 uM ATP; at 30°C for 30 min and according to SignalChem
protocol. Then, Laemmli buffer was added to stop the reaction. Samples were boiled at 98°C
for 5 min and the reaction products were separated by SDS-PAGE, transferred to nitrocellulose

membranes and analyzed by Western Blotting.

In vitro protein interaction (GST pull-down assay)

GST (50 ng) (Cat#: SRP5348, lot: F664-2, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) or GST
tagged human active CDK4-cyclin D1 (50 ng) (Cat#: C0620, lot: SLBK7657V, Sigma-Aldrich)
or GST tagged human CDK4 (50 ng) (Cat#: C31-14G, lot: K127-1, Signal Chem, Richmond,
BC) or GST tagged human cyclin D1 (50 ng) (Cat#: 009-001-153S, lot: 37136, Rockland
antibodies & assays, Limerick, PA) were incubated with human recombinant His-RPL22 (375
ng) (Cat#: NBP2-23419, lot: 12221401, Novus Biologicals, Oakville, ON) in 500 yl of PB
buffer (20 mM Hepes, pH 7.5, 130 mM KCI, 5 mM MgCI2, | mM DTT, 0.5 mM EDTA, 0.05%
NP40) and mixed using a rotating machine at 30°C for 2 hours. Proper amounts of glutathione-
Sepharose beads (Cat#: 17-0756-01, GE Healthcare, Sweden) were washed three times with PB
buffer. Then, 10 pl of glutathione beads and 5 pl of BSA (25% stock solution) were added to
the mix of proteins and incubation continued at room temperature for 30 min with rotation. The
beads were then washed three times for 30 min with PB buffer at room temperature with

rotation. Then, the appropriate quantity of 6X loading buffer (0.5 M Tris-HCI pH6.8, 30%
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glycerol, 10% SDS, 1% bromophenol blue and 15% B-mercaptoethanol) was added. The
samples were boiled for 5 min and separated by SDS-PAGE for Western Blotting.

Real-time PCR

Total RNA extracts were prepared in TransZol (Civic Bioscience) according to the
manufacturer’s instructions. Total RNA was reverse transcribed and gene expression level was
determined with a LightCycler 96 (software version 1.1) Real-Time PCR System (Roche
Applied Science) was performed using SYBR Green technologies as described before (30).
QPCR primers are presented in Supplementary Table S1. Source data for qPCR are presented
in Supplementary Table S2.

Statistics and reproducibility

Statistical analysis (two-tailed Student’s #-test) was performed using Excel. A value of

p<0.05 was considered statistically significant. Experiments were repeated at least three times.

Data availability

Source data for Figures. 10E, 11A-B, 11D-E, 12A-B, S1B-D and S2A, C can be found
in Supplementary Table S2. All data that support the findings of this study are available from

the corresponding authors upon reasonable request.

2.3.4. Results

RPL22/eL.22 as a possible regulator of CDK4-Cyclin D1 complex

We recently published the interactome of the CDK4(K35M) mutant in RSL1D1 knockdown-

induced senescent cells (80). By using a less stringent cut-off, we found other known partners
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of CDK4 such as the cyclin-dependent kinase inhibitor 2D (CDKN2D or INK4D), the cell
division cycle 37 (CDC37), the heat shock protein 90A (HSP90A) and the proliferating cell
nuclear antigen (PCNA) (Figure 10A and Supplementary Table S3). In addition to the
discovery of RPS14/uS11 as a CDK4 partner, which we confirmed (80), we also found other
ribosomal proteins namely S3A (RPS3A or eS1), S4X (RPS4X), L7 (RPL7 or uL30), L15
(RPL15 or eLl15), L24 (RPL24 or eL24) and L22 (RPL22 or eL22) (Figure 10B and
Supplementary Table S3).
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Figure 10. RPL22/eL.22 can interact with CDK4 and/or cyclin D1
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(A, B) List of selected proteins found to immunoprecipitate with a FLAG-tagged version of
CDK4(K35M) from RSL1D1 knockdown-induced senescent cells classified as known interactors of
CDK4 (A) and ribosomal proteins interactors (B). (C) HEK-293T cells were transfected with vectors
expressing CDK4 and 3xFLAG control, Myc-FLAG tagged RPL22 wild type (RPL22-Myc-
FLAG(WT)) or Myc-FLAG tagged RPSI14 wild type (RPS14-Myc-FLAG(WT)) and
immunoprecipitated with an anti-FLAG antibody. Lysates and immunoprecipitates were immunoblotted
for the indicated proteins. (D) HEK-293T cells were transfected with vectors expressing Myc-cyclin D1
and 3xFLAG control, RPL22-Myc-FLAG(WT) or RPS14-Myc-FLAG (WT) and immunoprecipitated
with an anti-FLAG antibody. Lysates and immunoprecipitates were immunoblotted for the indicated
proteins. (E) Indirect immunofluorescence (IF) with a specific anti-Myc tag antibody showing RPL22-
Myc in IMR-90 cells expressing an empty control vector (Vect) or RPL22-Myc at day 12 post-infection
(representative images). Data were quantified from 3-independent cell counts up to a total of at least 100
cells in triplicate and are presented as the mean percentage of positive cells for nucleolar localization of
RPL22-Myc + SD. Brightfield images are shown alongside. Scale bar, 10 pm. (F) Immunoblots for the
indicated proteins and ethidium bromide detection of 28S rRNA in ribosome purification by
sedimentation (Pellet) or its supernatant (Sup) obtained from extracts of IMR-90 cells expressing
RPL22-Myc or an empty control vector (Vect) at day 7 post-infection. Blots in C, D and F are

representative of 3 independent experiments with similar results.

Considering that RPL22/el.22 is an haploinsufficient tumor suppressor gene (94), we decided
to study its ability to regulate the cell cycle by interacting and regulating the CDK4-cyclin D1
complex. In order to confirm and determine the strength of the interaction of RPL22/eL.22 with
CDK4 and/or cyclin D1, we overexpressed and immunoprecipitated flag-tagged versions of
RPL22/eL.22 or RPS14/uS11, for comparison, in presence of overexpressed CDK4 or cyclin D1
(Figure 10C-D respectively). Much as with RPS14/uS11, RPL22/eL.22 can interact with CDK4
(Figure 10C) and with cyclin D1 (Figure 10D) in HEK-293T cells. However, in both cases,
RPL22/eL.22 interacted less strongly than RPS14/uS11 (Figure 10C-D). Immunofluorescence
in normal human fibroblasts (IMR-90 cells) after retroviral gene transfer of a myc-tagged
version of RPL22/eL.22 showed its strong nucleolar accumulation and limited nucleoplasmic
accumulation (Figure 10E) while RPS14/uS11 accumulated in the nucleoplasme in the same
experimental setting (80). Following ribosome purification of IMR-90 cells expressing RPL22-
Myc, we detected the myc-tagged version of RPL22/eL.22 in the ribosomal fraction showing its
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incorporation into ribosomes but we also detected it in the supernatant (Figure 10F) pointing
to ribosome-free RPL22/eL.22 and the possibility of it having an activity outside of the
ribosome. Taken together, these results suggest that RPL.22/e[.22 could regulate CDK4-cyclin

D1 complex.

RPL22/eL.22 induces senescence mainly through activation of the RB pathway

The ability of RPL22/eL.22 to interact with CDK4 and/or cyclin D1 suggested that
RPL22/eL22 could induce senescence in an RB-dependent manner similarly to RPS14/uS11
(80). To investigate this possibility, we used retroviral gene transfer to express RPL22/eL.22 in
IMR-90 cells. We found that RPL22/eL.22 induced proliferation defects (Figure 11A) and many
senescence biomarkers, including: an accumulation of cells positive for senescence-associated
beta-galactosidase (SA-B-gal) (Figure 11B), a reduction in RB phosphorylation, a decrease in
the levels of the E2F target genes MCM6, FANCD2 and CENPA, a reduction in the levels of
the mitotic marker H3-pS10 and a downregulation of KI67 expression (Figure 11C-D and
Figure S1A). Despite the detection of many markers of senescence, RPL22/eL.22 expression
did not lead to p53 accumulation or to its phosphorylation on serine 15 (Figure 11C and Figure
S1A) and we did not detect transcriptional induction of its target genes p21 (also known as
CDKNI1A) or GADD45A (Figure 11D). Moreover, we did not observe strong evidence of PML
bodies or DNA damage foci accumulation (Figure S1B-C) nor did we detect any strong
increase in the expression of SASP components (Figure S1D). In addition, low and stable
expression of RPL22/eL.22 reduced proliferation in p53-null PC3 cells (Figure 11E-F). The
tumor suppressor role of RPL22/el.22 suggests that its depletion could lead to better
proliferation capability but in fact its depletion decreased proliferation of IMR-90 or PC3 cells

(Figure S2) reflecting its essential role in protein biosynthesis and cell growth.
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Figure 11. RPL22/eL.22 regulates senescence in normal human diploid fibroblasts and decreases
proliferation of pS3-null PC3 cells

(A) Growth curves of normal human diploid fibroblasts IMR-90, expressing RPL22-Myc or an empty
control vector (Vect). Data are presented as means normalized to day 0 of each condition and error bars
indicate SEM, n = 3 independent experiments. (B) SA-B-gal for cells as in (A) at day 12 post-infection.
Data were quantified from 5-independent cell counts up to a total of at least 150 cells in triplicate and
are presented as the mean percentage of positive cells + SD. Scale bar, 200 um. (C) Immunoblots of the
indicated proteins performed on cells as in (A) at day 12 post-infection. RB(pS795): RB phosphorylated
on serine 795; RB(tot): total RB; H3(pS10): histone H3 phosphorylated on serine 10; p53(pS15): p53
phosphorylated on serine 15; pS3(tot): total p53; RPL22(endo): endogenous RPL22. (D) QPCR for the
indicated genes performed on reverse transcribed total RNA extracted from cells as in (A) at day 12
post-infection. Data are normalized over TBP and HMBS, and presented as means relative to vector
infected cells. Error bars indicate SD of triplicates. * = p < 0.05, using two-tailed Student’s t-test. (E)
Growth curves of PC3 cells expressing RPL22-Myc or an empty control vector (Vect). Data are
presented as means normalized to day 0 of each condition and error bars indicate SEM, n = 3 independent
experiments. (F) Immunoblots of the indicated proteins performed on cells as in (E) at day 7 post-
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infection. RPL22 (endo): endogenous RPL22. Blots in C and F are representative of 3 independent

experiments with similar results.

Together, these results suggest that RPL22/eL.22 as RPS14/uS11 (80) can induce cellular

senescence through CDK4 inhibition and RB hypophosphorylation.

RPL22/eL.22-induced senescence engage both RB and p53 tumor suppressor pathways

RPL22/eL.22 has been shown to form a complex with the E3 ligase MDM2, the ribosomal
proteins RPL5/ulL18 and RPL11/uL5 and to synergize with RPL11/uL5 in the activation of p53
(85). Considering that p53 can be activated without significant stabilization (193), it is
impossible to completely exclude a role for p53 in RPL22/eL.22-induced senescence from our
initial results (Figure 11). In order to investigate this possibility and the preponderance of the
RB or the p53 tumor suppressor pathways in the establishment of RPL22/eL.22 senescence, we
generated IMR-90 cells stably expressing RPL22/eL.22 in combination with papillomavirus
oncoproteins E6 or E7. The E6 oncoprotein is known to disables p53 functions, whereas E7
inactivates the RB pathway (194). In this model, we found that both E6 or E7 efficiently
prevented reduced proliferation (Figure 12A) and accumulation of flat cells positive for SA-B3-
gal (Figure 12B) caused by expression of RPL22/eL.22. These oncoproteins also both rescued
the levels of the E2F target gene MCM6 and of the mitotic marker H3-pS10 (Figure 12C).
Then, we generated IMR-90 cells stably expressing RPL22/eL.22 in combination with shRNAs
targeting pS3 or RB. Once again, we found that depletion of p53 or RB rescued the levels of
MCM6 and H3-pS10 (Figure 12D) consolidating the result obtained with E6 and E7 (Figure
12A-C). Taken together, these results suggest that RPL22/el.22-induced senescence relies in
part on activation of both p53 and RB pathways.
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Figure 12. E6 or E7 can bypass RPL22/el.22-induced senescence

(A) Growth curves of IMR-90 cells expressing RPL22-Myc or an empty control vector (Vect) in
combination with the expression of the viral oncoproteins E6, E7 or an empty control vector (Vect). Data
are presented as means normalized to day O of each condition and error bars indicate SEM, n = 3
independent experiments. (B) SA-B-gal for cells as in (A) at day 12 post-infection. Data were quantified
from 5-independent cell counts up to a total of at least 150 cells in triplicate and are presented as the
mean percentage of positive cells £ SD. Scale bar, 200 pm. (C) Immunoblots of indicated proteins
performed on cells as in (A) at day 12 post-infection. RB(tot): total RB; H3(pS10): histone H3
phosphorylated on serine 10; p53(tot): total p53; RPL22(endo): endogenous RPL22. (D) Immunoblots
of indicated proteins performed on IMR-90 cells expressing RPL22-Myc or an empty control vector
(Vect) in combination with the expression of a control shRNA (shNTC), a shRNA against p53 (shp53)
or a shRNA against RB (shRB) at day 12 post-infection. RB(tot): total RB; H3(pS10): histone H3
phosphorylated on serine 10; p53(tot): total p53; RPL22(endo): endogenous RPL22. Blots in C and D

are representative of 3 independent experiments with similar results.
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RPL22/eL.22 is a CDK4 inhibitor

Because RPL22/eL.22 and RPS14/uS11 were both recovered from the same CDK4
immunoprecipitate in RSL1D1 knockdown-induced senescence, were both found to interact
with CDK4 and/or cyclin D1 (Figure 10) and were each able to induce senescence phenotype
in normal cells (Figure 11 and (80)), we hypothesized that RPL22/e[.22 could be a direct CDK
inhibitor much like RPS14/uS11 (80). To demonstrate this, we established an in vitro kinase
assay using purified recombinant proteins. We observed that RPL.22/eL.22 can effectively inhibit
the CDK4-cyclin D1 phosphorylation of an RB fragment in a dose-dependent manner although
less effectively than palbociclib (Figure 13A). Finally, in order to complete our interaction
study of RPL22/eL.22 direct interaction with CDK4, cyclin D1 or the complex CDK4-cyclin
D1, we performed GST-pull down assays with purified recombinant proteins. As reported for
RPS14/uS11 (80), RPL22/eL.22 can bind to both CDK4 or cyclin DI alone but also with the
complex CDK4-cyclin D1 (Figure 13B). These results suggest that RPL22/eL.22 can act like a
cyclin-dependent kinase inhibitor (CKI) of the INK family that binds CDK4 and also of the
CIP/KIP family which binds to CDK-cyclin complexes (Figure 13C). The fact that
RPL22/eL.22 and RPS14/uS11 bind the cyclin D1 alone suggest another family we named
PRICC (Protein Ribosomal Inhibitor of CDK-Cyclin) (Figure 13B-C) (80). Taken together,
these results show that RPL22/eL.22 can directly bind and inhibit the CDK4-cyclin D1 kinase

activity.
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Figure 13. RPL22/eL.22 directly binds and inhibits CDK4-cyclin D1 complex

(A) Immunoblots of the indicated proteins after in vitro kinase assay containing ATP and GST-CDK4
and GST-cyclin D1, with or without GST-RB (773-928), palbociclib and HIS-RPL22. RB(pS795): RB
phosphorylated on serine 795. (B) In vitro GST pull-down of recombinant GST, GST-cyclin D1 and/or
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GST-CDK4 and recombinant HIS-RPL22 using glutathione beads. Lysate and pull-down were
immunoblotted for the indicated proteins. (C) Model showing interactions between RPL22 and cyclin
D1, CDK4 or CDK4-cyclin D1. (D) Model showing how nucleolar stress can lead to activation of p53
and RB tumor suppressor pathways. Blots in A and B are representative of 3 independent experiments

with similar results.

2.3.5. Discussion

Senescent cells are characterized as non-proliferative with a high rate of proteins
synthesis and defects in ribosome biogenesis (80,195,196). The SARD phenotype led to the
discovery that seven ribosomal proteins can interact with CDK4 in senescent cells. Among
them, we previously characterized RPS14/uS11, which can accumulate in the nucleoplasm of
senescent cells and contribute to the cell cycle arrest through inhibition of CDK4-cyclin D1
complex and RB phosphorylation (Figure 13D) (80). In parallel, RPL22/eL.22 was identified as
a partner of CDK4, suggesting an additional mechanism that explains the tumor suppressor role
of this protein (Figure. 10B-D) (85). Effectively, RPL22/eL.22 can directly inhibit CDK4-cyclin
D1 kinase activity and its expression induces senescence in IMR-90 cells through
hypophosphorylation of RB without significant activation or stabilization of p53 (Figure 11A-
D and Figure 13). Moreover, RPL22/el.22 can decrease proliferation of p53-null PC3 prostate

cancer cells, suggesting a p53-independent control of cell cycle progression (Figure 11E-F).

It is reported that RPL22/eL.22, like RPS14/uS11 and many other ribosomal proteins, can bind
MDM2 to inhibit its E3 ligase activity, leading to p53 stabilization after nucleolar stress (Figure
13D) (85,183,197-200). We show that RPL22/e.22-induced senescence can be overcome by
the papillomavirus oncoproteins E6 or E7 which, respectively, inactivate the pS3 or RB tumor
suppressor pathways (Figure 12A-C). These results imply that both pathways are implicated in
the establishment of RPL22/el.22 senescence and that RPL22/e[.22 expression could have
subtle effects on p53 activation or p53/MDM?2 interaction, which were not detected in our
experimental setting (Figure 13D). Short treatment with Nutlin-3 can cause p53 activation
without significant stabilization (193) and we propose that RPL22/eL.22 could act in a similar

manner. An alternative explanation is based on the report that RPL22/eL.22 binds p53 mRNA
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and inhibits its translation (201). In this scenario, any stabilization of p53 via MDM2 inhibition
by RPL22/eL.22 is cancelled by inhibition of p53 mRNA translation.

The discovery of a second ribosomal protein linking the SARD to cell cycle regulation is
significant and could lead to the development of small molecules or peptides mimicking their
CDK inhibitory effects. Unlike RPS14/uS11 which accumulates in the nucleoplasm,
RPL22/eL.22 accumulates in the nucleolus when overexpressed. It is plausible that RPL22/e[.22
control a nucleolar pool of CDK4-cyclin D, which is known to phosphorylate the nucleolar
transcription factor UBF (202). We anticipate that other ribosomal proteins might target
different CDKs to strengthen the anti-proliferative effects induced by nucleolar stresses or
ribosome biogenesis defects. Our work provides a rationale for identification of cell cycle

regulators and development of anticancer therapy.
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2.3.7. Supplementary material

2.3.7.1. Supplementary data
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Figure S1. RPL22/eL22 induces senescence but without strong induction of PML foci, DNA
damage foci or SASP

(A) Immunoblots of indicated proteins performed on IMR-90 cells expressing RPL22-Myc or an empty
control vector (Vect) at day 3, 6, 9 and 12 post-infection. H3(pS10): histone H3 phosphorylated on serine
10; p53(tot): total p53; RPL22(endo): endogenous RPL22. Blots are representative of 3 independent
experiments with similar results. (B-C) Quantification of indirect immunofluorescence (IF) with specific
anti-PML or with anti-53BP1 and anti-yH2A.X antibodies, performed on IMR-90 cells expressing
RPL22-Myc or an empty control vector (Vect) at day 12 post-infection. Data were quantified from 3-
independent cell counts up to a total of at least 100 cells in triplicate and are presented as the mean

percentage. Error bars indicate SD of triplicates. * = p<0.05, using two-tailed Student’s t-test. (B)
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Quantification of the percentage of cells with 0-5, 6-10 or more than 10 PML foci per cell. (C)
Quantification of the percentage of cells with 0-3 or 4-8 53BP1/gH2A.X foci per cell. (D) QPCR for the
indicated genes performed on reverse transcribed total RNA extracted from IMR-90 cells expressing
RPL22-Myc or an empty control vector (Vect) at day 12 post-infection. Data are normalized over TBP
and HMBS and presented as means relative to vector infected cells. Error bars indicate SD of triplicates.

* = p<0.05, using two-tailed Student’s t-test.
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Figure S2. RPL22/eL.22 depletion decreases proliferation of p53-WT IMR-90 and p53-null PC3

cells

(A, C) Growth curves of IMR-90 cells (A) or PC3 cells (C) expressing a control ShRNA (shNTC) or
two different shRNA against RPL22 (shRPL22-A and -B). Data are presented as means normalized to
day 0 of each condition and error bars indicate SEM, n = 3 independent experiments. (B, D) Immunoblots
of indicated proteins at day 7 post-infection with a control shRNA (shNTC) or two different sShRNA
against RPL22 (shRPL22-A and -B) in IMR-90 cells (B) or PC3 cells (D). Blots in B and D are

representative of 3 independent experiments with similar results.
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Figure S3. Unprocessed blots of Figure 10C-D, F and 11C

Of note, some membranes were cut into pieces to incubate with different antibodies.
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Figure S4. Unprocessed blots of Figure 11F and 12C-D

Of note, some membranes were cut into pieces to incubate with different antibodies.
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Figure 13A Figure 13B
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Figure S5. Unprocessed blots of Figure 13A-B and Supplementary Figure S1A, S2B, D

Of note, some membranes were cut into pieces to incubate with different antibodies.
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Table S1. Sequence of shRNAs, QPCR primers and PCR cloning primers

Real-time PCR primers

Name
CDKNI1A/p21
CENPA
FANCD2
GADDA45A
HMBS

1L6

1L8

KI67
MCM6
TBP

IL18

ILIB
IL12A
CXCL1
CXCL5
IGFBP1

PCR cloning primers

RPL22(WT)-Myc

shRNAs
Name
shNTC
shRPL22-A
shRPL22-B
shNTC
shRB
shp53

5' forward primer (5'-3")
ACCCTTGTGCCTCGCTCAGG
AATGGATTCTGCGATGCTGTCTGG
CCTTAGTAGCCGACTGAAACAGG
TTGCAATATGACTTTGGAGGAA
GGCAATGCGGCTGCAA
CCAGGAGCCCAGCTATGAACTC
GGCACAAACTTTCAGAGACAGCA
AGAAGACAGTACCGCAGATGA
ATCCCTCTTGCCAAGGATTT
GCTGGCCCATAGTGATCTTTGC
GCTGCCAACTCTGGCTGCTAAA
CTCCGGGACTCACAGCAAAAA
ACCACTCCCAAAACCTGCTGAG
TCCTGCATCCCCCATAGTTA
TCTGCTATGCTATTGAAGTTTTGG
GAGTTTAGCCAAGGCACAGGAGA

CGCGGATCCACCATGGCTCCTGTGAAAAAGCTTG

Vector
pLKO
pLKO
pLKO
MSCV
MSCcV
MSCV

3' reverse primer (5'-3")
GCGTTTGGAGTGGTAGAAATCTGT
TTTTCAGGCCTTTGGAACGGTGTT
TGCAAGTAATGGACGCTCTG
CATCCCCCACCTTATCCAT
GGGTACCCACGCGAATCAC
AAGGCAGCAGGCAACACCAG
GGCAAAACTGCACCTTCACACA
CGGCTCACTAATTTAACGCTGG
GAAAAGTTCCGCTCACAAGC
CTTCACACGCCAAGAAACAGTGA
TCAGCAGCCATCTTTATTCCTG
AAGGACATGGAGAACACAACTTG
CAATCTCTTCAGAAGTGCAAGGGTA
CTTCAGGAACAGCCACCAGT
TCACCTACAATTCAAGACACTTTGA
AGTCCCGCCTCTCCATCCAT

ACGCGTCGACTTATGCCAGATCCTCTTCTGAGATG

Sequence (sense strand 5'-3")
CAACAAGATGAAGAGCACCAA
GTTCTGAAGTTCACTCTTGAT
CGAATTACGTTACTTCCAGAT
AATTGATGTGTTTAGTCGCTAG
GCAGTTCGATATCTACTGAAATA
GACTCCAGTGGTAATCTAC

Table S2. Statistics source data for QPCR, growth curves, SA-B-gal and IF

List of statistics source data of all QPCR biological replicates, growth curve biological replicates, SA-

[-gal staining biological replicates and immunofluorescence biological replicates.

Fig S2A Relative growth
nl (biological) n2 (biological) n3 (biological)
Cells Days Mean Tech. errors [Mean Tech. errors [Mean Tech. errors
0 1,00 0,01 1,00 0,05 1,00 0,005
ShNTC 3 1,76 0,14 3,75 0,20 1,98 0,07
6 2,38 0,16 6,96 0,62 4,52 0,04
9 5,07 1,24 13,47 1,41 7,59 0,59
0 1,00 0,06 1,00 0,08 1,00 0,01
ShRPL22-A 3 1,93 0,17 3,62 0,08 1,79 0,09
6 1,95 0,15 3,77 0,21 2,31 0,19
9 3,30 0,23 6,44 0,16 3,89 0,13
0 1,00 0,06 1,00 0,05 1,00 0,06
ShRPL22-B 3 1,76 0,20 2,19 0,03 1,83 0,03
6 1,59 0,05 3,12 0,005 2,34 0,05
9 2,05 0,02 3,11 0,16 3,12 0,17
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Fig S2C Relative growth

nl (biological) n2 (biological) n3 (biological)
Cells Days Mean Tech. errors [Mean Tech. errors [Mean Tech. errors
0 1,00 0,11 1,00 0,03 1,00 0,08
3 0,81 0,07 2,01 0,02 1,46 0,01
shNTC 6 1,55 0,02 3,92 0,15 2,3 0,21
9 2,42 0,05 13,07 0,49 6,87 0,41
12 9,67 0,65 33,01 1,42 15,95 0,78
1,00 0,03 1,00 0,02 1,00 0,11
3 0,97 0,07 1,77 0,15 1,23 0,01
shRPL22-A 6 1,53 0,14 2,59 0,04 1,78 0,05
9 2,64 0,27 7,03 0,32 3,5 0,14
12 5,87 0,84 16,71 1,81 5,68 0,98
0 1,00 0,02 1,00 0,03 1,00 0,02
3 0,83 0,04 1,86 0,17 2,11 0,05
shRPL22-B 6 NDO ND 2,2 0,07 2,57 0,11
9 2,8 0,12 4,57 0,24 5,66 0,62
12 6,66 0,47 6,94 0,31 8,82 0,24

Table S3. Less stringent analysis of CDK4(K35M) interactome in RSL1D1 knockdown-induced senescence
List of proteins that were identified to immunoprecipitate with 3xFLAG-CDK4(K35M) in IMR-90 cells
induced into senescence by depletion of RSL.1D1 as reported in (80) using a protein threshold consisting

of P-value < 0.05 and minimum peptides # = 1. Source data can be found in (80)

Swiss Symbol Protein names Size Identified unique peptides
Prot ID in
DA
P38936 CDKN1 Cyclin- 18 22 GLGLPKLYLPTGPR,
A dependent 119 VRGLGLPKLYLPTGPR,
kinase inhibitor SGEQAEGSPGGPGDSQGRKRR,
1 (CDK- SGEQAEGSPGGPGDSQGRKR,
interacting SGEQAEGSPGGPGDSQGRK,
protein 1) SGEQAEGSPGGPGDSQGR,
(Melanoma RRQTSMTDFYHSK,
differentiation- RQTSMTDFYHSKRR, RLIFSKRKP,
associated RQTSMTDFYHSK,
protein 6) RQTSMTDFYHSKR,
(MDA-6) (p21) RLFGPVDSEQLSR,
RLFGPVDSEQLSRD, RGRDELGGGR,
QTSMTDFYHSKRR,
LGLPKLYLPTGPRR,
KRRQTSMTDFYHSK,
LFGPVDSEQLSR, LYLPTGPR,
LYLPTGPRR, QTSMTDFYHSK,
QTSMTDFYHSKR
Q16543 CDC37 Hsp90 co- 44 29 AMKEYEEEER, MEQFQKEKEELDR,
chaperone 468 MDPTDAKYHMQR,
Cdc37 (Hsp90 LQAEAQQLRKEER, LQAEAQQLRK,
chaperone LGPGGLDPVEVYESLPEELQK,
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protein  kinase-
targeting
subunit)
(p50Cdc37)
[Cleaved into:
Hsp90 co-
chaperone
Cdc37, N-
terminally
processed]

KLKELEVAEGGKAELER,
MEQFQKEKEELDRGCR,
QIKHFGMLR,
QYMEGFNDELEAFKER,
RLGPGGLDPVEVYESLPEELQK,
SMPWNVDTLSK,
SMVNTKPEKTEEDSEEVR,
SMVNTKPEKTEEDSEEVREQK,
SMVNTKPEKTEEDSEEVREQKHK,
SWEQKLEEMR,

TADRQYMEGFNDELEAFKER,
TFVEKYEK, TGDEKDVSV,
VERMEQFQK, WRHQARVER,
KLKELEVAEGGK,

IKTADRQYMEGFNDELEAFKER,
HKTFVEKYEK, HFGMLRR,
CFDVKDVQMLQDAISKMDPTDAKY

HMQR,
ASEAKEGEEAGPGDPLLEAVPKTGD
EKDVS, AMKEYEEEERKK,

ASEAKEGEEAGPGDPLLEAVPK

P24385 CCND1 G1/S-specific 33 26 AAEEEEEEEEEVDLACTPTDVRDVD
cyclin-D1  (B- 729 I, ACQEQIEALLESSLR,
cell lymphoma 1 AMLKAEETCAPSVSYFK,
protein) (BCL- AYPDANLLNDR,

1) (BCL-1 AYPDANLLNDRVLR,
oncogene) CVQKEVLPSMR, CVQKEVLPSMRK,
(PRADI1 FLSLEPVKK, LQLLGATCMFVASK,
oncogene) MKETIPLTAEK, MPEAEENKQIIR,
MPEAEENKQIIRK,
QAQQNMDPKAAEEEEEEEEEVDLA
CTPTDVRDVDI, RAYPDANLLNDR,
SPNNFLSYYR
P07900 HSP90 Heat shock 84 31 HIYYITGETKDQVANSAFVER,
A protein HSP 90- 660 VILHLKEDQTEYLEER,
alpha (Heat VILHLKEDQTEYLEERR,
shock 86 kDa) GVVDSEDLPLNISR,
(HSP 86) HLEINPDHSIIETLR, YIDQEELNK,
(HSP86) ADLINNLGTIAK, ALLFVPR,
(Lipopolysaccha AQALRDNSTMGYMAAK,
ride-associated EKYIDQEELNK,
protein 2) (LAP- GTKVILHLKEDQTEYLEER,
2) (LPS- HLEINPDHSIIETLR,
associated IKEKYIDQEELNK,
protein 2) KHLEINPDHSIIETLR,
(Renal KVEKVVVSNR, LGIHEDSQNR,
carcinoma NNIKLYVR, NPDDITNEEYGEFYK,
antigen NY- RAPFDLFENR, SLTNDWEDHLAVK,
REN-38) TDTGEPMGR, TKFENLCK,
TKPIWTR,
TKPIWTRNPDDITNEEYGEFYK,
TLTIVDTGIGMTK,
TLTIVDTGIGMTKADLINNLGTIAK,
TLVSVTK, VILHLKEDQTEYLEER,
VILHLKEDQTEYLEERR,
YIDQEELNK,
YIDQEELNKTKPIWTRNPDDITNEEY
GEFYK
P42772 CDKN2 Cyclin- 14 15 AIQVMMMGSAR, EGFLDTLVVLHR,
B dependent 722 GHRDVAGYLR,
kinase 4 GMPSGGGSDEGLASAAAR,
inhibitor B LDVRDAWGR,
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(Multiple tumor

MREENKGMPSGGGSDEGLASAAAR

suppressor  2) R PATLTRPVHDAAR,

(MTS-2) (pl4- PSGGGSDEGLASAAAR,

INK4b) (pl5- QLLEAGADPNGVNR,

INK4b) RAIQVMMMGSAR,

(p15INK4B) VAELLLLHGAEPN,
VAELLLLHGAEPNCAD,
VAELLLLHGAEPNCADPATLTRPVH
DAAR, VRQLLEAGADPNGVNR,
VRQLLEAGADPNGVNRFGR

P12004 PCNA Proliferating 28 DLSHIGDAVVISCAK,
cell nuclear 769 FSASGELGNGNIK, IADMGHLK,
antigen (PCNA) LMDLDVEQLGIPEQEYSCVVK,
(Cyclin) LSQTSNVDKEEEAVTIEMNEPVQLT

FALR, MPSGEFAR, YLNFFTK,
YYLAPKIEDEEGS

P30281 CCND3 G1/S-specific 32 ASYFQCVQR,

cyclin-D3 520 GSSSQGPSQTSTPTDVTAIHL,
LEERYVPR, LLGDQRVLQSLLR,
VLQSLLR, VLQSLLRLEER

P15924- DESP Desmoplakin 331 AESGPDLRYEVTSGGGGTSR,

2 (DP) (250/210 77 LASLEELKR, LQRLEDELNRAK,
kDa 4 RGVITDQNSDGYCQTGTMSR,
paraneoplastic SVEEVASEIQPFLR,
pemphigus TMIQSPSGVILQEAADVHAR
antigen)

Q06830 PRDX1 Peroxiredoxin-1 22 IGHPAPNFK,

(EC 1.11.1.15) 110 KQGGLGPMNIPLVSDPKR,
(Natural ~ killer QITVNDLPVGR, SKEYFSKQK
cell-enhancing

factor A)

(NKEF-A)

(Proliferation-

associated gene

protein) (PAG)

(Thioredoxin

peroxidase  2)

(Thioredoxin-

dependent

peroxide

reductase 2)

P68431 H31 Histone  H3.1 15 KQLATKAAR, RVTIMPKDIQLAR,
(Histone H3/a) 404 VTIMPKDIQLAR, YRPGTVALR
(Histone H3/b)

(Histone H3/c)
(Histone H3/d)
(Histone H3/f)
(Histone H3/h)
(Histone H3/i)
(Histone H3/j)
(Histone H3/k)
(Histone H3/1)

Q02413 DSG1 Desmoglein-1 DS 113 ALNSMGQDLERPLELRVR,

(Cadherin Gl 74 ESSNVVVTER, IHSDCAANQQVTYR,
family member CD 8 IIRQEPSDSPMFIINR,

4) (Desmosomal HF4 SSSDHHFNQTIGSASPSTAR,
glycoprotein 1) VIAPSSSLPTSLTIHHPR

(bG1) (DGDH
(Pemphigus
foliaceus
antigen)
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P04908 H2A Histone  H2A HIS 14 AGLQFPVGR, AGLQFPVGRVHR,
isoforms type 1-B/E T1H 135 SSRAGLQFPVGR
(Histone H2A.2) 2AB
(Histone H2A/a) H2
(Histone AF
H2A/m) M;
HIS
T1H
2AE
H2
AF
A
060814 H2BIK Histone = H2B HIS 13 AVTKYTSAK, HAVSEGTKAVTK,
type 1-K (H2B T1H 890 HAVSEGTKAVTKYTSAK,LAHYNKR
K) (HIRA- 2BK s
interacting H2B LLLPGELAK,PEPAKSAPAPK,QVHP
protein 1) FT DTGISSK,STITSREIQTAVR,
HIR VLKQVHPDTGISSK
IP1
P42773 CDKN2 Cyclin- CD 18 GANPDLKDRTGFAVIHDAAR,
C dependent KN 127 LGNPEIARR, TALQVMK,
kinase 4 2C TALQVMKLGNPEIAR
inhibitor C CD
(Cyclin- KN
dependent 6
kinase 6
inhibitor) (p18-
INK4c)  (pl8-
INK6)
Q04837 SSBP Single-stranded SSB 17 ESETTTSLVLER,
DNA-binding P1 260 SGDSEVYQLGDVSQKTTWHR,
protein, SSB SLNRVHLLGR
mitochondrial P
(Mt-SSB)
(MtSSB)
(PWP1-
interacting
protein 17)
P14543- NID Nidogen-1 NID 136 VLFETDLVNPR, YALSNSIGPVR
2 (NID-1) 1 37
(Entactin) NID 7
P09382 LEG1 Galectin-1 (Gal- LG 14 VRGEVAPDAK
1) (14 kDa ALS 716
laminin-binding 1
protein)

(HLBP14) (14
kDa lectin)
(Beta-
galactoside-
binding lectin L-
14-1) (Galaptin)
(HBL) (HPL)
(Lactose-
binding lectin 1)
(Lectin
galactoside-
binding soluble
1) (Putative
MAPK-
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activating
protein PM12)
(S-Lac lectin 1)

P07942

LAMBI

Laminin subunit
beta-1 (Laminin
B1 chain)
(Laminin-1
subunit  beta)
(Laminin-10
subunit  beta)
(Laminin-12
subunit  beta)
(Laminin-2
subunit  beta)
(Laminin-6
subunit  beta)
(Laminin-8
subunit beta)

LA
MB

198
03

ALDPAFKIEDPYSPR,
AAQNSGEAEYIEKVVYTVK,
ISGVIGPYRETVDSVER

P62805

H4

Histone H4

HIS
T1H
4A
H4/

H4F
A
HIS
T1H
4B
H4/1
H4F
L
HIS
T1H
4C
H4/

H4
G;
HIS
TIH
4D
H4/

H4F
HIS
TIH
4E
H4/]
H4F
I
HIS
T1H

4F
H4/

H4F
HIS
T1H

4H
H4/

11
367

DNIQGITKPAIR, DNIQGITKPAIRR,
TVTAMDVVYALKR
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H4F
H;
HIS
T1H
41
H4/

H4
M;
HIS
T1H
4]
H4/

H4F
E;
HIS
T1H
4K
H4/

H4F
D;
HIS
T1H
4L
H4/

H4F
HIS
T2H

4A
H4/

H4F
H4F

HIS
T2H
4;
HIS
T2H
4B
H4/

H4
O;
HIS
T4H

QYY2D

AKAP2

A-kinase anchor
protein 2
(AKAP-2)
(AKAP-KL)
(Protein  kinase
A-anchoring
protein 2)
(PRKA2)

AK
AP2
KIA
A09
20
PR

94
661

LWAEDGEFTSAR,
YSEAAELR

QVLQSTQSPR,
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P62807 H2BI1C Histone = H2B HIS 13 AVTKYTSSK, HAVSEGTKAVTK,
type 1- T1H 906 HAVSEGTKAVTKYTSSK,
C/E/F/G/T 2BC LAHYNKR, LLLPGELAK,
(Histone H2B.1 H2B PEPAKSAPAPK, QVHPDTGISSK,
A) (Histone FL; STITSREIQTAVR,
H2B.a) (H2B/a) HIS VLKQVHPDTGISSK
(Histone H2B.g) T1H
(H2B/g) 2BE
(Histone H2B.h) H2B
(H2B/h) FH;
(Histone H2B k) HIS
(H2B/k) T1H
(Histone H2B.I) 2BF
(H2B/) H2B
FG;
HIS
T1H
2BG
H2B
FA;
HIS
T1H
2BI
H2B
FK
P08107 HSP71 Heat shock 70 70 ALRDAKLDK,
kDa protein 052 IINEPTAAATAYGLDR, ITITNDKGR,
1B/Heat shock NQVALNPQNTVFDAKR,
70 kDa protein TTPSYVAFTDTER,
1A TTPSYVAFTDTERLIGDAAK,
VEIIANDQGNR, VQVSYKGETK
HSP71 CDKNI1 Cyclin- CD 22 ANRTEENVSDGSPNAGSVEQTPKKP
B dependent KN 073 GLR, QAEHPKPSACR, VSNGSPSLER
kinase inhibitor 1B
1B (Cyclin- KIP
dependent 1
kinase inhibitor
p27) (p27Kipl)
Q8WU PDCoI Programmed PD 96 STPVNVPISQK,STPVNVPISQKFTDL
M4 cell death 6- CD6 023 FEK, TMQGSEVVNVLK
interacting 1P
protein AIP
(PDCD6- 1
interacting ALI
protein) (ALG- X
2-interacting KIA
protein 1) Al3
(ALG-2- 75
interacting
protein X)
(Hp95)
P05089 ARGI1 Arginase-1 (EC AR 34 GGVEEGPTVLR, TIGIIGAPFSKGQPR
3.5.3.1) (Liver- Gl 735
type arginase)
(Type I
arginase)
P31943 HNRH Heterogeneous HN 49 STGEAFVQFASQEIAEK, THYDPPRK
isoform nuclear RN 229
ribonucleoprotei PH1
n H (hnRNP H) HN
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[Cleaved into: RP
Heterogeneous H
nuclear HN
ribonucleoprotei RP
n H, N- H1
terminally

processed]

P05556 ITB1 Integrin  beta-1 ITG 88 LKPEDITQIQPQQLVLR
(Fibronectin B1 415
receptor subunit FN
beta) RB
(Glycoprotein MD
1Ta) (GPIIA) F2
(VLA-4 subunit MS
beta) (CD K12
antigen CD29)

P04792 HSPBI1 Heat shock HSP 22 LATQSNEITIPVTFESR,
protein  beta-1 B1 783 LFDQAFGLPR
(HspB1) (28 HSP
kDa heat shock 27
protein) HSP
(Estrogen- 28
regulated 24
kDa protein)

(Heat shock 27
kDa protein)
(HSP 27)
(Stress-
responsive
protein 27)
(SRP27)

Q08554 DSC1 Desmocollin-1 DS 99 MKVQDQDLPNTPHSK,
(Cadherin Cl 987 VQDQDLPNTPHSK
family member CD
1) (Desmosomal HF1
glycoprotein
2/3) (DG2/DG3)

Q14247- SRC8 Src substrate CTT 61 HASQKDYSSGFGGK, TVPVEAVTSK

2 cortactin N 586
(Amplaxin) EM
(Oncogene S1
EMSI)

Q8NCS5 PAIRB Plasminogen SER 44 SAAQAAAQTNSNAAGK,

1-2 activator BP1 965 VGRRPDQQLQGEGK
inhibitor 1 PAI
RNA-binding RBP
protein  (PAIl 1
RNA-binding CGI
protein 1) (PAI- -55
RBP1)

(SERPINE1
mRNA-binding
protein 1)
Q05682- CALD1 Caldesmon CA 93 ASVDTKEAEGAPQVEAGKR,
2 (CDM) LDl 231 LKHTENTFSRPGGR
CA
D
CD
M
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P62263 RS14 40S  ribosomal RPS 16 2 IGRIEDVTPIPSDSTRR,
protein S14 14 273 TPGPGAQSALR
PR
026
40
P12273 PIP Prolactin- PIP 16 1 KIIIKNFDIPK
inducible GC 572
protein  (Gross DFP
cystic  disease 15
fluid protein 15) GPI
(GCDFP-15) P4
(Prolactin-
induced protein)
(Secretory actin-
binding protein)
(SABP) (gpl7)
P23528 COF1 Cofilin-1 (18 CFL 18 1 SSTPEEVKKR
kDa 1 502
phosphoprotein) CFL
(p18) (Cofilin,
non-muscle
isoform)
043707 Alpha-actinin-4 AC 104 am
(Non-muscle TN4 85 big
alpha-actinin 4) 4 uou
S
043707 MIF1 Macrophage MIF 12 1 PMFIVNTNVPR
migration GLI 476
inhibitory factor F
(MIF) (EC MM
5.3.2.1) IF
(Glycosylation-
inhibiting
factor) (GIF) (L-
dopachrome
isomerase) (L-
dopachrome
tautomerase)
(EC 5.33.12)
(Phenylpyruvate
tautomerase)
P31944 CASPE Caspase-14 CA 27 1 KTNPEIQSTLR
(CASP-14) (EC SP1 680
3.4.22.-) 4
[Cleaved into:
Caspase-14

subunit pl7,
mature form,;
Caspase-14
subunit pl0,
mature form,;
Caspase-14
subunit p20,
intermediate
form; Caspase-
14 subunit p8,
intermediate
form]
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P33778 H2Bl1 Histone = H2B HIS 13 AVTKYTSSK, HAVSEGTKAVTK,
Isoform type 1-B T1H 950 HAVSEGTKAVTKYTSSK,
(Histone H2B.1) 2BB LAHYNKR, LLLPGELAK,
(Histone H2B.f) H2B PEPSKSAPAPK, QVHPDTGISSK,
(H2B/f) FF STITSREIQTAVR,
VLKQVHPDTGISSK
P47929 LEG7 Galectin-7 (Gal- LG 15 SSLPEGIRPGTVLR
7)  (HKL-14) ALS 075
(P17) (p53- 7
induced gene 1 PIG
protein) 1;
LG
ALS
7B
P02765 FETUA Alpha-2-HS- AH 39 CDSSPDSAEDVRK
glycoprotein SG 325
(Alpha-2-Z- FET
globulin) (Ba- UA
alpha-2- PR
glycoprotein) 027
(Fetuin-A) 43
[Cleaved into:
Alpha-2-HS-
glycoprotein
chain A; Alpha-
2-HS-
glycoprotein
chain B]
P10809 CH60 60 kDa heat HSP 61 ALMLQGVDLLADAVAVTMGPK
shock protein, D1 055
mitochondrial HSP
(60 kDa 60
chaperonin)
(Chaperonin 60)
(CPN60) (Heat
shock  protein
60)  (HSP-60)
(Hsp60)
(HuCHAG60)
(Mitochondrial
matrix  protein
P1) (P60
lymphocyte
protein)
P14649 MYL6B Myosin  light MY 22 ALGQNPTNAEVLK
chain 6B L6B 764
(Myosin  light ML
chain 1 slow- CIS
twitch muscle A A
isoform)
(MLClsa)
(Smooth muscle
and nonmuscle
myosin light
chain alkali 6B)
P18124 RL7 60S  ribosomal RPL 29 IALTDNALIAR
protein L7 7 226
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P24941 CDK2 Cyclin- CD 33 LADFGLAR,
dependent K2 930 VVPPLDEDGRSLLSQMLHYDPNKR
kinase 2 (EC CDh
2.7.11.22) (Cell KN
division protein 2
kinase 2) (p33
protein kinase)

P25705 ATPA ATP  synthase ATP 59 VGLKAPGIIPR
subunit  alpha, 5A1 751
mitochondrial ATP

5A
ATP
SAL
2
ATP
M

P26599- PTBP1 Polypyrimidine PTB 57 KLPIDVTEGEVISLGLPFGK

2 tract-binding P1 221
protein 1 (PTB) PTB
(57 kDa RNA-
binding protein
PPTB-1)

(Heterogeneous
nuclear
ribonucleoprotei
n I) (hnRNP I)

P27816- MAP4 Microtubule- MA 121 LATNTSAPDLKNVR

5 associated P4 00
protein 4 (MAP- 5
4)

P30101 PDIA3 Protein PDI 56 LAPEYEAAATR
disulfide- A3 782
isomerase A3 ERP
(EC 5.3.4.1) (58 57
kDa  glucose- ERP
regulated 60
protein) (58 kDa GR
microsomal P58
protein)  (p58)

(Disulfide
isomerase ER-
60)
(Endoplasmic
reticulum
resident protein
57) (ER protein
57) (ERp57)
(Endoplasmic
reticulum
resident protein
60) (ER protein
60) (ERp60)

P35268 RL22 60S  ribosomal RPL 14 AGNLGGGVVTIER
protein L22 22 787

(EBER-
associated
protein) (EAP)
(Epstein-Barr
virus small
RNA-associated
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protein)
(Heparin-
binding protein
HBpl5)

P55273 CDKN2 Cyclin- CD 17 DARGLTPLELALQR
D dependent KN 700
kinase 4 2D
inhibitor D
(p19-INK4d)
P61247 RS3A 40S  ribosomal RPS 29 ATGDETGAKVER
protein S3a (v- 3A 945
fos FTE
transformation 1
effector protein) MF
(Fte-1) TL
P61313 RL15 60S  ribosomal RPL 24 SLQSVAEER
protein L15 15 146
EC4
5
TC
BA
P07
81
P61978- HNRPK Heterogeneous HN 50 ILSISADIETIGEILKK
2 nuclear RN 976
ribonucleoprotei PK
n K (hnRNP K) HN
(Transformation RP
up-regulated K
nuclear protein)
(TUNP)
P62701 40S  ribosomal RPS 29 GIPHLVTHDAR
protein S4, X 4X 598
isoform CcC
(SCR10) (Single G2
copy abundant RPS
mRNA protein) 4
SC
AR
P83731 RL24 60S  ribosomal RPL 17 QKIVKPVKVSAPR
protein L24 24 779
(60S ribosomal
protein L30)
Q15942 Y Zyxin (Zyxin-2) zY 61 GPPASSPAPAPK
X 277
QO6KB6 ZYX Keratin, type II KR 50 SLEEAEAYSRSQLEEQAAR
6-2 cytoskeletal 80 T80 525
(Cytokeratin- KB2
80) (CK-80) 0
(Keratin-80)
(K80) (Type-11
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3. La sénescence diminue les erreurs de translecture du
ribosome

3.1. Mise en contexte de ’article 2

L’objectif de cet article et deuxieéme but de cette thése est I’étude de la fidélité de la
terminaison de la traduction. Des résultats préliminaires sur la diminution des erreurs de
translecture dans les cellules sénescentes, nous ont conduits a approfondir les causes potentielles
de ce phénomene. La biogenese des ribosomes est affectée dans les cellules sénescentes (80).
Cependant, nous avons émis 1’hypothése que les ribosomes produits dans ces cellules
termineraient la synthése des protéines avec une grande fidélité, en atténuant le stress subi lors
de la sénescence. En utilisant un systéme de rapporteurs a deux luciférases, nous avons mesuré
les erreurs de translecture du codon d’arrét dans des fibroblastes primaires sénescents, ainsi que
dans des fibroblastes normaux en prolifération, de méme que dans des fibroblastes ayant
contourné la sénescence et enfin dans des fibroblastes ayant un comportement malin. Parmi les
phénotypes évalués dans cet article, la sénescence limitait significativement les erreurs de
translecture du codon d’arrét par comparaison aux cellules malignes et aux cellules qui avaient
contourné la sénescence. Ces dernieres montraient les taux d’erreurs les plus élevés. En utilisant
des outils génétiques et différentes approches biochimiques pour inhiber la voie de RB, nous
avons observé que cette voie était impliquée dans la diminution d’erreurs de translecture. Méme
si la voie de p53 ne semblait pas étre aussi impliquée, nous ne pouvons cependant pas écarter la
possibilité de son réle dans la translecture du codon d’arrét. RPL22/el.22 et RPS14/uS11
semblent avoir également un effet sur la diminution de la translecture du codon d’arrét puisque
leur expression augmentée chez les fibroblastes cause la diminution d’environ 35% du taux
d’erreur. Ceci suggére la participation de RPL22/eL.22 et RPS14/uS11 a travers la voie de RB

dans 1’efficacité de terminaison de la traduction.
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3.2. Contribution a P’article 2

Pour cet article j’ai réalisé¢ la majorité des expériences. Plus précisément, j’ai réalisé
I’ensemble des travaux conduisant aux Figures 14-18 et 19B-D, aux Figures Supplémentaires
S6-S9, et aux Tableaux supplémentaires S3-S7. Conjointement avec Frédéric Lessard nous
avons effectué des expériences de culture de cellules paralleles pour les Figures 14D-F. Frédéric
Lessard a réalisé les western blots de la Figure 14G et conjointement avec Jacob Bouchard ils
ont effectué des expériences de culture de cellules paralleles pour les Figures 19A-C. Sarah
Tardif a confirmé les expériences des Figures 15B; S3A, S5A-D. Véronique Bourdeau a
préparé des lignées IMR-90-HTERT exprimant constitutivement E6/E7, H-RAS et les
rapporteurs a deux luciférases. Conjointement avec Gerardo Ferbeyre et Léa Brakier-Gingras,
nous avons rédigé 1’ensemble de 1’article. Conjointement avec Frédéric Lessard, Véronique
Bourdeau, Gerardo Ferbeyre, Léa Brakier-Gingras nous avons contribué a la révision du

manuscrit.
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3.3. Article 2

The retinoblastoma tumor suppressor limits ribosomal readthrough during

oncogene induced senescence
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3.2.1. Summary

The origin and evolution of cancer cells is considered to be mainly fueled by mutations affecting
the DNA sequence. Although errors in translation could also expand the cellular proteome, their
role in cancer biology remains poorly understood. Tumor suppressors called caretakers block
cancer initiation and progression by preventing DNA mutations and/or stimulating DNA repair.
If translational errors contribute to tumorigenesis, then caretakers genes will prevent such errors
in normal cells in response to oncogenic stimuli. Here, we show that the retinoblastoma protein
(RB) acts as caretaker tumor suppressor by preventing the readthrough of termination codons,
a process that allows proteins to be synthetized with additional domains. In particular, we show
that expression of oncogenic ras in normal human cells triggers a cellular senescence response
characterized by a significant reduction of basal ribosomal readthrough. However, inactivation
of the RB tumor suppressor pathway in these cells, using the viral oncoprotein E7 or the
oncogenic kinase CDK4 increased readthrough. Conversely, activation of the RB pathway by
the tumor suppressor PML, the ribosomal proteins RPS14/uS11 and RPL22/eL.22 or the
CDK4/6 inhibitor palbociclib reduced readthrough. We thus reveal a novel function for the RB
pathway as a caretaker of translational errors with implications for tumor suppression and cancer

treatment.

Keywords: Senescence, readthrough, translation termination, retinoblastoma (RB) tumor

suppressor, dual-luciferase reporter
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3.2.2. Introduction

Cellular senescence is a tumor suppressor mechanism that prevents proliferation in cells bearing
oncogenic stimuli (202). Senescent cells can efficiently halt tumor progression by remaining out
of the cell cycle permanently as benign lesions (202,203). Ideally, they also activate their
elimination through immune mediated clearance (204,205). However, if not cleared, some
senescent cells can occasionally escape from their dormancy and progress into malignant tumors
(206,207). There is a great heterogeneity in the senescence response depending on the inducer,
tissue type and genetic background (208). Nevertheless, most senescent cells activate the p53
and retinoblastoma (RB) tumor suppressor pathways that block cell cycle progression
(30,202,203). In epithelial cells, reactive oxygen species and DNA damage were linked to
senescence bypass and malignant progression (209,210). These results also suggest that
mutations that inactivate the major tumor suppressor pathways mediating senescence contribute
to circumvent this process. Yet, in many human cell types, inactivation of either p53 or RB is
not sufficient to bypass senescence (211,212), indicating that senescence is a robust process and
that disabling multiple genes is required to bypass it. Consistent with this idea, it has been
recently demonstrated that epigenetic changes controlling the expression of several tumor
suppressors contribute to senescence bypass and tumor progression (213-216). In addition to
epigenetics, the cellular protein repertoire and thus their activities can be extended at the
translational level (217). However, little is known about the contribution of translational errors
in tumorigenesis.

In normal cells, translational errors in the form of amino acid misincorporation are estimated to
occur at a reduced frequency and unlikely to significantly affect the proteome (218). However,
translational recoding by frameshifting or readthrough can generate novel protein variants with
the potential to notably alter a cellular phenotype. In yeast, a prion protein called PSI+ impairs
translation termination and confers advantage under stress conditions (219). Moreover,
translational recoding is often used by viruses to increase the coding potential of their small
genomes (217). For example, retroviruses use frameshifting to control the synthesis of viral
replication proteins (220). Overall, translational readthrough, originally discovered in viruses
and now extended to metazoans, can add a new C-terminal signal to proteins, changing their

function and localization (142,149,221). The extensions usually contain potential signals to
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target proteins to the nucleus, peroxisomes, or the membrane (149,221). Taken together, the
available evidence suggests that tumor cells could use such recoding mechanisms to generate
new protein variants and evolve. Therefore, tumor suppressor pathways could counteract
readthrough as part of their mechanism of action.

Here we describe that translational readthrough is significantly reduced during oncogene-
induced senescence, an anticancer response controlled by the tumor suppressors RB, p53 and
PML. Using defined genetic tools, we also show that senescence-associated readthrough

suppression is mediated by the RB tumor suppressor pathway.

3.3.3. Materials and Methods

Cell culture and materials

IMR-90 human diploid fibroblasts were obtained from Coriell Institute for Medical Research
(New Jersey, NY) and ATCC. IMR-90 containing human telomerase reverse transcriptase
(hTERT) were generated in our laboratory by transducing cells with the FG12-hTERT lentiviral
vector (222). Phoenix ampho packaging cells used for retroviral infections were given by S.W.
Lowe (Memorial Sloan Kettering Cancer Center, New York, NY). Cells were cultured in
Dulbecco’s modified Eagle medium (DMEM; Wisent) supplemented with 10% fetal bovine
serum (FBS; Wisent), 1% penicillin G/streptomycin sulfate (Wisent) and 2 mmol/L L-glutamine
(Wisent). The translation elongation inhibitor cycloheximide and the aminoglycoside
gentamicin sulfate were purchased from Sigma-Aldrich. The CDK4/6 inhibitor palbociclib (PD-
0332991) was purchased from Chemietek. A phthalamide derivative named CDX5-1 was
donated by M. Roberge (University of British Columbia, Vancouver, BC, Canada).

Plasmids and cloning

Retroviral vectors pMSCV, pBabe/pBabe-ER, pBabe-H-RasV12, pWZL/pWZL-H-RasV12
were described in (28), pBabe-PML-IV-ER in (30), pLXSN, pLXSN-E6, pPLXSN-E7, pLXSN-
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E6/E7 and pLXSN-E7 A 21-24 in (193), pBABE-RPL22(WT)-Myc in (223), pBABE-
RPS14(WT)-Myc in (80). pPBABE-CDK4(WT) was a gift from Scott W. Lowe (Memorial
Sloan-Kettering Cancer Center, New-York, NY). The genes coding for Renilla luciferase (Rluc)
and Firefly luciferase (Fluc) were linked by an intercistronic region in order to obtain a 96 kDa
bifunctional protein (224). These reporters were PCR-amplified and subcloned in Notl/Nsil
restriction sites to obtain pMSCV-Rluc-Fluc variants. A UGA stop codon, created by site-
directed mutagenesis using PfuUltra II fusion HS DNA polymerase (Agilent, Canada), was
inserted in the intercistronic sequence. Primers for PCR are provided in Supplementary Table
4. The readthrough region from Moloney Murine Leukemia Virus (MMuLV) as well as
sequences flanking the stop codon from the readthrough sequence of Aquaporin 4 (AQP4,
NM 001650.4) (154), were chemically synthesized (Biocorp, Canada) and subcloned in
Xhol/Apal restriction sites between Rluc and Fluc genes. The readthrough region sequences are
provided in Supplementary Table 5. The non-readthrough control was performed by mutating

the stop codon TGA to CGA.

Identification of novel readthrough events in mammalian cells using bioinformatic
analysis

In order to look for endogenous readthrough candidates we first predicted in silico candidate
readthrough events that could be detected by proteomics experiments. We built a database of
peptide sequences located between the first arginine/lysine after the canonical stop codon and
the next stop codon, always in the same reading frame using sequences deposited in RefSeq
hg38.2. We discarded sequences shorter than 5 amino acids. Candidate readthrough peptides
were then matched to the data set of peptides identified by trypsin digestion of human proteins
and mass spectrometry at (225). We found 278 readthrough specific peptides above the false
discovery rate (FDR) threshold (Supplementary Table 6). Following a readthrough propensity
predictor algorithm (149), four candidates showing the highest readthrough propensity values
were chosen. This algorithm assigns regression coefficients to the stop codon and all possible
nucleotides in the stop codon context based on experimental data. The stop codon context
comprises the nucleotide sequences from -6 to +9 positions surrounding the stop codon. The

new readthrough candidates are: Vasodilator-stimulated phosphoprotein (VASP,
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NM 003370.3), Aspartate beta hydroxylase (ASPH, NM 004318.3), Hepsin (HPN,
NM 182983.2) and Fibrillarin (FBL, NM_001436.3). Oligonucleotides containing 30 up-
stream and 30 down-stream nucleotides flanking the stop codon, as well as the stop codon of
those readthrough candidates were chemically synthesized (Biocorp, Canada) and subcloned in
Xhol/Apal restriction sites between Rluc and Fluc genes of our pMSCV-Rluc-Fluc reporter

construct. The readthrough region sequences are provided in Supplementary Table 5.

Polysome fractionation

The protocol was performed as previously described (226). Briefly, 60% (w/v) sucrose stock
solution was used to make sucrose gradients (5 to 50%) in a buffer containing 200 mM Tris-
HCI1(pH 7.6), 1 M KCIl, 50 mM MgCl», 100 pg/ml cycloheximide, 1X protease inhibitor cocktail
(EDTA-free) (Roche) and 200 units/ml of RNase inhibitor (abm-Applied Biological Materials,
BC). After 12 days post-infection, proliferating and senescent fibroblasts at 80-90% confluence
were treated with cycloheximide at a final concentration of 100 pg/ml for 5 min at 37°C. Cells
were washed with ice-cold 1X PBS - 100 pg/ml cycloheximide, scratched and lysed in a
hypotonic buffer (5 mM Tris-HCI1 pH 7.5, 2.5 mM MgCl, 1.5 mM KCl, 1X protease inhibitor
cocktail (EDTA-free), 100 pg/mL cycloheximide, 1 mM DTT, 100 units of RNAse inhibitor,
followed by addition of 25 pl of 10% Triton X-100 (final concentration of 0.5%) and 25 pl of
10% sodium deoxycholate (final concentration of 0.5%). Cells were vortexed and then
centrifuged at low speed (140 x g) for 15 min at 4°C. Sample supernatants were adjusted so that
they contain the same OD (10-20 OD at 260 nm). The lysate was loaded onto the ultracentrifuge
tubes containing sucrose gradients, then centrifuged at 22,223 x g (36,000 rpm) for two hours
at 4°C using SW41Ti rotor Beckman Coulter (Optima L80 XP ultracentrifuge). After
ultracentrifugation, the samples were placed in the UV detector (Brandel #IV-22-117140) and
fraction collector (Retriever 500, Teledyne Isco). Each fraction was collected and monitored

from the top to the bottom of the ultracentrifuge tube.

Dual-luciferase Assays
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IMR-90 transduced cells were washed with 1X PBS, scratched and lysed in 1X Passive lysis
buffer supplied in the Dual Luciferase Stop & Glo® Reporter Assay System (Promega). A 20
ul cell lysate sample was used for luminescence measurements with Lumin Triathler-Hidex.
After adding 50 pl of the Fluc reagent (Substrate + Buffer) to the samples, luminescence was
measured for 10 seconds. Addition of 50 pul of the Rluc reagent-Fluc quenching (Stop & Glo®)
preceded another 10 seconds measurement. In order to compare the readthrough fold-changes,
relative Fluc activities (Fluc/Rluc) of each condition were normalized to the relative Fluc

activities from non-senescent cells:

Fluc / .
Normalized Fluc/Rluc = < Rluc (x condition) )

FluC/RluC(non—senescent cells)

All assays were performed in technical triplicates. Normalized relative Fluc fold changes and

Fluc/Rluc ratios are provided in Supplementary Table 7 as well as all biological replicates.

Immunoblotting

To prepare total cell extracts, cells were washed with 1X PBS containing 1X protease and
phosphatase Inhibitor cocktails (Roche), scratched and collected by a centrifugation at low
speed (140 x g) for 5 min, lysed in 200 pl of SDS sample buffer (62.5 mM Tris-HCI, pH 6.8,
10% glycerol, 2% SDS and 5% 2-mercaptoethanol), and boiled for 5 min. Fifteen pg of total
cell proteins were separated on SDS-PAGE and transferred to nitrocellulose membranes
(Millipore). The primary antibodies used were anti-Renilla Luciferase rabbit polyclonal
(1:3000, Code No. PM047, MBL), anti-H-Ras mouse monoclonal (1:250, clone F235, Sc-29,
Santa Cruz Biotechnology), anti-phospho-H35!° rabbit polyclonal (1:1000, #06—570, Millipore,
Billerica, MA), anti-RB mouse monoclonal (1:1000, clone 4H1, #9309, Cell Signaling), anti-
MCM6 rabbit polyclonal (1:1000, A300-194A, Bethyl Laboratories), anti-p53 mouse
monoclonal (1:1000, clone DO-1, sc-126, Santa Cruz Biotechnology), anti-c-Myc rabbit
polyclonal (1:1000, clone A-14, sc-789, Santa Cruz Biotechnology) and anti-a-tubulin mouse

monoclonal (B-5-1-2, 1:20000, Sigma). Signals were revealed after incubation with goat anti-
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mouse IgG (1:3000, #170-6516, Bio-Rad, Mississauga, ON) or goat anti-rabbit IgG (1:3000,
#170-6515, Bio-Rad, Mississauga, ON) secondary antibodies, and by using enhanced
chemiluminescence (ECL, Amersham) or Lumi-LightPLUS (Roche).

Cell proliferation assay and Senescence-associated B-galactosidase assay

Relative density of cells was assessed from estimations of cell number according to crystal violet
retention assay (30). The senescence associated [-galactosidase (SA-B-Gal) activity was
measured at day 12 or 35 post-infection as previously described (30). All assays were performed

in technical triplicates.

Real Time PCR

Senescent and non-senescent IMR-90s were collected at 12- or 35-days post-infection, with
either pBabe-H-RasV12 or pBabe control vector in TRIzol reagent (Invitrogen) and total RNA
was extracted following manufacturer’s instructions. RNAs were reverse-transcribed into first-
strand cDNA using All-in-One™ First-Strand cDNA Synthesis Kit (abm-Applied Biological
Materials, BC), diluted and then amplified by qPCR using LightCycler® 96 (Roche
Diagnostics) and SYBR Green PCR mix previously described in (30). Analysis for indicated
genes were done, using HMBS and TBP as reference genes. Primers for qPCR are provided in

Supplementary Table 8. All assays were performed in technical triplicates.

Statistics and reproducibility

Statistical analysis (One-way ANOVA with post-hoc Tukey HSD (Honestly Significant
Difference)) was done using the One-way ANOVA test calculator at:
http://astatsa.com/OneWay_ Anova with TukeyHSD/. Two-tailed Student’s t-tests were

performed using GraphPad Prism version 6.0c software. A p<0.05 was considered statistically
significant. Each experiment was repeated at least three times, except for those in Figures: 15C-

D; 16B (UGA), and Supplementary Figure S6C-E and S7D, which were done twice. SA-f-
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Gal assays were quantified from many fields within one experiment to represent the entire petri

dish and confirmed as described in Figures 18C and S6A.

3.3.4. Results

Translation termination is improved in oncogene-induced senescence

To investigate the effect of cellular senescence on readthrough efficiency, we first used a model
of oncogene-induced senescence (OIS) in human primary cells. Primary fibroblasts were
retrovirally transduced with pBabe-H-RasV 12 (senescence inducer) or the control empty vector
pBabe. They were also transduced with luciferase reporter plasmids containing either: 1) a TGA
within an artificial intercistronic region (UGA readthrough); 2) the stop codon context from
AQP4, a well-known mammalian readthrough candidate (154); or 3) the non-readthrough
controls (TGA mutated to CGA) between Rluc and Fluc fusion protein gene (Figure 14A).
Immunoblotting shows a band at 35 kDa corresponding to Renilla luciferase, as well as a weak
band at 100 kDa indicating the fusion protein Renilla-Firefly luciferase produced after a
ribosomal readthrough in cells transduced with the AQP4 readthrough reporter. For UGA
reporter, the fusion protein is not detectable by the western blot technique. On the other hand,
in cells transduced with the non-readthrough control only the fusion protein can be detected
(Figure 14B). At early stages of OIS, cells present a cancer-like behavior characterized by a
hyperproliferation phase. However, around 6 days after introduction of oncogenic ras, cells stop
proliferation and enter a well-characterized and stable cell cycle arrest (80). We confirmed this
senescent cell cycle arrest at day 12 post-infection, using an assay for the senescence-associated
B-galactosidase activity that allowed visualizing characteristic large and flat cells that stained
positive for this biomarker (Figure S6A). RT-qPCRs were carried out to evaluate the decrease
of Ki-67 expression, indicating the proliferation arrest, and the activation of p53 and RB
pathways in senescent cells (Figure S6B). Global translation was not affected in senescent cells
since their polysome profiles (Figure 14C) were similar to control growing cells. This is

consistent with previous reports and with the fact that senescent cells are actively secreting
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multiple pro-inflammatory mediators (81). In addition, the non-readthrough (CGA) controls
presented similar relative Fluc activities both in senescent and proliferating cells (Figure S6C).
Cap-dependent Rluc luciferase expression increased with time (Figure 14D). Readthrough-
dependent translation of the firefly luciferase reporter increased early after introduction of
oncogenic ras in normal human fibroblasts when cells proliferate rapidly but it decreased when
the cells underwent OIS as measured at days 12 or 20 after H-Ras-introduction (Figure 14E).
The relative efficiency of readthrough was calculated by dividing Fluc by Rluc values, then
normalized to the relative Fluc activities from non-senescent cells (Vector). The results clearly
show that the senescent program reduced the readthrough efficiency at later stages (Figure 14F).
In contrast, control cells did not change readthrough efficiency during the same time in culture
(Figure S6D). These results suggest that oncogenic stimulation decreases the efficiency of
translation termination but cellular senescence counteracts this potentially oncogenic
mechanism. To discard the possibility that readthrough efficiency might be decreased due to a
cell-cycle arrest independent from the senescent phenotype, proliferating cells were starved for
a week to induce quiescence. Starved normal cells compared to cells supplied with fetal bovine
serum (FBS) showed no differences in the efficiency of readthrough. Besides, starved and FBS-
supplied senescent cells showed similar readthrough values (Figure S6E). This observation
leads us to conclude that the decrease of readthrough efficiency is senescence-specific.
Immunobloting shows the gradual reduction of phosphorylated RB as well as the absence of
MCMB6, and the reduction of the mitotic marker H3-pS10 in H-Ras cells, confirming the
establishment of senescence. P53 accumulates in senescent cells but decreases after 20 days

post-infection in H-Ras cells (Figure 14G).
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Figure 14. Readthrough is reduced in OIS

(A) Rluc (Renilla Iuciferase) in black is linked to Fluc (Firefly luciferase) in gray, by an intercistronic

streaked region. Rluc is the internal control of the gene, while Fluc is the readthrough sensor. A UGA
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codon within an artificial context or the AQP4 stop codon region is inserted in the intercistronic region
(left). The expression of Fluc indicates the efficiency of readthrough. The intercistronic region from the
non-readthrough control lacks the stop codon (TGA mutated by CGA) (right). (B) Immunoblots for Rluc
in IMR-90 cells transduced with UGA and AQP4 reporters (Rt) or with the non-readthrough controls
(No Rt), 12 days post-infection. Tubulin was used as a loading control. Bands at 48 and 90 kDa are non-
specific. (C) Polysome profiles were performed 12 days post-infection with an empty vector (Vector) or
H-Ras V12 oncogene (H-RasV12) showing that global translation is similar in senescent and non-
senescent IMR-90 cells. (D) Rluc plots indicate cap-dependent translation in IMR-90 cells with an empty
vector (Vector) or in senescent cells induced with the oncogene H-Ras V12 (H-RasV12) at day 5 (DS),
12 (D12) or 20 (D20). Error bars indicate SD of three independent experiments. (E) Fluc plots indicate
the decrease of readthrough dependent-translation following induction of senescence with the oncogene
H-Ras V12 (H-RasV12) atday 5 (D5), 12 (D12) or 20 (D20). Error bars indicate SD of three independent
experiments. (F) Normalized Fluc/Rluc ratios indicate that readthrough efficiency decreases
progressively in senescence. IMR-90 cells were transduced with an empty vector (Vector) or H-RasV12
oncogene (H-RasV12) to establish senescence and with UGA/AQP4 dual luciferase reporter plasmids.
Luciferase activities were measured at days 5, 12 and 20 post-infection. Normalizations are presented as
means relative to empty vector-infected cells from three independent experiments with technical
triplicates for each experiment. One-way ANOVA with post-hoc Tukey HSD (Honestly Significant
Difference) tests were performed. Error bars indicate SD of three independent experiments. Tukey HSD
p-values indicate that * = p<0.05, is significantly different. (G) Immunoblots of H-Ras, total RB (Tot
RB), Total p53 (Tot p53), MCM6, H3(pS10) [phosphorylated H3 on serine 10] and tubulin at day 5, 12
and 20 post-infection with an empty vector (V) or H-RasV12 oncogene. Blots are representative of 3

independent experiments with similar results.

The aminoglycoside gentamicin disrupts prokaryotic protein synthesis by binding to 16S
ribosomal RNA, but also affects eukaryotic ribosome proofreading, inducing a conformational
change in the ribosome-mRNA complex stimulating the efficiency of readthrough (227). We
sought to investigate whether OIS can decrease readthrough stimulated by gentamicin. We
added 900 pg/ml of gentamicin sulfate to OIS cells 24 hours before luciferase assays and found
that the readthrough efficiency was still reduced in senescent cells both at UGA stop codons and
the natural readthrough sequence of AQP4 (Figure 15A). Strikingly, readthrough levels were
the same in senescent and proliferating cells with the reporter containing the programmed

readthrough region from Moloney Murine Leukemia Virus (MMuLV) (Figure 15A). This
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region contains a UAG stop codon followed by a pseudo-knot structure (152) and it allows up
to 10% of ribosomes to suppress translation termination in order to synthesize the Gag-Pol
polyprotein in cells infected with the virus (228). Also, the aminoglycoside gentamicin did not
affect MMuLV readthrough efficiency. The non-readthrough controls were unaffected by
gentamicin stimulation (Figure S7A). Of note the actual readthrough efficiency was calculated
by the ratio of Fluc expressed from the readthrough reporters over the Fluc expressed by the
non-stop control. For the UGA reporter the readthrough efficiency wass very small (0.1%) but
increased more than 50 fold for the AQP4 reporter (6.9%). In both cases, the levels of
readthrough was reduced by about a factor of 2 in senescent cells and we obtained similar results
after gentamicin treatment (Figure S7B and C). We then treated cells 72-hours before cells lysis
with 600 pg/ml of gentamicin and 25 pM of CDX5-1, a novel small molecule that potentiates
readthrough efficiency when combined with aminoglycosides although by itself has no effect
(229). We observed that while single gentamicin treatment increased UGA readthrough
efficiency up to 6.6-fold in control cells, the combination increased it up to 16.5-fold.
Surprisingly, the readthrough efficiency was still limited in senescent cells after the
combination, which improved the efficiency only 1.7-fold over gentamicin treatment alone
(Figure S7D).

To investigate more broadly whether senescence affects endogenous readthrough signals,
we made luciferase reporters using the stop codon context of several mRNAs, which we
predicted in silico as candidates for readthrough (see Material and Methods). We tested both
their basal and gentamicin-stimulated readthrough efficiency. We found that the readthrough of
VASP and HPN were significantly reduced during OIS while those of FBL showed a tendency
to be reduced (Figure S7E). ASPH readthrough was undetectable neither in proliferating nor in
senescent fibroblasts. Nevertheless, after gentamicin stimulation, we could observe the

readthrough decrease in senescent cells (Figure S7F).

Translation termination is improved in PML-induced senescence

The tumor suppressor PML controls p5S3 and RB which are central for the establishment

of OIS response (30). Also, PML plays a role in antiviral responses (230,231) and, since many
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viruses use readthrough, we wanted to investigate whether PML modulates this process. Normal
human fibroblasts IMR-90 cells were retrovirally transduced with a vector that allows a
conditionally inactive PML (pBabe-PML-IV-Estrogen Receptor) to be expressed as well as with
UGA, MMuLV and AQP4 luciferase reporters, in order to analyze the readthrough efficiency
in this model. Transduced cells were stimulated with 100 nM of the estrogen antagonist 4-OH-
Tamoxifen, to induce PML-IV nuclear translocation and senescence (213). We found that
induction of PML dramatically reduced basal or gentamicin-induced readthrough at UGA stop
codons (Figure 15B). Intriguingly, the effect of PML on gentamicin-induced readthrough was
much more important than the effect of OIS, suggesting that PML could be one important
regulator of readthrough efficiency. Readthrough levels were also reduced after PML induction
with 4-OH-Tamoxifen, with or without gentamicin, in AQP4 and MMuLV transduced cells
(Figure 15 C-D). The decrease of readthrough efficiency in MMuLV reporter further suggest
an antiviral role of PML-IV.
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Figure 15. Gentamicin-dependent translation errors are reduced in OIS and PML-induced
senescence

(A) IMR-90 cells were transduced with an empty vector (Vector) or H-RasV12 oncogene (H-RasV12)
to induce OIS and with luciferase reporters. A UGA within an artificial context, a stop codon within the

natural context from AQP4 or from MMuLV gag-pol protein were inserted in the intercistronic region
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of the reporter. Cells were treated with vehicle (Ctrl) or 900 pg/ml of gentamicin sulfate (Gen) for 24
hours before measuring luciferase activities at day 12 post-infection. Unpaired Student’s ¢-test with equal
SD were performed. Error bars indicate SD of biological triplicates. * = p<0.05 is significantly different,
using two-tailed Student’s #-test. (B-D) IMR-90 cells were transduced with pBabe-ER empty vector
(pBabe-ER) or pBabe-PML-IV-ER (PML IV-ER), and with luciferase reporters UGA, AQP4 or
MMuLV. Cells were treated with vehicle (Ctrl) or 100 nM 4-OH-Tamoxifen (4-OHT), inducing or not
PML-IV translocation to the nucleus to induce senescence. Moreover, cells were treated with vehicle or
900 pg/ml of gentamicin sulfate (Gen) for 24 hours before measuring luciferase activities at day 12 post
PML-1V induction. Normalized Fluc/Rluc ratios indicate the efficiency of readthrough. Normalizations
are presented as means relative to empty vector-infected cells from three independent experiments with
technical triplicates for each experiment, except for (C, D), which are representative of 2 independent
experiments with similar results. B-D: One-way ANOVA with post-hoc Tukey HSD were performed.
Error bars indicate SD of biological triplicates (B) or technical triplicates (C, D). Tukey HSD p-values
indicate that * = p<0.05, ** = p<0.01 are significantly different.

Circumventing senescence decreases the fidelity of translation termination

Although senescence in response to oncogenes includes a very stable cell cycle arrest,
some cells escape from the process and progress towards malignant transformation. Cells that
circumvent OIS display a gene expression profile typical of malignant cells and chromosomal
aberrations (232). We sought to determine whether these cells lost the tight control over
readthrough. We obtained cell populations that bypassed OIS from long-term (35 days) cultures
of IMR-90 cells expressing oncogenic ras. Cells that escaped senescence revert their
morphology to that of normal growing cells (not shown) and express lower levels of oncogenic
ras (Figure 16A), indicating a mechanism that allow them to prevent pro-senescence ras/ERK
signaling. In fact, we showed previously that decreasing ERK signaling accelerates senescence
bypass in H-Ras-expressing cells (53,232). Cells that bypassed senescence also had lower levels
of the CDK inhibitor pl6INK4a and higher levels of the proliferation marker Ki-67 (Figure
16A). We next measured readthrough efficiency in these cells using the UGA stop codon or the
natural signals for AQP4 (154), VASP and HPN. The last two signals were found using

bioinformatic analysis as described in Materials and Methods. In all cases, the cells that
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bypassed senescence displayed an increased readthrough level even higher than control non-
senescent cells (Figure 16B). Actually, the cells that bypassed senescence had readthrough

ratios similar to gentamicin-treated cells (excluding UGA reporter).
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Figure 16. Bypassed-OIS shows increased readthrough

(A) RT-qPCR for senescent marker mRNAs were performed in IMR-90 cells at day 12 and 35 post-
infection with an empty vector (Vector) or H-RasV12 oncogene (H-RasV12). Data are normalized over
TBP and HMBS, and presented as means relative to vector infected cells. Error bars indicate SD of

biological triplicates. * = p<0.05, using two-tailed Student’s z-test. (B) Luciferase activities in non-
g p p g
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senescent and senescent cells measured at day 12 and 35 post-infection in cells having the indicated
reporters. Normalizations are presented as means relative to vector-infected cells from three independent
experiments with technical triplicates for each experiment, except for UGA reporter, which are
representative of 2 independent experiments with similar results. Error bars indicate SD of biological
triplicates (AQP4, HPN, VASP) or technical triplicates (UGA). * = p<0.05, ** = p<0.01 are significantly

different, using two-tailed Student’s ¢-test.

E7 Oncoprotein increases readthrough

Since low translation fidelity and increased readthrough are associated to malignant
transformation (233) and the escape from senescence, we next investigated which tumor
suppressor pathways activated in senescent cells modulate readthrough. To investigate whether
p53 and/or RB pathways are implicated in translation termination efficiency, we used E6
(inhibits p53) and E7 (inhibits RB) oncoproteins from HPV-16. Transduction of E6 did not
affect the readthrough levels in senescent cells. However, senescent cells infected with E7
oncoprotein, as well as with both E6 and E7, showed a significant increase in readthrough
efficiency at UGA stop codons and the natural readthrough signals from AQP4 and VASP
(Figure 17A-C). These results indicate that E7 targets (likely the pocket proteins family
including RB, p107 and p130) mediate the readthrough decrease in senescent cells. We also
knocked-down RB mRNAs’ expression with shRNAs in H-Ras cells and we failed to see the
increase of readthrough levels we observed in E7 expressing cells, suggesting that RB in
coordination with p107 and p130 must influence the reduction in readthrough efficiency (data
not shown).

To further implicate the RB pathway in the control of readthrough in senescent cells, we
used an in-frame deletion mutant of E7 whose interactions with RB, P107 and p130 are disrupted
(E7 A21-24) (234). As expected, H-Ras cells transduced with wild type E7 showed a two-fold
increase in readthrough levels compared to senescent cells but the mutant E7 A21-24 failed to
do so (Figure 17D). Besides, the proliferating cells transduced with E7 presented a tendency to
increase readthrough, while the readthrough levels were not affected in proliferating cells
transduced with the mutant E7 A21-24 (Figure S8A). RT-qPCRs were carried out to evaluate
the expression increase of E2Fs targets in E7 transduced cells, as well as their decrease in E7

A21-24 mutant (Figure S8B). Next, we used a retroviral vector for CDK4 overexpression to
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block pocket proteins activity in senescent cells (21) and, as expected, we observed an increase
in readthrough efficiency (Figure 17E). Relative cell growth and RT-qPCRs show that CDK4
overexpression does not affect proliferation arrest markers at day 12 post-infection in senescent
IMR-90s (Figure S8C-D). Taken together, these results indicate that the observed reduction in
readthrough is not a simple consequence of the growth arrest of senescent cells and strongly
suggest that the activation of the RB tumor suppressor pathway increases the fidelity of

translation termination during OIS.
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Figure 17. RB pathway disruption affects the efficiency of readthrough

Normalized Fluc/Rluc ratios to indicate the efficiency of readthrough. A UGA within an artificial

context, a stop codon within natural contexts from AQP4 or VASP were inserted in the intercistronic

region of Rluc-Fluc luciferase reporter. (A-C) IMR-90 cells containing HTERT were transduced with an

empty vector (Vector) or H-RasV12, an empty control vector (pLXSN), E6, E7 or E6/E7 oncogenes and
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luciferase reporters to study the readthrough efficiency in proliferating vs senescent vs transformed-like
cells. (D) IMR-90 cells were transduced with an empty vector (Vector) or H-RasV12, an empty control
vector (pLXSN), wild-type E7 or E7 A21-24 mutant oncogene. (E) IMR-90 cells were transduced with
an empty vector or H-RasV12 or CDK4 and luciferase reporters to study the readthrough efficiency
variations in proliferating vs senescent vs. cells overexpressing CDK4. (A-E) Luciferase activities were
measured in non-senescent and senescent cells at day 12 post-infection. Normalizations are presented as
means relative to vector-infected cells from three independent experiments with technical triplicates for
each experiment. One-way ANOVA with post-hoc Tukey HSD were performed. Error bars indicate SD
of biological triplicates. Tukey HSD p-values indicate that * = p<0.05, ** = p<0.01 are significantly
different.

The CDK4/6 inhibitor palbociclib contributes to readthrough reduction

Palbociclib blocks the cyclin-dependent kinase (CDK) 4/6 activity by competing with ATP
binding and, as a result, RB remains in its hypo-phosphorylated active form (235). Treatment
of proliferating fibroblasts with palbociclib reduced readthrough of the AQP4 reporter and
gentamicin-stimulated readthrough at the UGA stop codon (Figure 18A-B). Interestingly,
palbociclib reduces readthrough in cells that spontaneously escaped from senescence (Figure
18C). As expected, palbociblib also inhibits cell proliferation and strongly activates RB pathway
in proliferating and H-Ras-escaped IMR-90s (Figure 18D, S9) restoring their senescent
phenotype (Figure 18E).
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Figure 18. Palbociclib, a CDK4/6 inhibitor, contributes to readthrough reduction

(A-B) Normalized Fluc/Rluc ratios of IMR-90 cells transduced with luciferase reporters (UGA, AQP4)
and treated with vehicle and/or 1 uM of palbociclib (Palbo) and/or 900 pg/ml of gentamicin sulfate (Gen)
for 5 days before measuring. Error bars indicate SD of three independent experiments. (C) Normalized
Fluc/Rluc ratios of IMR-90 fibroblasts transduced with an empty vector (Vector) or H-RasV 12 oncogene
(H-RasV12) to induce OIS and with AQP4 luciferase reporter. Cells were treated with vehicle (Ctrl) or
1 uM of palbociclib (Palbo) for 5 days before measuring luciferase activities at day 35 post-infection.
Normalizations are presented as means relative to vector-infected cells from three independent
experiments with technical triplicates for each experiment. One-way ANOVA with post-hoc Tukey
HSD. Error bars indicate SD of biological triplicates. Tukey HSD p-values indicate that * = p<0.05, **
=p<0.01 are significantly different. (D) (Top) Growth curves of proliferating and ras bypassed IMR-90
cells treated with vehicle (Control) or 1 uM of palbociclib (Palbo) for 5 days are shown. Data are

presented as means normalized to day 0 of each condition and error bars indicate SD of three independent
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experiments, n = 3. (Bottom) Immunoblots for indicated proteins: total RB (Tot RB) and tubulin from
non-senescent (V D35) and ras by-passed cells (R D35) following treatments with vehicle (Ctrl) or 1
uM of palbociclib (Palbo) for 5 days. Blots are representative of 3 independent experiments with similar
results. (E) SA-B-gal of proliferating (Vector D35) IMR-90 cells and IMR-90s that have by-passed the
senescent stage (H-RasV12 D35) treated for 5 days with vehicle (Ctrl) or 1 uM of palbociclib (Palbo)
and fixed at day 35 (D35) post-infection. Data were quantified from many fields within one experiment
to represent the entire petri dish. Three independent cell counts up to a total of at least 100 cells are

presented as the mean and SD of positive cells.

Ribosomal proteins RPS14/uS11 and RPL22/eL.22 limit readthrough

We recently demonstrated that extra-ribosomal functions of RPS14/uS11 and RPL22/el.22 were
linked to the regulation of the cell cycle and senescence. We found that these two proteins
interact with the CDK4-Cyclin D1 complex inhibiting its activity and consequently activating
the RB pathway (80,189,223). These results suggest that RPS14/uS11 and RPL22/eL.22 could,
as palbociclib, affect readthrough via the RB pathway. We transduced IMR-90 cells with Myc
tagged RPL22/eL22 or RPS14/uS11 as well as with the AQP4 readthrough reporter and
measured readthrough efficiency at day 7, 12 and 14 after transduction. The expression of
RPL22/eL.22 or RPS14/uS11 was confirmed by immunoblots for the Myc tag. We also
measured biomarkers of senescence such as RB, the E2F target MCM6 and the mitosis marker
phospho H3 (Figure 19A). Cells bearing RPS14/uS11 showed a 15% decrease of readthrough
at days 7 and 12 after transduction, and 30% decrease of readthrough 14 days after transduction
compared to control cells (Figure 19B). In contrast, RPL22/eL.22-transduced cells showed a
peak of readthrough reduction at day 7 post-infection, and a progressive recovery 12- and 14-
days post-infection (Figure 19C). We already reported that RPS14/uS11 is more efficient than
RPL22/eL.22 for inhibition of CDK4 and induction of senescence (223), explaining this
difference. These results suggest that RPS14/uS11 haploinsufficiency in the 5q-syndrome (236)
and frequent RPL22/eL.22 hemizygous gene deletions found in cancer (237) could play a role

in proteome diversity and tumorigenesis.

In conclusion, our results suggest that the RB pathway is implicated in translation termination

accuracy, since RB inactivation mediated by E7, or CDK4 overexpression, increases
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readthrough efficiency. On the other hand, RB activation after palbociclib treatment, PML-IV
inducible expression as well as RPS14/uS11 and RPL22/eL22 overexpression improves

translation termination (Figure 19D).
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Figure 19. Ribosomal proteins RPS14/uS11 and RPL22/eL.22 limit readthrough

(A) Immunoblots for indicated proteins at day 7 post-infection with an empty vector (Vect), or pPBABE-
RPS14(WT)-Myc, or pPBABE-RPL22(WT)-Myc: Myc (Myc-tag), total RB (RB tot), MCM6, H3(pS10)
[phosphorylated H3 on serine 10], total p53(p53 tot) and tubulin. Blots are representative of 3
independent experiments with similar results. (B-C) Normalized Fluc/Rluc ratios of IMR-90 cells
transduced with an empty vector (Vector), or (B) pBABE-RPS14(WT)-Myc, or (C) pBABE-
RPL22(WT)-Myc, and with luciferase reporter AQP4. Luciferase activities were measured in Vector and
RPs-transduced cells at day 7, 12 and 14 post-infection. Normalizations are presented as means relative
to vector-infected cells from three independent experiments with technical triplicates for each experiment
Unpaired t tests with equal SD were performed. Error bars indicate SD of biological triplicates. * =
p<0.05, ** = p<0.01, *** = p<0.001 are significantly different, using two-tailed Student’s -test. (D)

Schema showing the RB activation/inhibition factors that modulate readthrough.

3.3.5. Discussion

96



We show here that the RB tumor suppressor pathway reduces translational readthrough at UGA
stop codons from dual luciferase reporters in the context of cellular senescence, a tumor
suppressor response. In addition, the RB pathway also reduces readthrough in reporters
containing the readthrough context of mRNAs coding for AQP4, VASP, FBL, ASPH and HPN.
We propose a novel caretaker tumor suppressor activity for the RB pathway preventing the
generation of C-terminally extended proteins by readthrough, a process that can potentially
confer new localization signals, post-translational modifications or interaction partners to many
proteins (149,238). The potential for readthrough to confer advantages to cells in stress was
previously reported in yeast cells expressing the prion PSI+ that enhances both readthrough and
resistance to several stresses (219). Our results suggest that cellular senescence and, in
particular, the RB pathway prevents the oncogenic potential of proteome reprogramming via
translational readthrough.

Senescence reduces translational readthrough in dual luciferase reporters by a factor of two, or
four (for AQP4 reporter). This is around the same level of regulation reported by miRNAs.
miRNAs regulate multiple genes to affect a particular phenotype (239) and by analogy, we
propose that the effects of readthrough depend also on multiple genes. Studies with ribosome
profiling in Drosophila and human fibroblasts reveal that more than 300 mRNAs undergo
translational readthrough (155), suggesting that many new functions could be generated by this
mechanism.

Senescence also reduced the stimulatory effect of aminoglycosides and the enhancer effect of
CDXS5-1 on translational readthrough (227). It has been reported that CDX5-1 potentiates G418-
induced readthrough up to 180-fold compared to the aminoglycoside G418 alone (229). Here
we showed a clear resistance of senescent cells to induce C-terminal extended proteins. Green
and Goff reported that aminoglycosides can increase readthrough efficiency of the MMuLV
gag-pol junction in HEK-293 cells (240). However, using normal fibroblasts, we found that the
same drugs did not have such effect. HEK-293 cells have an inactivation of the RB and PML
tumor suppressor pathways due to expression of adenovirus E1A oncoprotein. In our normal
cells, disruption of these pathways increases readthrough. It is thus plausible that in the context
of an altered control in HEK293 cells, the MMuLV gag-pol junction readthrough is stimulated
by aminoglycosides. In addition, Green and Goff used several aminoglycosides in their studies,

gentamicin being the less active and its effects were reported as dose-independent and not
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consistent. Since gentamicin does increase readthrough in other stop codon contexts, we suggest
that the pseudoknot structure of the viral signal may interfere with the binding or the action of
gentamicin on the ribosome.

Our results indicate that translation termination tends to be inaccurate in cancer-like cells where
the RB pathway is dysfunctional but is particularly efficient in senescent cells. Early work by
Stanners and colleagues showed that SV40-mediated transformation increased mistranslation in
mammalian cells (241). SV40 codes for the large T antigen that binds and inactivates the RB
family of tumor suppressors (242) like the E7 oncoprotein we used in this study. Diaz and
colleagues found that translational fidelity is decreased in the most aggressive breast cancer cell
lines (61). They also reported that the p53 tumor suppressor pathway controls translational
fidelity and in particular the translation of oncogenic proteins from IRES (233). In our
experimental system, the RB pathway was more important to control readthrough levels in OIS.
However, we did notice that inactivation of p53 in cells where RB is also inactivated further
increased readthrough levels, suggesting also an important role for p53 in controlling
readthrough levels (Figure 17A-C). The RB tumor suppressor pathway may repress genes that
modulate readthrough. First, the translation initiation factor elF3 interacts with post-initiation
ribosomes and controls readthrough (243,244). RB could repress the expression of e[F3 subunits
or sequester them in PML bodies (30). Consistent with the latter mechanism the eIF3 subunits
EIF3K and EIF3E (Int-6) localize to PML bodies (245,246). Viral proteins such as HTLV-I Tax
can delocalize EIF3E from PML bodies (247), an event that could facilitate readthrough.
Second, RB could repress the expression of suppressor tRNAs required to read termination
codons. Recently, it was reported that senescent cells repress the expression of some tRNAs
including the tRNA-Tyr (248), one of the tRNAs that can read stop codons. Intriguingly, cells
that escaped from senescence upregulated these tRNAs (248), a phenomenon that could explain

the remarkable increase in stop codon readthrough we found after escape from senescence.

Of special interest for a plausible pharmacological modulation of readthrough levels, we found
that the CDK4 inhibitor palbociclib was able to reduce readthrough and re-induce the stable cell
cycle arrest in cells that bypassed senescence. If the phenotypic plasticity conferred by C-

terminal extended proteins plays a causal role in the origin of human cancers, palbociclib could
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be used as a chemopreventive agent in patients with premalignant lesions susceptible to progress

into malignant tumors.
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3.2.7. Supplementary material

3.2.7.1. Supplementary data
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Figure S6. Readthrough is reduced in OIS

(A) SA-B-gal of proliferating (Vector) and senescent IMR90 (H-RasV12 oncogene) cells, fixed at day
12 post-infection. Data were quantified from many fields within one experiment to represent the entire
petri dish. Three independent cell counts up to a total of at least 100 cells are presented as the mean and

SD of positive cells. (B) RT-qPCRs for senescent marker mRNAs were performed in IMR-90 cells at
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day 12 post-infection for cells as in (A). Data are normalized over TBP and HMBS, and presented as
means relative to vector infected cells. Error bars indicate SD of technical triplicates. ** = p<0.01, ***
= p<0.001 are significantly different, using two-tailed Student’s ¢-test. (C) Luciferase activities from
non-readthrough control (CGA-Positive control) in proliferating (Vector) and H-RasV12 senescent cells
measured at days 5 (D5), 12 (D12) and 20 (D20) post-infection. Assays are representative of 2
independent experiments with similar results with technical triplicates for each experiment. One-way
ANOVA with post-hoc Tukey HSD were performed. Error bars indicate SD of technical triplicates. (D)
Normalized Fluc/Rluc ratios indicate that readthrough level does not change in non-senescent cells
(Vector) at day 5 (D5), 12 (D12) or 20 (D20) post-infection. Error bars indicate SD of biological
triplicates. (E) Luciferase activities from AQP4 reporter were measured at day 12 post-infection.
Normalized Fluc/Rluc ratios from non-senescent (Vector) and senescent cells (H-RasV12), starved
(Starv) or supplied with fetal bovine serum (FBS) are represented. Starvation was performed for a week
to induce quiescence. Data are presented as means relative to empty vector-infected cells, which are
representative of 2 independent experiments with similar results with technical triplicates for each
experiment. One-way ANOVA with post-hoc Tukey HSD were performed. Error bars indicate SD of
technical triplicates. Tukey HSD p-values indicate that * = p<0.05, ** = p<0.01, *** = p<0.001 are

significantly different.
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Figure S7. Senescent cells are resistant to gentamicin-induced readthrough
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(A) IMR-90 cells were transduced with an empty vector (Vector) or H-RasV12 oncogene to induce OIS
and with indicated non-readthrough control luciferase reporter. Cells were treated with vehicle (Ctrl) or
with 900 pg/ml of gentamicin sulfate (Gen) 24 hours before measuring luciferase activities at day 12
post-infection. Error bars indicate SD of biological triplicates. (B-C) The percent of readthrough was
determined by dividing Fluc/Rluc ratio from UGA or AQP4 luciferase reporters by Fluc/Rluc ratio from
non-readthrough controls multiplied by 100. Error bars indicate SD of biological triplicates. ** = p<0.01
is significantly different, using two-tailed Student’s #-test. (D) IMR-90 cells were transduced with an
empty vector (Vector) or H-RasV12 oncogene to induce OIS and with a UGA luciferase reporter. Cells
were treated with vehicle (Ctrl) and/or 600 pg/ml of gentamicin sulfate (Gen) and/or 25 uM of CDX5-1
72 hours before measuring luciferase activities at day 12 post-infection. Error bars indicate SD of
biological triplicates. * = p<0.05, ** = p<0.01 are significantly different, using two-tailed Student’s ¢-
test. (E) A stop codon within natural contexts from VASP, ASPH, HPN and FBL, was inserted in the
intercistronic region of Rluc-Fluc luciferase reporter. IMR-90 cells were transduced with an empty vector
(Vector) or H-RasV12 oncogene to induce OIS and with luciferase reporters. Luciferase activities were
measured in non-senescent and senescent cells at day 12 post-infection. Error bars indicate SD of
biological triplicates. * = p<0.05 is significantly different, using two-tailed Student’s #-test. (F) Cells as
in (E) were treated with 900 pg/ml of gentamicin sulfate (Gen) 24 hours before measuring luciferase
activities at day 12 post-infection. Normalized Fluc/Rluc ratios indicate the efficiency of readthrough.
Normalizations are presented as means relative to vector-infected cells from three independent
experiments with technical triplicates for each experiment. Unpaired Student’s #-test with equal SD were

performed. Error bars indicate SD of biological triplicates.

102



AQP4

S 15
4
g T
T 1.0
°
8
S 05
E
]
Z 0.0 N
S
o8 (\Q/ i
S G
R\ N2
r
&
B 3 E2F target genes
FANCD2
< < <
g z g
€ 5 £
5 5 5
& & &
ORCIL C -e- \ector
6.0 —=——r" - H-Ras V12
- 50 — — 3.0 -+ Vector-CDK4
g : - -+ H-Ras V12-CDK4
< < 40 —_— £ 2
Z i
€ E 3.0 g
S g o 20
& £ 20 2
& 3 10l o é 1.5
1.0
0 3 6 9
Days
Ki 67
;20 P
% ; 2.0 § 15
€ ¥ 1.5 [ —
2 £ € 1.0
g g 19 2
e % 0.5 %- 0.5 T
& 0.0 % 0.0
£
PO 0{-"‘ 04,‘" PO 0.1.‘" o{."
@ g OO KOS N OGN ¢
& & X & W
RE PN RT N
() J () 9
N & N &
¥ ¥

Figure S8. RB pathway disruption affects the efficiency of readthrough

(A) IMR-90 cells were transduced with luciferase reporter AQP4 and an empty vector (Vector), wild-
type E7 or E7 A21-24 mutant oncogene. Luciferase activities were measured at day 12 post-infection.

Normalized Fluc/Rluc ratios indicate the efficiency of readthrough. Normalizations are presented as
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means relative to vector-infected cells from three independent experiments with technical triplicates for
each experiment. Error bars indicate SD of biological triplicates. (B) Representative RT-qPCR from
E2Fs’ target mRNAs were performed in IMR-90 cells transduced with an empty control vector (pLXSN),
wild-type E7 or E7 A21-24 mutant oncogene, and with an empty vector (Vector) or with H-RasV12
oncogene to induce OIS at day 12 post-infection. Data are normalized over TBP and HMBS, and
presented as means relative to vector infected cells. Experiments were done three times with technical
triplicates for each experiment. Error bars indicate SD of technical triplicates. Tukey HSD p-values
indicate that ** = p<0.01 is significantly different. (C) Growth curves of non-senescent (Vector) and H-
RasV12 senescent IMR-90s overexpressing or not CDK4. Data are presented as means normalized to
day 0 of each condition. Assays are representative of 2 independent experiments with similar results with
technical triplicates for each experiment. Error bars indicate SD of technical triplicates. (D) RT-qPCRs
for CDK4, MCM6 and Ki-67 mRNAs were performed in IMR-90 cells as in (C) and at day 12 post-
infection. Data are normalized over TBP and HMBS, and presented as means relative to vector infected
cells from three independent experiments with technical triplicates for each experiment. One-way
ANOVA with post-hoc Tukey HSD were performed in (A, B, D) and Unpaired Student’s ¢-test with
equal SD was performed in (C). Error bars indicate SD of biological triplicates. Tukey HSD p-values
indicate that * = p<0.05, ** = p<0.01 are significantly different.
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Figure S9. E2Fs target genes

RT-qPCR for E2Fs’ target mRNAs were performed in IMR-90 at day 35 post-infection with an empty
vector (Vector D35) or with the oncogene H-RasV12 (H-RasV12 D35) and treated with vehicle (Ctrl)
or with 1 uM of palbociclib (Palbo) for 5 days before cell lysis. Data are normalized over TBP and
HMBS, and presented as means relative to vector infected cells from three independent experiments with
technical triplicates for each experiment. One-way ANOV A with post-hoc Tukey HSD were performed.
Error bars indicate SD of technical triplicates. Tukey HSD p-values indicate that * = p<0.05, ** = p<0.01

are significantly different.

Table S3. PCR cloning primers

Name 5' forwad primer (5'-3') 3' reverse primer (5'-3')
pMSCV-RLUC-FLUC GGAAGAAAGCGGCCGCTTCAGATCCGCTAGAGCC TGGATGCATGAATTTCGTCATCGCTGAATAC
UGA STOP CODON CCAAGCTTGCACCAGTGACCAGCAAGGTGTACG CGTACACCTTGCTGGTCACTGGTGCAAGCTTGG
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Table S4. Readthrough region

Gene name

Readthrough context

AQP4
ASPH
FBL
HPN
MMuLV
VASP

Aquaporin 4
Aspartate beta hydroxylase
Fibrillarin
Hepsin
Moloney Murine Leukemia Virus
Vasodilator-stimulated phosphoprotein

NM_001650.4
NM_004318.3
NM_001436.3
NM_182983.2

NM_003370.3

ATCTGGAGAGGTATTGTCTTCAGTATGACTAGAAGATCGCACTGAAAGCAGACAAGACTCCTTAGAA
AGAACAGCAGGAAGTACCACCAGATACTTAAAGCTTCAAAAAGACTGCCCCTACCACCGGGCC
GTACAGGCCACCCCCCAAGGTGAAGAACTGAAGTTCAGCGCTGTCAGGATTGCGAGAGATGGG
TCGAGGCCAGCGGCATGGTGACCCAGCTCTGACCGGTGGCTTCTCGCTGCGCAGCCTCCAGGG
CTAGGGAGGTCAGGGTCAGGAGCCCCCCCCTGAACCCAGGATAACCCTCAAAGTCGGGGGGCC
GGAGCTGAGGAAGCGGGGTTCTCCCTGACCACAGGGACCCAGAAGACCCGCTTCTGGGCCCCA

Table S5. Readthrough candidates

Readthrough code Gene name

peptides found by MS analysis

peptide stop- DNA 3'UTR

RT_012331.1 FAM19AS family with sequence similarity 19 (chemokine (C-C motif)-like), m¢ APSEDGLRLR NP_001076436.1, NP_056196.2 3608 TGAC acgtcteagecacagttctecact
RT_0068541  ZNFI82 zin finger protein 182 YGSKFSLSSFHLSHNPK NP_001171570.1, NP_001007089.1, NP_0 3732 T/ aattttactcac

RT_0208011  ACADS acyl-CoA dehydrogenase, C-2 to C-3 short chain LGGPAGAPWGPQMGSVLPPR  NP_000008.1, NP_001289483.1 8117 TGAgcecgeggeggactgceccaggac ctecaccecaac ¢
RT_017649.1  ACSLS acyl-CoA synthetase long-chain family member 5 VLKYLPAHCALLVR NP_976313.1, NP_976314.1, NP_057318.. 690 T/ teceggeceactgtye atttgttttgcctttec
RT_009441.1  ADCK2 aarF domain containing kinase 2 AGGHSQEPLLWQLGR NP_4430852  XP_011514977.1,XP. 464

RT_0130241  ADCY7 adenylate cyclase 7 GLLLDSEK NP_001105.1  XP_O11521143.1,XP_ 9511 TGAggge

RT_020165.1  ADGRES adhesion G protein-coupled receptor ES MVLDGPAAPVATAALYTK NP_510966.1, NP_001020331.1, NP_0017 6737 TGAaggcgc agctectgtggecacageage

RT_004627.1  AESamino-terminal enhancer of split LGGGTEGRQR NP_945320.1, NP_9 XP_006722727.1 4027/ cgggac aagacacageggagetegg
RT_024040.1  AGAP2 ArfGAP with GTPase domain, ankyrin repeat and PH domain 2 EGLVHGR NP_055585.1, NP_0 XP_005268683.1, XP_ 6563 TAGttgcccage cggacggace ccactcacetctecga
RT_009047.1  AKIadenylate kinase 1 QRWSRFPSSEPRPTPS NP_000467.1,  XP_O115166511,XP_ 5273 TAGcaacgctggageegetceceagetcagageecegeeceacecegtectga

RT_0022081  AKAPSL A kinase (PRKA) anchor protein 8-like PELGAGGAR NP_001278407.1, N XP_005259911.2 924 TGAcccgagetcggggceeacegageccacatege

RT_017612.1  alpha-{1,3)-fucosyltransferase 9 NFSSLAHLINILMR NP_006572.2  XP_O11533686.1,XP. 652 T/ tacttttgtgteacaatttatttt
RT_0221281  AMOT angiomotin SRAADYQQK NP_573572.1, NP_O XP_011529177.1, XP_ 3141 TA

RT_0217561  ANKLE2 ankyrin repeat and LEM domain containing 2 EGRVICLLLNCOK NP_055929.1,  XP_005266216.1,XP_ 2085 TAGgcttggcgcigggctcteggtitgtic tgattaa
RT_002681.1  ANKRD13D ankyrin repeat domain 13 family, member D AIAPGGLARPLPAR NP_997237.2,  XP_011543288.1,XP_ 10572 TGAgccatagececgggaggse tggagceccaggaa
RT_0012811  ANO10 anoctamin 10 GLCLCHTCHGGRGGTRGSIVAPEPFNP_001191762.1, N XP_011532189.1 723976 ctgtgtetgtgecacacctgec cgeggcageategteg
RT_005833.1  APLP1amyloid beta (Ad) precursor-like protein 1 AQTSPLPGAPEPQLPA NP_001019978.1, NP_005157.1 2785 TGAcccggeececttcaccecttc ccctettcetggagece cagectag

RT_021610.1  APPL2 adaptor protein, phosphotyrosine interaction, PH domain and leucine z LTCACGGR NP_060641.2, NP_0 XP_006719535.1, XP_ 20075 TAActcacttge tace tctgacatacaggcac:

RT_0238761  AQP12B aquaporin 128 ALGSSKAAARSPVAR XP_011509980.1, XP_ 9755 TGAgecetggggagetecaagec cgtagc tgtgctgctgcaccagggee

RT_007575.1  ARHGAP17 Rho GTPase activating protein 17 RTWRPPLK NP_060524.4, NP_0 XP_011544179.1, XP_ 3300 TG cttteccageectecaceacticeacee tgeaga

RT_018159.1  ARHGEFL Rho guanine nucleotide exchange factor 1 IGGLFFNIVYLR XP_005259445.1, XP_ 8679 totatatatea

RT_023604.1  ARPP21cAMP-regulated phosphoprotein 21kDa KLOMERNSK NP_001254545.1, N XP_006713008.1, 4165 TeAaaac

RT_026723.1  ASB14 ankyrin repeat and SOCS box containing 14, predicted transcript variar SSSAWEAEAGGLLHLGRSR XP_005264941.1, XP_ 2744 T/
RT_0117681  ASPH aspartate beta-hydroxylase KTAPTTTGGPA NP_001158227.1, NP_001158226.1, NP_1 5997 T/ tgecectaccac ctaac

RT_0213721  ASTN2 astrotactin 2 GRVLPSVSTETLHGR NP_054729.3, NP_937829.3 235

RT_013285.1  ATGOA autophagy related 9A DSSLIPR NP_076990.4, NP_001070666.1 11636 TAGacaaggc . ccgtetgectgecatgggacggctcctctgagtattecetggeeceac
RT_006517.1  ATP10D ATPase, class V, type 10D DFEEVSLOAR NP_065186.3,  XP_005248177.1,XP_ 2260 TAGataccctect caage

RT 0031271  ATP11C ATPase, class VI, type 11C QNPNLELPMLLSYK NP 7750652 XP 011529623.1,XP. 3127 T/

Readthrough code Gene name peptides found by M analysis peptides stop- DNA 3UTR

RT_007887.1 ATP13A1 ATPase type 13A1 CCLPEMAVLVPTAHPGCR XP_011526443 666 TG/

RT_027025.1 ATPEVOB ATPase, H transporting, lysosomal 21kDa, VO subunit b LGVQGPPCTPLLR NP_004038.1, NP_001034546.1 2970

RT_025167.1 BCORL1 BCL6 corepressor-like 1 LQNEAIIR NP_068765.3 XP_005262510 6940 TG/

RT_020389.1 C100rf105 chromosome 10 open reading frame 105 WGVHKHAPTSP NP_001161862.1, NP_OXP_011538112 9533 TAAtggggtgtccacaaacatgececeacatceccctag

RT_023564.1 CIGALTI core 1 synthase, N 3b 1KKIMNEQR NP_064541.1 XP_005249869 1008 TGAaagaaatcatgaatgaacaaaggtaa

RT_024012.1 Clorf186 chromosome 1 open reading frame 186 IPNIFNGVQFSMDSYI NP_001007545.1,  XP_005272795 10908 TG

RT_021492.1 C15 complement component 1, s subcomponent YIPPASPR NP_958850.1, NP_0017XP_005253817 4939 T

RT_007816.1 €220rf15 chromosome 22 open reading frame 15 GDGLHTVVR NP_872326.2, XP_005261415 8506 TAAggggatggattgeacactgtagtgagacatccatctgac

RT_019768.1 C220rf23 chromosome 22 open reading frame 23 LTAPSAEK; QSPSIPTRTCV NP_001193991.1, NP_1XP_005261841 1593 T)

RT_013060.1 C50rf60 chromosome 5 open reading frame 60 VTGITGLCHR XP_011532836 7069 T

RT_024351.1 CCACNA1A calcium channel, voltage-dependent, P/Q type, alpha 1A subunit (isoform 2 and 4) THPTRGAAQRPR NP_001120694.1, NP_075461.2 2949 T)

RT_018787.1 CAPN1 calpain 1, (mu/l)large subunit QPRPPVPSPPSHHR NP_001185797.1, NP_OXP_006718761 1683 T

RT_005409.1 CASK calcium/calmodulin-dependent serine protein kinase (MAGUK family) ASLLSALCQQVMVPR NP_001119527.1, NP_0XP_006724629 1200 T/

RT_010840.1 CCDCS8 coiled-coil domain containing 58 REILFFFFFFFFLRTGSSHK NP_001017928.1,  XP_005247165 3768 T)

RT_004671.1 CCL3 chemokine (C-C motif) ligand 3 GVQKLR NP_002974.1, NP_001001437.2 287 TG

RT_012415.1 CONH cyclin H PFEVDFSMLTNQEK NP_001230.1, NP_001186118.1 7561 T

RT_004395.1 CD72 molecule NWTVPGK XP_006716957 1058

RT_016795.1 €82 molecule TLLPILTESRGLSGA NP_002222.1, NP_0010XP_006718285 4030 TG

RT_006924.1 CDH23 cadherin-related 23 FILEGGK NP_001165402.1, XP_011538356 7762

RT_019066.1 CDK2AP2 cyclin-dependent kinase 2 associated protein 2 LDLSGHCRAPASPWPSSR NP_005842.1, NP_001258778.1 48197

RT_008545.1 CEACAMA4 carcinoembryonic antigen-related cell adhesion molecule 4 KEGALWLFWTHLG XP_011524648 3977 T) ctgggataa

RT_022767.1 CEPSTL centrosomal protein 57kDa-like 1 QNSKTVTLMNFVSETLNCLKWF  NP_001077004.1, NP_OXP_005266992 8129 T

RT_002593.1 CFAPS4 cilia and flagella associated 54 ISYTRDDKTEK XP_011537378 1470 TGAatatcctatacacgggatgataaaactgagaaataa

RT_023936.1 CFHR3 complement factor H-related 3 GSIVILNVCPTSTFPLLTLMVSK  NP_066303.2, NP_001160096.1 9546 T

RT_003463.1 CHRNAT cholinergic receptor, nicotinic, alpha 1 AENELSLALPWNLPEQRRAGEEDLSNP_000070.1, NP_001034612.1 15187 tgecc

RT_021669.1 CLEC12A C-type lectin domain family 12, member A SVGGGGSRL NP_001193939.1, NP_6XP_011518872 2968 TG

RT_010570.1 €OG3 component of oligomeric golgi complex 3 SLAVCRTPR NP_113619.2, XP_011533568 3531 TAAgcaggce aggacacc

RT_016946.1 COLIAI collagen, type |, alpha 1 TPSIPTWLPPTQPTFPPTR NP_000079.2 XP_011522643 3390/

RT_004138.1 COL4A4 collagen, type IV, alpha 4 RMRNSPTR NP_000083.3, XP_005246338 886

RT 014034.1 CORO2A coronin, actin binding protein, 2A AETSALLTLR NP 4381711, NP 0033XP 011517288 20475
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Readthrough code
RT_024782.1
RT_011692.1
RT_021761.1
RT_013213.1
RT_019282.1
RT_011989.1
RT_016292.1
RT_018283.1
RT_013666.1
RT_013306.1
RT_022377.1
RT_007395.1
RT_023489.1
RT_013182.1
RT_017352.1
RT_009530.1
RT_024102.1
RT_014648.1
RT_024715.1
RT_006993.1
RT_023670.1
RT_001248.1
RT_026532.1
RT_003934.1
RT_002612.1
RT_018437.1
RT_011736.1
RT_012764.1
RT_025932.1
RT 026099.1

Readthrough code
RT_024737.1
RT_011219.1
RT_007474.1
RT_020024.1
RT_019443.1
RT_026450.1
RT_014494.1
RT_003442.1
RT_007096.1
RT_024798.1
RT_023626.1
RT_000656.1
RT_006083.1
RT_002849.1
RT_012910.1
RT_012805.1
RT_006180.1
RT_023343.1
RT_007294.1
RT_010197.1
RT_012273.1
RT_004577.1
RT_016397.1
RT_011586.1
RT_023045.1
RT_008965.1
RT_025506.1
RT_020939.1
RT_010302.1
RT 009378.1

Readthrough code
RT_000486.1
RT_003017.1
RT_021510.1
RT_003800.1
RT_010079.1
RT_005240.1
RT_017114.1
RT_023299.1
RT_001154.1
RT_013953.1
RT_000939.1
RT_024143.1
RT_007580.1
RT_026848.1
RT_006265.1
RT_023252.1
RT_013519.1
RT_011694.1
RT_022686.1
RT_022228.1
RT_027052.1
RT_014431.1
RT_022201.1
RT_017809.1
RT_013659.1
RT_001122.1
RT_019879.1
RT_021866.1
RT_021358.1
RT 010471.1

Gene name
CPS1. carbamoyl-phosphate synthase 1, mitochondrial
CREB3L4 cAMP responsive element binding protein 3-like 4
CUXL cut-like homeobox 1

CYBS61 cytochrome bS61

CYBSD2 cytochrome bS domain containing 2

CYGB cytoglobin

DAAM? dishevelled associated activator of morphogenesis 2
DACH1 dachshund family transcription factor 1

DENND2A DENN/MADD domain containing 2A

DGKD diacylglycerol kinase, delta 130kDa

DHODH dihydroorotate dehydrogenase (quinone)
DOCKL1 dedicator of cytokinesis 11

DOCKA dedicator of cytokinesis 4

DOCKS dedicator of cytokinesis 8

DOHH deoxyhypusine hydroxylase/monooxygenase
DPPA4 developmental pluripotency associated 4

DRAM1 DNA-damage regulated autophagy modulator 1
DUSP18 dual specificity phosphatase 18

DUSP22 dual specificity phosphatase 22

EDN3 endothelin 3

EFCABG EF-hand calcium binding domain 6

EPHAL EPH receptor AL

ERCC4 excision repair cross-complementation group 4
ESRP1 epithelial splicing regulatory protein 1

EVPL envoplakin

FAM192A family with sequence similarity 192, member A
FAM2138 family with sequence similarity 213, member B
FANCE Fanconi anemia complementation group €

FBL fibrillarin

FBXO10 F-box protein 10

Gene name

FBX021 F-box protein 21

FGFRLI fibroblast growth factor receptor-like 1
FMNL2 formin-like 2

FRK fyn-related Src family tyrosine kinase
FRMD4B FERM domain containing 4B

GDF9 growth differentiation factor 9

GGTS gamma-glutamyltransferase 5

GLB1L2 galactosidase beta 1-like 2

GLYATL3 glycine-N-acyltransferase-like 3
GPR17 G protein-coupled receptor 17

GRID2 glutamate receptor, ionotropic, delta 2
GRIK3 glutamate receptor, ionotropic, kainate 3
GRK6 G protein-coupled receptor kinase 6
H2AFV H2A histone family, member

HAGH hydroxyacylglutathione hydrolase
HAUS2 HAUS augmin like complex subunit 2
HEATR HEAT repeat containing 9

HOXB8 homeobox B8

HPN hepsin

HSPA12B heat shock 70kD protein 128

IDS iduronate 2-sulfatase

IFFO1 intermediate filament family orphan 1
IGHMBP2 immunoglobulin mu binding protein 2
IKZF1 IKAROS family zinc finger 1 (Ikaros)
IL17RE interleukin 17 receptor £

IL33 interleukin 33

ILSRA interleukin 5 receptor, alpha

IMID8 jumonji domain containing 8

JUND jun D proto-oncogene

KCNG2 potassium channel, voltage gated modifier subfamily G, member 2

Gene name
KCNU1 potassium channel, subfamily U, member 1

KIAAOS13

KIAAT191

KIAAL683

KMT2D lysine (K)-specific methyltransferase 20

LAMTOR? late endosomal/lysosomal adaptor, MAPK and MTOR activator 2
LIPG lipase, endothelial

LMTK2 lemur tyrosine kinase 2

L0C102723730 adhesive plaque matrix protein-like

LOC105373926 putative HERV-K_Xq28 provirus ancestral Pol protein
LOC643355 uncharacterized LOC643355

LRIT?2 leucine-rich repeat, immunoglobulin-like and transmembrane domains 2
LRRC4B leucine rich repeat containing 48

LRRFIPYL leucine rich repeat (in FLII) interacting protein 1

MAOB monoamine oxidase B

MAP3K6 mitogen-activated protein kinase kinase kinase 6

MAP7D1 MAP7 domain containing 1

MAPK9 mitogen-activated protein kinase 9

MARK2 MAP/microtubule affinity-regulating kinase 2

MCAT malonyl-CoA-acyl carrier protein transacylase

MED1 mediator complex subunit 1

MED12L mediator complex subunit 12-like

MEI1 meiotic double-stranded break formation protein 1

MGATS mannosyl (alpha-1,6-) beta-1,6-N-acetyl
MID1IPL MIDI interacting protein 1

MIS12 MIS12 kinetochore complex component

MITF microphthalmia-associated transcription factor
MPV17L MPV17 mitochondrial membrane protein-fike

MSL3 male-specific lethal 3 homolog (Drosophila)

MTR methionine synthase

peptides found by MS analysis peptides stop- DNA 3'UTR
HPSPIIK NP_001116105.1, NP_OXP_011508945 5966 TAGagatgcagacaceceageeceattattaaatcaacctga

AGTDLPGPLPDHK NP_570968.1, NP_0012XP_006711235  671T

GAAALGRAAR NP_001189472.1, NP_8XP_011514127 2074

RLQDCRLR NP_001906.3, NP_0010XP_005257148 12262 T

AVASSVNNTQRALPST NP_001241685.1, NP_6XP_011521951 4632 T/
APVNQKHMAQVPQHAARPALPTLP XP_011522574 12296 TG/
PGELATQEAGRQGLVR NP_001188356.1, NP_0XP_006715109 12479 TG/
VLLRELPEFCVLMFFK NP_004383.4, NP_5429XP_011533241 5689

LGSSLDEDLGAAWEDSPRKGAR  NP_056504.3 XP_005250034 6495 T/
RLASWALLAWPR NP_690618.2, NP_0036XP_011510338 2001 T/
LSSVPWSDHK NP_001352.2, XP_005255884 13137 TG/
GNADVRDNETDLSQELELCK  NP_653259.3 XP_005262425 4740

TRSVGTLITYSAPSMNGIK NP_055520.3, XP_011515018 786 T
EKPSSFVETVALQPWR NP_982272.2, NP_0011XP_011516349 2611 T/

SSPAELWR NP_001138637.1, NP_1XP_011526642 1607 T

ATSMVINGRK NP_060659.3 XP_011511256 23756 T/
NSVSLSECR NP_060840.2, XP_005260062 626
AIPRAPALESEVQIYC NP_689724.3, NP_0012XP_006724211 4973 TGy
LGRGAVVVADEDR NP_001273484.1 XP_011513059 3721 T)
FPPLYRQEVNLPGAEHPPK NP_996917.1, NP_9969XP_011526957 ~ 11113 T
TPLLCAQRDDSHR NP_942153.1, NP_0736XP_005261762 10512 T/
TLLCTPENLFVLK. NP_005223.4 XP_006715943 5193 TG/
TVMAVFLSHACTFQRLLAR NP_005227.1, XP_011520726 10931 T
MYGDLETSR NP_001116297.1, NP_001116299.1 8815
TPLASEQPHPR NP_001979.2 XP_011522818 9163 TGy
AAYR NP_079222.1, XP_005256220 8802 T/
AEMGLIPPGGVGGPWRLSGDGPAINP_001182667.1,  XP_011538968 21033
GPPSWCSITSFLK NP_068741.1, XP_005248944 4680 T
SSALSGLR NP_001427.2, XP_005258708 120 TG/
GHRPASGPSLDGCSEELRWK NP 036298.2, XP 011516147 4883 TG/

peptides found by MS analysis peptides stop- DNA 3'UTR

LHGALGTCCTRK NP_055817.1, NP_296373.1 2900 TAA ca
GPMARRNGQHPR NP_001004356.1, NP_OXP_011511789 7158

TCVLLMVPK XP_011508835 2309

TLEKNIK NP_002022.1 XP_011533957 386 TGAacactggagasgaatatcaaataa

SHTSVPCKLYLSSERMFVLET  NP_055938.1, XP_006713126 6767

QMVLLKP NP_001275753.1, NP_0XP_011541612 7924 TAAcaaatggtcctttaaaacctiga

TVARTRPR NP_0012893931,  XP_011528438 6149 T

SISLSSNLR NP_612351.2, XP_006719000 5181 T6Ageggtggcacceccecte o
PSKKLQWFYYFP NP_001010904.1,  XP_011512901 11307 TAGeceagtaaaaaactgeagtggtittattactiteectga

AGGAVOAER NP_001154887.1, NP_001154888.1, NF 1128

SLHCFFFR NP_001501.2, NP_0012XP_011530195 5438 TG tgtttc
AQLGWGPOAWGLGRGK NP_000822.2, XP_011539597 865 T/

APFTVLHSDLPHCPLK NP_002073.2, XP_006714922 3763 T/

RDALTNPLPPR NP_958344.1, NP_958925.1, NP_0365¢ 14036 T/

GRPAPSADLGIR NP_005317.2, NP_001035517.1 2154 TGAggecgeectgcaccttcageggatitggggattaggcttitag

SSTLFLLNYY NP_060567.1, NP_0011XP_006720663 7221 TAGcatcaactttattttgcttaatiatgtgtag

QsiLIFR NP_689994.2 XP_005278292 5817 TAA

ASAGTARAAAAR NP_076921.1 XP_00S257343 1334

STGPRTPSLQGPLFHSGGPTQPRDFNP_892028.1, NP_0021XP_006723244 1019 TG/

VGAGETIVLQSAPFHALQPR NP_443202.3, NP_0011XP_005260713 3550 TG/

VLPTMDGK NP_001160022.1, NP_000193.1 3218 TG/

GRGWGCTEGNISCSSAPGR NP_542768.2, NP_0010XP_006719040 3036 TAGagacctgccteecccttgeaccegagge

WQTMLRLHQGHRGAEGPMGEERNP_002171.2, XP_005274031 4725 TG/

KSTRTAAFSLPPAA NP_001278768.1, NP_0XP_011513380 10190 TAA:

IPCLTGRKSQPSPR NP_705616.2, NP_7056XP_006713039 1412 TG/ ac tgeggeege te
RELGLPDPLK NP_254274.1, NP_0011XP_005251684 770 not found

LTSSCIYFWLCPFGCLSCQL NP_783853.1, NP_0005XP_011531979 4995 TG,

(GGQEHKLCIGAGGFCPGLPWTR  NP_001005920.2, XP_005255354 7736 T/

ARPPGIPPPRGCPGLDK NP_005345.3, NP_001273897.1 752 TGAgtccgegege accctee ggcectgg)
RPHGDPLPPPAAASGPPR XP 011524222 16826 TG/

peptides found by MS analysis peptides stop- DNA 3'UTR
KILPTFTLLNSLVDWK XP_011542729 14563 TG/
RTEAMCHSPGPSARPSPHPMTCM NP_001273495.1, NP_OXP_005256322 10909 T

SPLSRDSGK NP_001274264.1, NP_0 XP_005266003 8368 T/
DPGSLQWGLRGR NP_079525.1, NP_0011XP_005260141 3408 T
RGSSQSQDPGLGLPAD NP_0034733, XP_005269219 6602 T/
NDHLEGR NP_054736.1, NP_001138736.1 2906 T/
TSCYPSPWRKVTAEDPPNGR NP_006024.1, XP_005258447 5528 TG,
VAANAHARVRGCSPGAAPLRPQPENP_055731.2 XP_011514283 13730 T
SPWPTGLR XP_011508749 17842 T)
GIHFSYILDLHSKGFN XP_011510594 8461
KMPRPK NP_001257874.1 XP_005271174 8225

NP_001017924.1, NP_001271152.1 801 TG

TTQAMGWK
(GGGAGRARGVEPPTQVPAR NP_001073926.1, XP_006723569 1548 T

TVASLALR NP_001131022.1, NP_0XP_011510462 10123 T
RERVSVITLSSYCIWDMSLGK  NP_000889.3, XP_011542216 6600 T

ELNEGIGQTGPR NP_001284538.1, NP_004663.3 5739

EGLPWIR NP_060537.3, NP_0012XP_006710822 2843 TAAgagggtitgcctiggatccgggeacagtigtga
VATPLLLSLHR NP_620707.1, NP_620708.1 3409 T

QAARSGGGGGGPAGR NP_001034558.2, NP_OXP_011543091 659 T

LQGAQMR NP_7757383 XP_011528458 10785 TGActgcaggggecteanatgcgatga

EPYFLKETGPEEK NP_004765.2 XP_005257522 10723 T

RHDVLCLH NP_4437283 XP_006713550 5306 TGAatctgcaagaggagaagacatgacgtittatgtitgeactga
SSGLEGPEVER NP_689726.3, XP_011528247 9595 TGAtcctcaggacttgaaggeceagaagtggagagagaatga
SHAGTLARA NP_002401.1 XP_005263726 2131

KMVAGDGR NP_067065.1, NP_001092260.1, NP_OC 1487 TG

LLSSQKEEPVK NP_001245146.1, NP_0XP_005256855 2641 TAAttgctcagtagtcasaaggaggagccigtcanaaagtag
RILPALHSHK NP_937802.1, NP_0011XP_011532027 3922 T

EVKDSLK NP001121895.1  XP_011520747 10879 TGAgaagtcaaggactctttaaagggaccacatttittacctaa

NVVGSVR; ATALSSLALWVPGE  NP_523353.2, NP_0012 XP_005274497 1444 T/
FAVLGTMVMK NP 0002452, NP 0012XP 005273198 10332 ot found

107



Readthrough code
RT_020347.1
RT_025500.1
RT_006029.1
RT_009713.1
RT_014759.1
RT_015970.1
RT_006054.1
RT_001896.1
RT_019335.1
RT_016847.1
RT_008486.1
RT_015312.1
RT_016124.1
RT_009589.1
RT_003245.1
RT_016280.1
RT_014428.1
RT_010142.1
RT_015055.1
RT_005430.1
RT_017560.1
RT_014634.1
RT_026547.1
RT_014747.1
RT_013650.1
RT_010003.1
RT_023912.1
RT_006100.1
RT_023238.1
RT_009701.1

Readthrough code
RT_008256.1
RT_023570.1
RT_009079.1
RT_020178.1
RT_020123.1
RT_023177.1
RT_027064.1
RT_009826.1
RT_023418.1
RT_016814.1
RT_0023001
RT_014669.1
RT_013497.1
RT_024372.1
RT_016562.1
RT_020305.1
RT_020623.1
RT_015540.1
RT_016579.1
RT_016183.1
RT_014053.1
RT_014228.1
RT_014154.1
RT_002043.1
RT_016126.1
RT_024884.1
RT_024986.1
RT_022798.1
RT_023546.1
RT_006972.1

Readthrough code
RT_014701.1
RT_006725.1
RT_008135.1
RT_017390.1
RT_013448.1
RT_018371.1
RT_018499.1
RT_018427.1
RT_021657.1
RT_009922.1
RT_005096.1
RT_002817.1
RT_006931.1
RT_019025.1
RT_004780.1
RT_026612.1
RT_009155.1
RT_010002.1
RT_002713.1
RT_026555.1
RT_026388.1
RT_019228.1
RT_007777.1
RT_026131.1
RT_013769.1
RT_001050.1
RT_012578.1
RT_017166.1
RT_019558.1
RT 0223871

Gene name

MTSS1 metastasis suppressor 1

MYQ9B myosin IXB

NCAM2 neural cell adhesion molecule 2

NCAPH2 non-SMC condensin Il complex, subunit H2
NCKAPSL NCK-associated protein 5-like

NCOR2 nuclear receptor corepressor 2

NEB nebulin

NEFM neurofilament, medium polypeptide

NFASC neurofascin

NFIC nuclear factor I/C (CCAAT-binding transcription factor)
NLRCS NLR family, CARD domain containing 5

NPL N pyruvate lyase

NPLOCA NPL4 homolog, ubiguitin recognition factor
NUDT18 nudix (nucleoside diphosphate linked moiety X)-type motif 18
NXN nucleoredoxin

OLFML1 olfactomedin-like 1

OLFML2A olfactomedin-like 2A

OPA1 optic atrophy 1 (autosomal dominant)

PAQR? progestin and adipoQ receptor family member Vil
PARP10 poly(ADP-ribose) polymerase family member 10
PAX2 paired box 2

PCBP2 poly(rC) binding protein 2

PEBP4 phosphatidylethanolamine-binding protein 4

PHF14 PHD finger protein 14

PIAS2 protein inhibitor of activated STAT, 2

PICK1 protein interacting with PRKCA 1

PLAC1 placenta specific 1

PLCB4 phospholipase C, beta 4

PLCZ1 phospholipase C, zeta 1

PLDS phospholipase D family, member 5

synthase)

Gene name

PMPCA peptidase (mitochondrial processing) alpha
PNPLAT patatin-like phospholipase domain containing 7
POU2F3 POU class 2 homeobox 3

PPPIR12B  protein phosphatase 1, regulatory subunit 128
PPT2 palmitoyl-protein thioesterase 2

PRRC2C proline-rich coiled-coil 2C

PTP4A3 protein tyrosine phosphatase type IVA, member 3
PTPN4 protein tyrosine phosphatase, non-receptor type 4
PTPRT protein tyrosine phosphatase, receptor type, T
PVRL2 poliovirus receptor-related 2 (herpesvirus entry mediator B)
RASAL2 RAS protein activator like 2

RASSF7 Ras association (RalGDS/AF-6) domain family (N-terminal) member 7
RBM14 RNA binding motif protein 14

RFPL3 ret finger protein-like 3

RGMA repulsive guidance molecule family member a
RGN regucalcin

RGS4 regulator of G-protein signaling 4

RILPL1 Rab interacting lysosomal protein-like 1

RNF183 ring finger protein 183

RNF212 ring finger protein 212

RNF43 ring finger protein 43

ROBO4 roundabout guidance receptor 4

RPL13 ribosomal protein L13

RRAS2 related RAS viral (r-ras) oncogene homolog 2
SAPCD2 suppressor APC domain containing 2

SECISBP2L SECIS binding protein 2-like

SELLL2 sel-1 suppressor of lin-12-like 2 (C. elegans)
SERINC4 serine incorporator 4

SETBP1 SET binding protein 1

SF1 splicing factor 1

Gene name
SGOL2 shugoshin-like 2 (S. pombe)

5GSM1 small G protein signaling modulator 1
SH3RF2 SH3 domain containing ring finger 2

SLC38A8 solute carrier family 38, member 8

SLC9A3R2 solute carrier family 9, subfamily A (NHE3, cation proton antiporter 3), member 3 rTLGLSLPR
SLC9AB solute carrier family 9, subfamily A (NHES, cation proton antiporter 8), member 8

SMOC2 SPARC related modular calcium binding 2

SNX29 sorting nexin 29

SPACA7 sperm acrosome associated 7

SPAG11B sperm associated antigen 118

SPAM1 sperm adhesion molecule 1 (PH-20 hyaluronidase, zona pellucida binding)
SPATA21 spermatogenesis associated 21

SPDYE3 speedy/RINGO cell cycle regulator family member E3
SPOCK3 sparc/osteonectin, cwev and kazal-like domains proteoglycan (testican) 3
SPTB spectrin, beta, erythrocytic

STIL SCL/TALL interrupting locus

SUPT7L SPT7-like STAGA complex gamma subunit

SWI5 SWIS homologous recombination repair protein

SYCE2 synaptonemal complex central element protein 2
SYT15 synaptotagmin XV

T brachyury transcription factor

TCTE3 t-complex-associated-testis-expressed 3

TET3 tet methylcytosine dioxygenase 3

TEX26 testis expressed 26

THUMPD2 THUMP domain containing 2

TMEM1068 transmembrane protein 1068

TMEM1SS transmembrane protein 155

TMEM18SA transmembrane protein 185A

TMEMS4 transmembrane protein 54

TMEM92 transmembrane protein 92

peptides found by MS analysis

peptides stop- DNA 3'UTR

VHKKCAGGE NP_055566.3, NP_0012XP_006716764 4627 TAGgttcacaagaaatgegecggtggggaatga

LKSDVRWAPAPSAESR NP_004136.2 XP_011526331 1548 TG

QQYYRGLNNTTK NP_004531.2, XP_011527881 14703 T

LNAARLMMGPR NP_001171940.1, NP_689512.2 1370 accgagsc gtatgtetgctectggctageecggectaat
LSSCPAPGDGDPSLK NP_000328952  XP_06719588 3669 T tetcticatgeccageeccegg
HPCLSKALTK NP_001070729.2, NP_001193583.1, NF 13497 TGy

AFQSITLVCR NP_004534.2, NP_0011XP_011509529 727

VLPWGLATLYFTLCNMR NP_005373.2, NP_001099011.1 19012

o NP_001005389.2, NP_OXP_005245054 284 TGACCagECecaceecetececageageeagagaagagtgcceegggcagt

LPKLFISSPPAAR NP_995315.1, NP_001231931.1, NP_OC 2713

WPPQDLWNPAK NP_1155824, XP_006721360 274 TGAtggcecctcaagaccttggaatccageeaagtga

EDCLSRRTLNY NP_001186985.1, NP_001186980.1 6156 TGAgaagactgtetcteccgeaggacccigaatiatiga

GACPLLARTGPSPALPEAR NP_060391.2, XP_011523283 846 TAGggegectgeccte

APSSADLSPSEGGKR NP_0790913 XP_011542952 600

GCMAFAKSLAFGEGSARVSWAE  NP_071908.2, NP_0011XP_005256813  391T)

CITAVR NP_340876.2, XP_005252935 2996 TAAL

VETCAPRRGAAVR NP_872293.2, NP_0012XP_006717052 974 T

IVLIISSAYI NP_570850.2, NP_570847.2, NP_5708¢ 1229 ettt
WEQGLVK NP_848509.1 XP_011539163 3864

APEGGVGDGGQORPR NP_1161782, XP_O11515638 3568 T

VGADGWSRGR NP_001291498.1, NP_003978.2, NP_O( 7788 T

NNADSSIIPFCCSPPPMIHLCSF  NP_005007.2, NP_001122383.1, NP_O 4813 TAGaacaatgcagattcatecataatcctitetgctettcaccaccacecatgatce g2

IAGFAIR NP_659399.2 XP_011542715 6085 T cectetggata
FAAYVIADKISNCKMLNCK XP_011513921 10015 TAA:

NMTALLLLVPYCQVR NP_775298.1 XP_006722636 3105 T

GLGGGRSPSPAPCGRSHCPR  NP_036539.1, NP_0010XP_011528819 2783 TGAgtgececc

SSGLGSPEDAISR NP_068568.1 XP_011529563 1924 TGAtccteaggtigggstets

THSQTSEHKLHG NP_0009243, XP_005260781 5813 TG/

QLMINDISLAMHRNK NP_149114.2, XP_005253576 1169 T

GLEERKNTLICLFF NP_689879.2, NP_0OL1XP_011542417 2529 TAA

peptides found by MS analysis

RSEFPETAK XP_005266116
SPDAASSVGLSPR NP_689499.4, NP_0010XP_006717167
ISTINEPR NP_001231611.1, NP_0XP_011541041
LASSISPP XP_011507877
GYIQGSPGTPR NP_619731.2, NP_005146.4, NP_0011¢
SDNAGSQRGK NP_055987.2 XP_005245072
HLRALVSEERGAPR NP_116000.1, NP_0090XP_005250820
KNEELK NP_002821.1, XP_011509862
LNGMGNLPESR NP_008981.4, NP_5734XP_011526817

HWSGTLPPTFLGLGGRWNSTLDFS NP_002847.1, XP_011525494

ALSVEGDR NP_733793.2, NP_0048 XP_011508469
SQLGTCQAPK NP_003466.1 XP_005253205
APIMITCGRLR NP_001185765.1, NP_001185766.1
AATAKKNR NP_006595.1, NP_001092005.1
SPGVSTMAPQNAR NP_064596.2, NP_001159759.1, NP_0(
GQVFFPAR NP_690608.1, NP_0012XP_006724630
FSPEGRGMKCQDSMLWK NP_001095915.1, NP_005604.1, NP_0C
LSDLRMDIEKLTPNSK NP_847884.2, XP_006719435
EAVLTTELHSK NP_659488.2 XP_011516522
SFEVISK XP_011511748
SQNFGRPR XP_011523258
TVSLRLPR NP_001288017.1, NP_0XP_006718924
SPPGDLESVGSHAGSPR NP_000968.2, NP_001230060.1, NP_0(
QMITMLALDEEAG NP_001170785.1, NP_036382.2, NP_0C
SLWAAWAPR NP_848543.2 XP_011517482
LSISSCGR NP_055516.2, NP_001180418.1
TLLPICHLGDLVPRYE XP_011527679
DTQGVISVWAEVNTMNWKK NP_001244960.1, NP_001244961.1
LHLGPRELTR NP_056374.2 XP_005258300
RGEQMVLGK NP_973724.1, NP_9737XP_011543546

peptides found by MS analysis

ESKQKYSIKKMKCLMK NP_689737.4, XP_011509037
ERGPGVCSQAWSSVRK NP_001035037.1, NP_597711.1, NP_0C
DTNSLASK XP_005268437
WAASAGQEGALR NP_001073911.1 XP_011521174

NP_001123484.1, NP_OXP_005255760

GLAEMRASSSPFKT NP_001247420.1, NP_0XP_011527038
AHTPKAVPR NP_071421.1, NP_001159884.1

RHPHGPGCTGELASRGVITHR XP_011521045
SLLEPPPTSLRNR NP_660291.2, XP_011535775
AGMLKYPK NP_478108.2, NP_4781XP_005272448
LAEMNNMSILK NP_001167515.1, NP_6XP_011514826
QELLLGFAFVAW NP_940948.1, XP_011539721
HLYSQLLK XP_011514536
LMTVEINK NP_001238896.1, NP_0 XP_011530320

QUGLAGAAESGRAETGQPRPWPPINP_001020029.1 XP_005268080

PFNSLPF NP_003026.2, NP_0010 XP_011540299
EMFCPDLLDPTEK NP_001269661.1, NP_0 XP_005264729
AGSSPLVHSSQGQK NP_001035100.1 XP_005252039
CAGHCFRSTDQQR XP_011526185
PFAQHRGSALGADHPR NP_1141182, XP_011538548
AQUPKDAVTFCRGSQW NP_001257413.1, NP_0XP_011534382
MVWLRLR XP_006715617
AVSVVLLPSYLGAGWGCR NP_001274420.1,  XP_011530985
IVaMKK NP_689538.1, XP_011533225
TVIQMNLELK »_006712169
KLEEMDLK NP_060844.2, NP_0011XP_005249846
RMTSHSHLQNLK XP_011529904
WTGTHSLR NP_001167563.1, NP_115897.1

TLQATLLCDQARIPGAGLR NP_277039.1 XP_005270465
VTSCLESCHQQPPPQCLLDQAR NP 001161687.1 NP 6XP 006721793
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2176 TAAagagcactc

peptides stop- DNA 3'UTR

2907 TAGaggecte
4268 T

gtettcg caaggctgaggctectgecaagtectag

97 TGActtgctagtageatcteaccectiga

11122

19643 TAA:

8250 TAGctcaggaccttggetgggectggtegteatgtaggteaggacctiggetggacctggaggeectgeccagecectget

10201 T/

actgtgccataatgctgctegeage

10957 T4

11516 TG

7997 T

869 TG

atcctgeceggac tectetgee

4196 TAGccgagctetctgattaccge

ttcgttccgeegetegeegacaaagtce cgtegeetgect

7405 TAAgccgeeactgc:

ttggtaaaage

248 T

133797

2129 TAAS

15904 TGAcc

367 TG/

aaacctttteggttgctec B8agCC e

15579

gegacttccatgectectgegggacctgcteaccttg

14116 TAAt

6043 T

3890 TAA:

6220 TAGaatcc

1984 TAGtcettgtgggeegegteggceeccagggeeageetggeactcagee

cccategeacceace

5603 TAActc

tetctatctecage cattaccttttatgc

593 T/

5671 T)

8012 T

143

agactcegtee

peptides stop- DNA 3'UTR

5791

13815 je ne trouve pas le peptide
918

1085

5222

12481 T/

6366

13958

33T

3094 T/

4868 T

2077 je ne trouve pas le peptide

11484 T/

11171 TAAccttttaactcectgeccttttaa

6091 T/

5056

5976

12022

4595

20255 T/

13737 1/

1363 TGAaaagggaaaatagtacaaatgaagaaaatctga

7176 not found
1964 T

121 not found
1538 T/

13000

5318




Readthrough code Gene name

RT_004139.1
RT_024642.1
RT_019102.1
RT_005492.1
RT_015033.1
RT_019778.1
RT_002189.1
RT_024775.1
RT_000591.1
RT_020019.1
RT_006402.1
RT_014420.1
RT_013052.1
RT_008971.1
RT_021416.1
RT_021425.1
RT_003336.1
RT_022743.1
RT_023684.1
RT_007176.1
RT_009758.1
RT_022085.1
RT_000368.1
RT_023844.1
RT_012400.1
RT_001270.1
RT_022463.1
RT_0177701
RT_013079.1
RT_019157.1
RT_004152.1
RT_022489.1
RT_023327.1
RT_027047.1
RT_014705.1
RT_010661.1
RT_002045.1
RT_023991.1
RT_010258.1
RT 0053601

TNFRSF2S tumor necrosis factor receptor superfamily, member 25
TNFSF14 tumor necrosis factor (igand) superfamily, member 14
TNK? tyrosine kinase, non-receptor, 2

TOX4 TOX high mobility group box family member 4

TPCNI two pore segment channel 1

TPCN2 two pore segment channel 2

TPM1 tropomyosin 1 (alpha)

TPM3 tropomyosin 3

TPRAL transmembrane protein, adipocyte asscociated 1 (lipid metabolism and ageing)
TRIMGS tripartite motif containing 68

TRIM7 tripartite motif containing 7

TSPEAR thrombospondin-type laminin G domain and EAR repeats
TSPO translocator protein (18kDa)

TSTAB tissue specific transplantation antigen P358

TTC13 tetratricopeptide repeat domain 13

TTC398 tetratricopeptide repeat domain 398

TTC7A tetratricopeptide repeat domain 7A

TUBGCP? tubulin, gamma complex associated protein 2

TUFT1 tuftelin 1

UBA2 ubiduitin-like modifier activating enzyme 2

UBLS ubiquitin-like 5

uncharacterized LOC105371419

UNG uracil DNA glycosylase

UVSSA UV-stimulated scaffold protein A

VASP vasodilator-stimulated phosphoprotein

VDAC3 voltage-dependent anion channel 3

VMOT vitelline membrane outer layer 1 homolog (chicken)
VPREBI pre-B lymphocyte 1

'WDFY3 WD repeat and FYVE domain containing 3

WDR19 WD repeat domain 19

WNT7A wingless-type MMTV integration site family, member 7
ZCCHCS zinc finger, CCHC domain containing 5

ZNF140 zinc finger protein 140

ZNF282 zinc finger protein 282

ZNF283 zinc finger protein 283

ZNF34 zinc finger protein 34

ZNF410 zinc finger protein 410 (glycosylation candidate)
ZNF5128 zinc finger protein 5128

ZNFS80 zinc finger protein 580

ZNFS84 zinc finger protein 584

peptides found by MS analysis
RSGGPCRSPK NP_683871.1, NP_683868.1, NP_6838¢€
GALDMGLTRGELR NP_742011.2, NP_0037 XP_005259727
DASGEPEGLPEGIT NP_005772.3, NP_001C XP_005269327
SYLLGKCPR NP_055643.1, NP_001290452.1

APEGPSQGDPSPGSSR NP_001137291.1, NP_0XP_011536795
LAYTGAR NP_620714.2, XP_005273881
PWFSLLASCLRARHTLCFLLYR XP_005254696
LSPFLLCSGSAPFTPR NP_689476.2, XP_006711580
EEASRPRVPRGGGPGQGTFCGQ  NP_001136118.1 XP_011510722
GLELGLAPMGLGGPSH NP_001291425.1, NP_060543.5

VTVANRAGEQGLWTPEGVPFLRSHNP_876038.1, NP_576039.1, NP_9760¢

GRGCPAATGVAR NP_659428.2, NP_001258966.1

VPGPPGTAAAPAGAITLVMWWPSINP_000705.2, NP_001243460.1, NP_0C
TGSGASGPSAGR NP_003304.1, XP_011515571
LFFKTWNYK NP_001116307.2, NP_0XP_006711877
WKNDLVNK NP_001161813.1, NP_0XP_011516034
QQGTWVR; REGGAGQR NP_001275882.1, NP_OXP_011531300
KGVGSAGTGANGSR NP_001243547.1, NP_006650.1, NP_0C

AISIFLQ NP_064512.1, NP_0011XP_011508263
TEMPLNRTLLLFSLSGQNQIVMSFY NP_005490.1, XP_005258461
RILIFLPR NP_001041706.1, NP_077268.1
APPGHSDRGRGVR XP_011521824
NP_550433.1, NP_003353.1
NP_065945.2, XP_011511823
NP_003361.1, XP_005259257
NP_001129166.1, NP_OXP_006716457
NP_001138413.1, NP_001138412.1
SAEEAEPLSISWSCSVAVNPHWR  NP_009059.1, NP_001290438.1

SSAEGWPLR
AGPSALAISTFSLCQCLR
TTQECIVPTPHPTWK
ASDLSLEVKRNEPTMFWP.
AAVVSRR

FNKLSGDHGL NP_055806.2, XP_011530060
ADTMLLR NP_079408.3, XP_011512027
MLSLSFLLR NP_004616.2 XP_011532393
GGPHVGQSTNMRPPLFQYPCLIHY NP_689907.1 XP_011529188
NYECMEFFKK NP_001287707.1, NP_0XP_011533136

GAERPRAPPSHLLECPGTTGPQMV NP_003566.1, XP_006716214
VVKEYFVCVYRQUIIRTLTLEK  NP_001284681.1, NP_8 XP_005258841

FIAADLR NP_001273699.1, NP_085057.3, NP_0C
ATLSDLKMR NP_067011.1, NP_001229855.1, NP_0C
VALPLLR NP_065764.1, XP_005260283
RGVGAPAPGGGTSALGSR XP_011525322
RATESSSTRTLIVR XP 005258687
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peptides stop- DNA 3'UTR
10644

3290 T/

4525 TG/

17188

6900 TG/

16246 TG/

2127 76/

9141

4152 T)

4500 TGAtcatcagctgagggategectitgagaagetgctgtiaa
5089 T

7738 TGAagattcaacaagetgagtggagaccatggtctgtag
4T

7432 T

9291 T/

894 TG/

5072 T/

4338

7548 T

5300

3859

1229 not found
8735 T/




4. Discussion générale
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L’objectif général de cette thése a consisté a élucider I’'implication des protéines ribosomiques
dans le mécanisme de suppression tumorale de la sénescence, en plus de leur role dans le

fonctionnement du ribosome lors de la traduction.

Les cellules sénescentes ont perdu la capacité de se répliquer mais elles ont bien conservé
leur faculté¢ de traduction et de dégradation protéique. Cette faculté contribue a leur bon
fonctionnement et a leur survie pour une période relativement longue, en étant une barriere
contre la transformation maligne. Plus précisément, la fidélit¢ de terminaison de la traduction
dans la sénescence semble étre trés efficace. D’autre part, le role du ribosome (autant des ARNr
comme des protéines ribosomiques) a ét¢ peu étudié dans la sénescence d’ou I’objectif
d’approfondir ce sujet. A la différence des cellules sénescentes, les cellules cancéreuses
profiteraient de la production de ribosomes défectueux, et donc, des erreurs de traduction, afin

de développer leur capacité protéomique et d’évoluer.

Selon I’environnement, le stade du développement ou les pathologies, les ribosomes semblent avoir
une composition protéique trés hétérogene. Parmi cette hétérogénéité ribosomique, il peut exister
soit une absence des protéines du ribosome, soit un remplacement par ses orthologues, soit des
modifications post-transcriptionnelles ou post-traductionnelles (249,250). Cette hétérogénéité a un
impact sur I’homéostasie cellulaire. A ceci s’ajoute I’influence des facteurs de traduction et de la
grande famille des ARN (ARNm, ARNt, snoRNA, entre autres) sur la machinerie de traduction.
L’accumulation d’observations suggere que 1’effet régulateur de 1’efficacité de traduction, par le
ribosome lui-méme, peut étre modulée selon son hétérogénéité (250). Les résultats présentés dans
cette thése montrent les premiers indices des composants ribosomiques spécialisés dans la
régulation du cycle cellulaire et dans la terminaison efficace de la traduction via la voie de RB.
Suite aux purifications des ribosomes des IMR-90 exprimant les protéines modifiées RPL22-myc
ou RPS14-myc (80), nous avons trouvé ceux protéines dans la fraction ribosomique, suggérant que
les protéines ribosomiques modifiées seraient incorporées aux ribosomes. Nous supposons que les
ribosomes des cellules sénescentes seraient structurellement différents des ribosomes des cellules
normales. L’hétérogénéité ribosomique pourrait avoir une implication dans la traduction

différentielle des messagers choisis ou dans I’efficacité de terminaison de la traduction.
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4.1. RPL22/el.22, nouveau régulateur de la voie de RB

Comme expliqué antérieurement, une des caractéristiques des cellules sénescentes est la
perturbation de la biogenese des ribosomes (214) et ’activation aberrante de la signalisation de
mTOR (251). En conséquence, ces cellules manifestent un déséquilibre dans la synthése de
I’ ARNTr des sous-unités 40S et 60S, ainsi qu’une accumulation de protéines ribosomiques dans
le nucléoplasme et le nucléole. Les résultats décrits au chapitre 2 ont montré que RPL22/e[.22
extra-ribosomique, tout comme RPS14/uS11, également extra-ribosomique, bloque Ia
progression du cycle cellulaire suite au stress nucléolaire. Nous avons identifié RPL22/eL.22 en
tant qu’inhibiteur de la phosphorylation par CDK4-Cycline D1 de RB. RB dans son état
hypophosphoryl¢ lie les facteurs de transcription de la famille d’E2F pour empécher la

progression du cycle cellulaire, induisant ainsi la sénescence (5,44,45).

RPL22/eL.22 n’est ni essentielle pour la biogeneése du ribosome, ni pour la traduction cap-
dépendante. De plus, lors de sa perte dans certains tissus, sa fonction ribosomique est compensée
par son paralogue RPL22-like 1 (98). Cependant, le role physiologique de RPL22/eL.22
intervient sur des voies peu connues jusqu’a maintenant. RPL22/el.22 se lie non seulement a
I’ARNr 28S, mais aussi a ’ARN de la télomérase (252) et a ’ARNm de RPL22-like 1 (99).
Parmi ces implications physiologiques, nous avons fait allusion a la suppression directe de
RPL22-like 1, qui a des effets antagonistes, voire pro-cancéreux, par rapport a RPL22/eL.22
(98). 1l a été reporté que RPL22/eL.22 s’associe également avec CK2a. (Casein kinase 2a.) pour
inhiber la phosphorylation de ces substrats dans le cancer de poumon (83). Chez Drosophila,
RPL22/eL22 interagit avec Ago2, le composant protéique de la machinerie de répression
traductionnelle via les micro-ARN (253). Cette accumulation d’évidences souligne le potentiel
régulateur de RPL22/eL.22. Nos résultats suggeérent un nouveau mécanisme extra-ribosomique
qui met en évidence le role de suppresseur de tumeur de RPL22/eL22. Etonnamment, ce
mécanisme semble indépendant de I’activation de p53, généralement stimulé en réponse au

stress nucléolaire (254-257).
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4.1.1. Role nucléolaire de RPL22/el.22

Dans nos résultats, 12 jours post-infection nous avons observé un phénotype sénescent plus
faible, comparé a la sénescence établie suite a la surexpression de RPS14/uS11. Cet effet est di
potentiellement a 1’accumulation nucléolaire prédominante de RPL22/eL.22, qui empéche son
interaction avec le complexe de CDK4-Cycline D1 dans le noyau. Il se pourrait que son rdle
optimal s’exerce durant les premicres €tapes aprés son induction (jour 7 post-infection, par
exemple), et serait plus atténué vers les étapes tardives, ce qui ameéne au contournement de la
sénescence. A la différence de la sénescence induite par RPL22/eL22, celle établie par la
surexpression de RPS14/uS11 est plus stable. Cela est potentiellement di a son accumulation

dans le nucléoplasme et a sa faculté d’interagir avec le complexe de CDK4-Cycline DI.

Le réle nucléolaire de RPL22/eL.22 lors de 1’établissement de la sénescence, mis a part son
interaction avec la sous-unité 60S, reste a étre éclairci. Le facteur nucléolaire UBF (Upstream
binding transcription factor) se lie au promoteur de I’ADNr pour activer la transcription des
ARNr par I’ARN Pol I. 11 a été observé que cette protéine est hypophosphorylée (inactive) dans

les cellules quiescentes afin d’empécher la transcription de I’ ARNr et la progression du cycle

cellulaire (258). Suite a la phosphorylation par le complexe CDK4-Cycline D1 sur Ser?4

d’UBF, son activité transcriptionnelle est stimulée et la progression du cycle cellulaire continue
(202). Nous présumons qu’un des roles de RPL22/eL.22 dans le nucléole, serait de bloquer

I’activité catalytique d’un pool des CDK4-Cycline D1, afin d’empécher la transcription de
I’ ARNr par médiation d’UBF (Figure 20).

Il reste a identifier les sites d’interaction de RPL22/eL.22 avec CDK4-Cycline D1. Nous
proposons que les domaines N-terminal et C-terminal de RPL22/eL.22 auraient des fonctions
régulatrices antitumorales, puisque ce sont les régions qui divergent de celles de RPL22-like 1,

qui a des roles antagonistes (99).
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Transcription de I'ADNr

T CDK4-Cycline
D1

CDK4-Cycline
D1

Rpl22/eL22

Figure 20. Modéle proposé lors du role nucléolaire de RP1.22/e.22

484

Le complexe CDK4-Cycline D1 catalyse la phosphorylation d’UBF sur Ser™™. UBF phosphorylé se lie

au promoteur de I’ADNr pour activer la transcription des ARNr par ’ARN Pol 1. RPL22/e[.22
empécherait la transcription de I’ ARNr en bloquant I’activité du complexe CDK4-Cycline D1.

4.1.2. Implication de RPL22/eL.22 dans le SASP

Lors de la surexpression de RPL22/el.22 dans les fibroblastes primaires, nous n’avons pas
observé le phénotype sécréteur associé a la sénescence (SASP). Deux hypothéses sont
suggérées. La premicre se base sur une induction faible de la sénescence, ce qui aurait pour
conséquence I’atténuation du phénotype SASP. La deuxiéme explication se base sur des
recherches ou il a ét¢ observé que RPL22/eL22 diminue I’expression de NF-xB par un
mécanisme encore non €lucidé. Dans une étude réalisée sur le développement de la leucémie T-
ALL, Rao et collegues ont trouvé que la transformation maligne a lieu suite a la stimulation
transcriptionnelle du facteur Lin28B, qui est la cible de NF-xB. Lin28B inhibe la maturation du
micro-ARN /et-7, stimulant I’induction de MYC et d’autres oncogeénes, ce qui accentue

I’importance de RPL22/eL.22 en tant que suppresseur tumoral (94). Il serait également
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intéressant de regarder les niveaux d’expression du SASP dans les cellules dépourvues de
RPL22/eL.22 ainsi que les niveaux de RPL22-like 1, ce qui n’a pas été fait dans cette partie de
notre these.

La Figure 21 résume le modele proposé lors de la régulation du cycle cellulaire et le

SASP par RPL22/eL.22.
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Figure 21. Modéle proposé pour le role régulateur de RPL22/eL.22 dans le cycle cellulaire

(A) Dans des conditions sans stress nucléolaire, la progression du cycle cellulaire se déroule
normalement pendant la division cellulaire. L’hyperphosphorylation de RB par médiation de CDK4/6-
Cycline D1 méne a son inactivation. Cette hyperphosphorylation de RB permet la libération des facteurs
de transcription de la famille des E2F et la transcription de ses génes cibles, le cycle cellulaire peut donc
entrer en phase S. (B) Lors de la surexpression de RPL22/el.22, ou dans des conditions de stress
nucléolaire, RPL22/eL.22 bloque la phosphorylation par CDK4-Cycline D1 de RB. RB dans son état
active hypophosphorylé recrutera E2F pour empécher la progression du cycle cellulaire. RPL22/el.22

pourrait également réduire I’expression du SASP a travers I’inhibition de la voie de NF-«xB.

4.2. Diminution de la translecture du codon d’arrét dans la
sénescence.
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Les résultats présentés au chapitre 3 ont montré que la sénescence inhibe la translecture
du codon d’arrét a travers la participation de la voie de RB, malgré les défauts dans la
ribogenése. Dans cette partie de notre étude, nous proposons 1’hypothése que la sénescence, et
notamment la voie de RB, empécherait le potentiel oncogénique de la reprogrammation du
protéome grace a la réduction des protéines allongées en C-terminal. Les erreurs de terminaison
de la traduction augmentent en présence de l’oncogeéne ras ainsi dans les cellules au
comportement précancéreux, mais une fois la sénescence bien établie, ceux erreurs diminuent.
L’importance de la réduction de la translecture dans la cancer reste encore a étre clarifiée mais
des indices sur I’augmentation des protéines allongées en C-terminal dans des certaines cellules
tumorales (149,170), ainsi que des modéles proposés sur 1’augmentation des erreurs de
traduction di aux ribosomes défectueux (259), suggerent que la translecture pourrait avoir des
implications dans la tumorigenése. Nous suggérons que cette efficacité de terminaison
contribuerait a la diminution des protéines localisées dans des compartiments cellulaires

inusuels, ou avec des nouvelles fonctions oncogéniques.

Un des défis auxquels nous sommes confrontés dans cette partie de notre recherche concerne la
relation directe entre RB et la diminution de la translecture du codon d’arrét. Plus précisément,
lors de la déplétion de RB via des shRNA dans les cellules sénescentes, nous n’avons pas
observé d’augmentation dans les niveaux de translecture du codon d’arrét. Il est possible que
p107 et p130 soient aussi essentielles lors de cette diminution. Cependant, la triple inhibition de

RB, p107 et p130 par shRNA n’a pas ét¢é atteinte, limitant I’étude mécanistique.

Nous nous sommes intéressés a la mécanistique de la diminution de la translecture du codon
d’arrét en aval de la voie de RB. Pour ce faire, nous avons essay¢ de surexprimer E2F1, 2 et 3
(les facteurs de transcription réprimés directement par RB hypophosphorylé). Or, les cellules

infectées mouraient quelques jours apres I’induction des E2F.

4.2.1. Protéines endogénes allongées en C-terminal
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Des analyses bio-informatiques nous ont permis d’identifier des candidats a protéines
allongées en C-terminal. Nous avons validé expérimentalement la translecture du codon d’arrét
de quelques candidats (par exemple, VASP et hepsine (HPN), Figure S7C-D). Nos résultats
indiquent une amélioration de I’efficacité¢ de terminaison de la traduction dans les cellules
sénescentes, tandis que dans les cellules avec un comportement cancéreux, cette efficacité de
terminaison se détériore (Figure 17). VASP est surexprimée dans de nombreux cancers
colorectaux et dans des adénocarcinomes canalaires pancréatiques. De plus, ses hauts niveaux
coincident avec 1’apparition de métastases dans le foie et avec la réduction du temps de survie
des patients atteints (260). L’hepsine est une sérine protéase de surface impliquée dans la
progression du cancer et surexprimée dans des cancers épithéliaux, de la prostate, du sein, des
ovaires et des reins (261,262). Il est aussi possible que les cellules cancéreuses requicrent des

versions allongées en C-terminal de ces protéines afin d’améliorer leur potentiel oncogénique.

La détection par immunobuvardage de type western des protéines endogenes allongées en C-
terminal est difficilement mesurable, car elles ne sont pas fortement exprimées, mais ¢galement,
ces nouvelles isoformes pourraient différer de la protéine canonique seulement de quelques
acides aminés. Une technique alternative serait le profilage des ribosomes des cellules
sénescentes et des cellules qui ont contourné la sénescence, a titre de comparaison. Ceci nous
permettrait d’observer quelles protéines allongées en C-terminal seraient inhibées, et aurait un
impact sur les connaissances de la régulation de la translecture du codon d’arrét dans la
sénescence. D’un autre coté, des analyses par spectrométrie de masse dans les cellules qui ont
contourné la sénescence, comparées a celles de cellules sénescentes ras pourraient nous aider a
identifier quelles protéines endogénes, dont le domaine C-terminal est allongé, sont modulées

dans la sénescence.

4.2.3. Modifications post-transcriptionnelles
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L’hypothese concernant 1’implication des modifications post-transcriptionnelles de I’ARNr
dans la variation des erreurs ne doit pas étre exclue. Comme expliqué dans I’Introduction, la
perturbation de ces modifications sur certains sites du ribosome a un impact sur 1’incorporation
incorrecte des acides aminés, sur la translecture des codons d’arrét, ainsi que sur les
changements du mode d’initiation de la traduction (158-160). La méthyltransférase fibrillarine
participe avec les protéines nucléolaires Snul3 (Small Nuclear Ribonucleoprotein 13) (15.5K),
NOP56, NOP58 (NOPS) ainsi qu’avec les snoRNA a boites C/D dans la catalyse des 2°-O-
méthylations sur les riboses des ARNr (263). Des approches protéomiques nous ont permis
d’identifier des protéines nucléolaires qui sont dégradées lors de I’établissement de la
sénescence. Parmi ceux protéines se trouvaient NOP56 et NOP58 (53). Nous supposons que la
dégradation de NOP56 et de NOPS5S affecterait le patron de 2’-O-méthylations des ARNr des
cellules sénescentes, ayant un impact sur la modulation de la translecture du codon d’arrét. De
futures recherches sur la mesure du patron des modifications post-transcriptionnelles les plus
abondantes, telles que les pseudouridylations et 2’-O-méthylations, pourraient étre envisagées
dans la sénescence.

Pour ce faire, une méthode suggérée serait d’isoler par électrophorése sur gel de polyacrylamide
4% (contenant de I'urée 7M) les ARNr des cellules non sénescentes et sénescentes. Les ARNr
seraient digérés avec la RNase A ou T1. Les produits de digestion seraient ensuite analysés par
Chromatographie liquide (LC)/spectrométrie de masse (MS) (264). Cette méthode est trés
spécifique et sensible et si I’efficacité ionique est bonne, elle permettra 1’identification des

molécules selon la masse et la charge.

Une alternative mise en lumiére récemment est le RiboMethSeq, une approche basée sur le
séquencgage approfondi de I’ARNr 2’-O-méthylé (71). Malheureusement cette méthode n’est
pas encore optimisée pour 1’étude des pseudouridylations (265). Dans le cas ou 1’analyse par
LC-MS ne fonctionnerait pas, une méthode alternative consisterait a localiser et quantifier les
2’-O-méthylations par extension d’amorce, en utilisant la transcriptase reverse AMV (Avian
Mpyeloblastosis Virus) pour synthétiser ’ADNc (ADN complémentaire) a partir de I’ARNTr.
Deux concentrations différentes de ANTP seraient utilisées: une faible concentration provoquant
I’arrét de I’extension de la chaine quand il y a une 2°-O-méthylation; et une haute concentration

grace a laquelle la transcription aurait lieu malgré les modifications (58). Le rapport entre
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I’ADNc a faibles concentrations des dNTP et I’ADNc a hautes concentrations des dNTP
permettrait d’observer la variation de la quantité des modifications sur des positions spécifiques.
D’autre part, afin d’évaluer les niveaux de pseudouridines, cette modification pourrait étre
altérée sélectivement avec un dérivé de la carbodiimide (266) et la méme procédure que pour

¢valuer les 2°-O-méthylations pourrait étre suivie.

4.2.4. RPS14/uS11 et RPL22/eL.22 en tant qu’inhibiteurs des erreurs de la
translecture

L’implication de RPS14/uS11 et de RPL22/eL.22 dans I’efficacité de terminaison de la traduction
n’a jamais été observée auparavant. Nous supposons que la diminution de la translecture du codon
d’arrét dans des cellules exprimant de forts niveaux de ces deux protéines, est li¢ a leur role dans
I’activation de la voie de RB, plutdt qu’en tant que modulateurs de I’architecture des ribosomes.
Néanmoins, cette hypothése reste un défi pour de futures recherches. Nous commengons a peine a
mettre en lumiére notre hypotheése. Nous avons surexprimé dans des fibroblastes primaires le
paralogue de RPL22/eL.22, RPL22-like 1, qui présente des roles semblables a8 RPL22/e.22 dans la
traduction des protéines (95). Cependant, leurs roles lors de la suppression tumorale sont opposés.
Nous avons observé que, dans les mémes conditions, la surexpression de RPL22/e[.22 diminuait
les erreurs de translecture tandis que celle de RPL22-like 1 n’avait aucun effet, voire une tendance
a augmenter les erreurs avec le temps. Ces résultats préliminaires, sur 1’efficacité de terminaison
de la traduction, suggérent que 1’effet de ces deux protéines ribosomiques pourrait étre causé par

I’inhibition du complexe CDK4-Cycline D1, et non par leur rdle structurel dans le ribosome.

4.2.5. L’autophagie pourrait contribuer a une meilleure efficacité de
terminaison de la traduction

Un dernier point a ne pas négliger est I’augmentation de I’activité autophagique dans la
sénescence et son role dans la régénération des ribosomes. Il est considéré que I’homéostasie

des ribosomes se fait par deux mécanismes, soit via la dégradation lysosomiale du ribosome ou
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ribophagie (267,268), soit par la réparation du ribosome en remplagant les protéines
ribosomiques, principalement de I’interphase 40S et 60S, par les protéines ribosomiques qui se
trouvent dans le cytosol. Il a été répertorié que les protéines RPL10/ulL6, RPL36A/eL42,
RPL24/eL.24, RPL34/eL.34 et RPL19/eL19 sont les plus rapidement remplacées dans le
ribosome (269). La réparation des ribosomes par substitution des protéines ribosomiques
impliquerait la prolongation de la demi-vie des ribosomes. Cependant, la conséquence d’une
plus longue demi-vie serait I’accumulation de ribosomes défectueux, car seulement un pool de
protéines peut étre réparé par remplacement. Il se pourrait que I’autophagie augmentée dans les
cellules sénescentes contribue a diminuer la quantité de ribosomes défectueux, en améliorant,
en conséquence, la fidélit¢ de terminaison de la traduction. Nous n’avons aucune certitude
suggérant cette possibilité mais des analyses de la demi-vie des ribosomes sénescents, c’est-a-
dire, des analyses du renouvellement des ARNr, pourraient étre envisagées. Néanmoins, le
paradigme entre la perturbation de la biogenéese des ribosomes et la ribophagie augmentée dans

la sénescence reste encore a explorer.
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5. Conclusion
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La voie de RB semble étre le point de convergence entre notre étude sur le nouveau réle de
régulateur du cycle cellulaire de RPL22/eL.22 et notre étude sur I’efficacité de terminaison de la
traduction. Ce point de convergence accentue I’importance de cette voie lors de 1’établissement
de la sénescence et lors du potentiel antitumoral. Les cellules sénescentes, a la différence des
cellules au comportement malin, diminuent considérablement la production des protéines
allongées en C-terminal, controlée potentiellement par la voie de RB. Nous retrouvons les

mémes résultats lors de la surexpression de RPL22/el.22, qui active également la voie de RB.

Bien que le paradigme entre la perturbation de la biogenése des ribosomes et I’optimisation de
la terminaison de la traduction dans la sénescence reste a étre élucidé, nos recherches constituent
un point d’ancrage et un guide qui peuvent mener a d’autres découvertes. Comme proposé par
Thomas Kuhn, dans toutes les sciences, le paradigme caractérise 1’évolution de la pensée

scientifique.

La littérature révele la participation de multiples protéines du ribosome dans la suppression
tumorale (80,94,105,254), dans la signalisation immunitaire (270-273) et lors du développement
(103,274,275). L’interaction de plusieurs protéines ribosomiques avec des CDK, ayant un rdle
en tant que régulateurs du cycle cellulaire, commence a peine a étre mise en lumicre. Des
thérapies actuelles contre le cancer ciblent I’inhibition de la ribogenese en activant
potentiellement les voies de sauvegarde apreés la libération des protéines ribosomiques
(189,276). Notre recherche pourrait avoir comme perspective de contribuer au développement
de stratégies thérapeutiques qui utiliseraient de petites molécules ou des peptides imitant les
effets inhibiteurs de ces protéines ribosomiques. P53 constitue I’un des geénes les plus mutés,
qui touche environ 50% des cancers (275,276). Pour cette raison, certains traitements sont
inefficaces a cause de leur dépendance de I’activation de ce suppresseur de tumeur. Les types
de cancers dont la voie de p53 est perturbée, pourraient étre également des cibles de ces
stratégies thérapeutiques. En plus de I’effet régulateur du cycle cellulaire, la réduction de

nouvelles versions de protéines potenticllement dangereuses pour le bon fonctionnement
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cellulaire, pourrait étre comprise parmi les effets inhibiteurs de ces petites molécules ou

peptides.

Dans notre recherche, nous avons concentré notre attention sur la translecture en région 3’UTR.
Pour de futurs projets, il serait intéressant d’évaluer la variation de la translecture du codon
d’arrét des uORF dans les régions 5’UTR. Les uORF sont corrélés avec la répression de la
traduction des genes de prolifération (277,278). De plus, la dé-répression des messagers régulés
par ces uORF peut étre stimulée par la translecture de leur codon d’arrét ainsi que par
I’inactivation du facteur elF2a sous des conditions de stress (278). Considérant la sénescence
comme barriére anti-cancer, une meilleure terminaison de la traduction des uORF dans ces
cellules pourrait éviter la traduction, soit des protéines allongées en N-terminal, soit des peptides
hors cadre de lecture potentiellement oncogéniques ayant un impact sur le comportement normal

de la cellule.
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