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EJC : "Exon Junction Complex" (complexe des jonctions exon)
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ESS : "Exonic Splicing Silencer"

EST : "Expressed Sequence Tag"

FISH : "Fluorescence In Situ Hybridization" (hybridation de fluorescence in situ)
FITC : Fluorescéine IsoThioCyanate

G : guanine

GO :( "Gene Ontology")



GPX : Glutathion Peroxidase(s)

GSH : Glutathion

GST : Glutathion-S-Transferase

HAT : Histone AcétylTransférase

hcTNT : human cardiac Troponin T

HDAC : Histone Déacétylase

HEK : Human Embryonic Kidney

HJAY : "Human Junction Array"

hnRNP : "heteronuclear RiboNucleic Particle"

IF : "Intermediate Filament"

IR : Insulin Receptor
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ISS : "Intronic Splicing Silencer(s)"

Kd : constante de dissociation
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kDa : kilo Dalton

KEGG : "Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes"

LB : Luria-Bertani

LNA : "Locked Nucleic Acid" ("acide nucléique vérouillé")
M:AouC

MBNL : Muscleblind-Like

MBP : "Maltose Binding Protein"

MCS : "Multi Cloning Site" (site de clonage)

MEC : Matrice Extracellulaire

miR, miRNA : microRNA

MMS : methylméthanesulfonate

N : nucléotide A, C, Tou U

NADPH : Nicotinamide Adenine Dinucleotide Phosphatase
NHEJ : "Non Homologous End Joining"

NLS : "Nuclear Localisation Signal" (signal de localisation nucléaire)
NPC : "Nuclear Pore Complex" (pores nucléaires)

NRS : "Nuclear Retention Signal", signal de rétention nucléaire
nSB : "nuclear Stress Bodies"

nSG : "nuclear Stress Granules"

nt : nucléotide(s)

N-ter : N-terminal(e)

OMIM : "Online Mendelian Inheritance in Man" (base de données)
PAGE : PolyAcrylamide Gel Electropheris

PCR : "Polymerase Chain Reaction"

PDGF : "Platelet Derived Growth Factor"

PG : "Perichromatin Granules"

pol : polymérase

pré-ARNm : Acide Ribo Nucléique pré-messager

PRX : Peroxiredoxine(s)

PTB : Polyprymidine Tract Binding

R : purine



RE : Reticulum Endoplasmique

RISC : RNA Induced Silencing Complex

RMN : Résonance Magnétique Nucléaire

RNP : "Ribo Nucleic Particle"

RNS : "Reactive Nitrogen Species"

ROS : "Reactive Oxygen Species"

RT : Rétrotranscription

RT-PCR : Rétrotranscription suivie d'une PCR

S:GouC

sat : satellite

scaRNA : scavenger RNA

SELEX : "systematic evolution of ligands through exponential enrichment
siRNA : "small interfering RNA", petits ARN interférents
SMA : "Spinal Muscular Atrophy"

SMN : "Survival Motor Neuron" (protéine ou complexe SMN)
SNB : "Sam68 Nuclear Bodies"

SNP : "Single Nucleotide Polymorphism"

snRNA : "small nuclear RiboNucleic Acid"

snRNP : "small nuclear RiboNucleic Particle"

snoRNA : small nucleolar RNA

SR : "Serin-Arginin Rich"

SRPK : SR protein kinase

SRSF : "Serin-Arginin Rich" Splicing Factor

T: Thymine

Tm : "melting Température" (température de fusion)
TNF-a : "Tumor Necrosis Factor-a "

TNNT3 : troponine squelettique

TPR : "TetratricoPeptide Repeats" (domaine protéique)
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U : uracile

UPR : "Unfolded Proteins Response"

UsnRNA : "Uridine-rich Small Nuclear Ribonucleic Acids"
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WB : "Western Blot" ou "Western Blotting"
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Avant-Propos

AVANT-PROPOS

L'expression des genes nucléaires au sein des cellules eucaryotes nécessite de
nombreuses étapes réactionnelles afin d’obtenir des protéines fonctionnelles. La majorité
des génes codant des protéines sont transcrits par ’ARN polymérase |l sous forme de
transcrits primaires non fonctionnels, les pré-ARN messagers (pré-ARNm). Cette non-
fonctionnalité est essentiellement due a la présence de séquences excédentaires, les
introns, qui sont localisés entre les segments correspondants a I’ARN mature, les exons.
L’obtention d’'un ARN messager mature (ARNm) fonctionnel nécessite donc I'élimination des
introns tout en maintenant les exons. Ce processus permettant d’exciser les introns au sein
du pré-ARNm dans le noyau est appelé épissage. Ainsi, au cours de la réaction d’épissage, les
introns des pré-ARNm sont éliminés et les séquences exoniques sont jointes les unes aux
autres pour former un pré-ARNm épissé. Tot lors de la transcription, les pré-ARNm sont
ensuite coiffés en 5’. lls sont plus tard polyadénylés en 3’, ce qui permet la production des
ARNm matures et fonctionnels qui sont ensuite traduits en protéine dans le cytoplasme par
les ribosomes.

Le processus d’épissage est un mécanisme complexe qui concerne plus de 95% des génes
nucléaires, chez les vertébrés. || met en jeu plus de 200 000 introns avec une taille moyenne
de 1800 nucléotides (la taille de certains pouvant dépasser 700 000 nucléotides) et environ
autant d’exons différents (pour revue Hoskins and Moore, 2012). La reconnaissance des
introns et des exons est au centre du mécanisme d’épissage, mécanisme qui fait intervenir
prés de 300 protéines. Le génome humain contient une vingtaine de milliers de génes de
protéines or prés de 80 000 protéines peuvent étre synthétisées dans la cellule (Gencode
22, release oct 2014). Cet écart, entre le nombre de genes et le nombre de protéines, est
expliqué par le phénomene d’épissage alternatif, qui permet I’exclusion ou inclusion d’un ou
plusieurs exons de facon différentielle au sein de la séquence d’un ARNm. L’épissage
alternatif permet aussi d’augmenter le nombre de protéines distinctes exprimées a partir
d’un seul géne (Nilsen and Graveley, 2010). L'inclusion ou I'exclusion différentielle des exons
par épissage alternatif peut entrainer des modulations des propriétés de la protéine, telle
gue sa localisation dans la cellule, mais également modifier son activité, voir méme conduire

a la production d’une protéine différente.



Avant-Propos

Le nombre important d’exons soumis a épissage alternatif fait que ce processus dynamique
est essentiel pour le développement des organismes eucaryotes et la différentiation
cellulaire (pour revue Pedrotti and Cooper, 2014).

L'épissage d’une manieére générale, et tout particulierement |'épissage alternatif, sont
extrémement régulés et ces régulations peuvent étre perturbées a la fois par des mutations
dans les séquences nécessaires au mécanisme de base de reconnaissance des introns et des
exons, ainsi que par des mutations qui affectent les signaux reconnus par des facteurs
impliqués dans la régulation de I'épissage. Ces mutations qui affectent I'épissage peuvent
étre la cause directe de pathologies ou contribuer a la gravité de certaines maladies (Ward
and Cooper, 2010). Il est estimé qu’au moins 20 % des maladies génétiques sont associées a
des mutations affectant directement I'épissage et dont la modulation serait a I'origine des
principaux symptomes de ces maladies (pour revue Singh and Cooper, 2012a). La plupart
des mutations affectant I'épissage qui ont été répertoriées agissent en cis et conduisent a
une altération de 'ARNm portant la mutation, cependant certaines mutations peuvent
affecter I'épissage alternatif d’autres pré-ARNm (mutations agissant en trans). C’'est le cas en
particulier des expansions de triplets CTG a 'origine de la dystrophie myotonique de type |
(DM1) ou dystrophie de Steinert, qui est la plus fréquente des dystrophies musculaires chez
I'adulte. C'est une maladie génétique a évolution progressive, caractérisée par une
dégénérescence des muscles squelettiques, ainsi qu’une myotonie. Les expansions instables
de trinucléotides CTG au sein de la région 3’ non traduite (3’-UTR) du géne DMPK
(Dystrophia Myotonica Protein Kinase) séquestrent le facteur d’épissage MBNL1
(Muscleblind-Like 1) au sein de foci nucléaires et conduisent a une augmentation de la
concentration en facteur d’épissage CUG-BP1, un antagoniste de MBNL1. Ces modifications
de la disponibilité des protéines MBNL1 et CUG-BP1 conduisent a I'épissage alternatif
aberrant d’un grand nombre de pré-ARNm et sont directement responsables de la majorité
des symptdémes présentés par les patients. Lors de mon stage de master et au début de ma
thése, I'objectif de mon travail était de mieux comprendre les bases moléculaires de Ila
régulation de I'épissage alternatif de I'exon 5 du pré-ARNm codant la protéine hcTNT
(human cardiac Troponin T), exon dont I'épissage est altéré dans la DM1. C’'est pourquoi la
premiere partie de mon manuscrit de thése sera dédiée a la présentation des processus

d’épissage et d’épissage alternatif et a leurs régulations, puis je ferai I'état de connaissances
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concernant la dystrophie myotonique de type 1 et je présenterai mes objectifs et les
résultats concernant cette partie.

La deuxiéme partie de ce manuscrit sera consacrée a la présentation de mon second projet
de thése que j'ai initié apres avoir complété ce travail sur les régulations de I'épissage
alternatif de la troponine T cardiaque. L'objectif de ce second projet était de mieux
comprendre le role de I'épissage alternatif et de ses modulations dans la réponse au stress
oxydant des cellules humaines. Le stress oxydant est provoqué par une augmentation des
dérivés actifs de I'oxygene, appelés également radicaux libres oxygénés (RLO ou ROS pour
Reactive Oxygen Species), et représente une des plus importantes conditions de stress
auquelles les cellules de vertébrés doivent s’adapter. Il est reconnu que le stress oxydant est
un des facteurs clés participant au déclenchement de nombreuses maladies dont les
cancers, et certaines maladies neurodégénératives telles que maladie d’Alzheimer, la
maladie de Parkinson idiopathique et la sclérose latérale amyotrophique (Desport et
Couratier, 2002). De plus, il est établi que la réponse cellulaire a un stress oxydant implique
une reprogrammation globale de I'expression des génes et des altérations spécifiques de
I’épissage alternatif de certains pré-ARNm avaient pu étre mises en évidence (Disher and
Skandalis, 2007; Skandalis and Uribe, 2004; Takeo et al., 2009). Cependant, lorsque j'ai
débuté ma theése il n’existait aucune étude globale des effets d’un stress oxydant sur
I’épissage alternatif et rien n’était connu quant aux mécanismes responsables de ces
variations. C’'est pourquoi la deuxieme partie de mon travail de thése a consisté en une
étude exhaustive des effets du stress oxydant sur I'épissage alternatif pour ensuite
développer une étude des bases moléculaires a I'origine des variations d’épissage observées.
De ce fait, dans la deuxieme partie de mon manuscrit de thése, j'introduirai la définition du
stress oxydant et je ferai I'état des connaissances des effets de ce stress chez les vertébrés,

puis je présenterai mes objectifs de mon travail et les résultats obtenus lors de cette étude.
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CHAPITRE | : L'EPISSAGE DES pré-ARNm CHEZ L'HOMME.

l.1. LE PROCESSUS D’EPISSAGE.
1.1.1. Les séquences permettant la définition des introns.

L’épissage des pré-ARNm nucléaires est un processus crucial pour I'expression des
genes. La reconnaissance des introns par le spliceosome est par conséquent un événement
clé pour la synthese d’'un ARNm fonctionnel. Cette reconnaissance des séquences
introniques repose sur la présence de séquences fortement conservées au cours de
I’évolution qui sont situées aux extrémités des introns. Ces séquences sont appelées site 5’
d’épissage (ou site donneur) et site 3’ d’épissage (ou site accepteur) (Figure 1.1). Des
séquences consensus de ces sites chez les vertébrés ont pu étre déterminées par
comparaison de séquences. La séquence consensus au niveau du site 5' donneur d'épissage
est AG/GURAGU, ol "/" représente la jonction exon/intron et R, un résidu purine. Les deux
nucléotides GU a I'extrémité 5' de I'intron sont les plus conservés et sont trés importants
pour |'efficacité d'épissage. Le site 3’ d’épissage est constitué de 3 éléments, dont chacun est
essentiel aux processus de reconnaissance de l'intron et d’épissage. Il comprend, tout
comme le site 5’, une séquence située a la jonction de l'intron et de I'exon (site d’épissage
stricto sensu) dont la séquence consensus est YAG/GU, ou "/" représente la jonction exon
/intron et Y, un résidu pyrimidine. En amont du site stricto sensu (18 a 40 nt) se trouve la
boite de branchement de séquence YNYURAC qui contient un résidu adénosine conservé
appelé point de branchement. Enfin, le site accepteur comporte aussi une séquence
polypyrimidine, localisée entre le site 3’ stricto sensu et la boite de branchement, qui
renferme de long enchainements de pyrimidine (10 a 20 résidus Cou U). Il est a noter
I’existence d’introns qualifiés de mineurs en référence a leur faible représentation dans le
génome (882 introns mineurs sur environ 1 million introns référencés). Ces introns se
caractérisent également par la présence de sites 5’ et 3’ d’épissage, mais les séquences
consensus de ces sites sont différentes. En effet, le site 5’ est caractérisé par une séquence
consensus /RUAUCCU, le site 3’ stricto sensu par (YA(C ou G)/N) et la boite de branchement
par UCCUUAACU (ou le point de branchement correspond au résidu adénosine indiqué en

gras).
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L'ensemble de ces séquences (site 5’ et 3’ d’épissage) permet la reconnaissance des introns
par le spliceosome lors du processus d’épissage. L’efficacité de cette reconnaissance et, par
conséquent, de la réaction d’épissage diminue en fonction de la dégénérescence des
séquences, et est a la base de I'épissage alternatif, une reconnaissance moins efficace d’un
exon alternatif, laissant place a une régulation plus fine pour favoriser I'inclusion ou

I’exclusion de I’'exon (Burge et al., 1998; Hoskins and Moore, 2012; Moore and Sharp, 1993).

EXON 1 INTRON EXON 2

) G URAGU—————YNYURAC—(Y)n vac
‘ ' Boite de Séquence Site 3’

) s branchement polypyrimidine stricto sensu
Site 5’ d’épissage

ou | |

site donneur

Site 3’ d’épissage
ou
site accepteur

Figure 1.1 : Représentation schématique de I'organisation d’un intron situé entre deux exons. Les séquences
conservées jouant un role essentiel dans la réaction d’épissage sont représentées en gras (Y pour pyrimidine, R
pour purine, N pour un des 4 résidus A, C, Gou T).

I.1.2. La réaction d'épissage.

L’épissage des pré-ARNm nucléaires implique deux étapes successives de trans-
estérification qui permettent d’éliminer les introns (Figure 1.2). La premiére étape débute
par I'attaque nucléophile du phosphate en 5’ de I'intron (site 5’ donneur) par I’hydroxyle en
2’ du résidu adénosine de la boite de branchement (point de branchement). Cette réaction
génere deux intermédiaires réactionnels: I'exon avec un hydroxyle libre en 3’ et un
intermédiaire intron-exon dans lequel le nucléotide du point de branchement est impliqué
dans trois liaisons phosphodiester, formant ainsi une structure ayant la forme d’un lasso.
Lors de la deuxieme étape de trans-estérification, I’"hydroxyle en 3’ de I'exon, libéré lors de la
premiere étape, réalise une attaque nucléophile sur le phosphate en 3’ de l'intron (site 3’
stricto sensu). Cette seconde étape conduit a la ligation des deux exons et a la libération de
I'intron sous forme d’un lasso (pour revue Hoskins and Moore, 2012; Moore and Sharp,

1993).
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lere étapede la réaction EXON 1

%

g EXON 2 EXON 2
yNYURAE—(V)n———ac [T yNYurRAC—(Y)n———vacp(THI

Pré-ARNm Produit intermédiaire en lasso

EXON 1

2éme étape de la réaction

' Produit intronique en lasso
@

O YNYURAC—(Y)n——
\. EXON 2 »

yNvurRAC—(Y)n————vacp [T +
" EXON 1 EXON 2
ARNmM mature

Figure 1.2 : Représentation schématique de la réaction d’épissage. Cette réaction se déroule en deux étapes
correspondant chacune a une étape de trans-estérification. Dans la premiere étape, I'attaque par le 2’ OH du
résidu A de la boite de branchement sur le phosphate du résidu a I'extrémité 5° de l'intron provoque la
formation d’un intermédiaire en lasso. Dans la seconde étape, I'attaque par le 3" OH de I’exon 1 du phosphate
a I'extrémité 3’ de I'intron permet la libération de I'intron et de I’ARNm épissé.

l.2. FORMATION DES COMPLEXES SPLICEOSOMAUX D'EPISSAGE.
1.2.1. Les particules UsnRNP : biogénése et maturation.

Bien que la réaction d'épissage soit simple sur le plan chimique, la réalisation des
deux étapes enzymatiques implique une dynamique tres importante de mise en place et de
rupture d’intercations ARN-ARN et protéines-protéines incluant, I'association au pré-ARNm
de particules ribonucléoprotéiques ou snRNP ou UsnRNP (pour Uridine-rich Small Nuclear
Ribonuclic Particle). L’association ces snRNP et d’'un grand nombre de protéines au pré-
ARNm conduit a la formation d’un macrocomplexe, le spliceosome, dont la composition et |a
conformation évoluent au cours de la réaction d’épissage. Le spliceosome est ainsi composé
des snRNP U1, U2, U5 et U4/U6, les UsnRNP U4 et U6 étant associées en une seule di-
UsnRNP. De plus, il existe, pour I'épissage des introns mineurs, un spliceosome spécifique dit
mineur, composé des snRNP U11/U12, U5, U4atac/Ub6atac. Seule la snRNP U5 est commune

aux spliceosomes mineurs et majeurs. Chaque UsnRNP est composée d’'un nombre variable
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de protéines, ainsi que d’un ou deux petits ARN nucléaires appelés UsnRNA (pour "Uridine
rich small nuclear ribonucleic acids").

Les UsnRNA sont transcrits par I’ARN polymérase Il, a I'exception des snRNA U6 et Ubatac
qui sont transcrits par I’ARN polymérase IIl. La transcription par ’ARN polymérase Il et la
maturation des UsnRNA sont couplées et ce processus de maturation est distinct de celui qui
génere les ARNm. (Egloff et al., 2010; Henry et al., 1998; Hernandez and Weiner, 1986; pour
revue Matera and Wang, 2014). Suite a la transcription par I’ARN polymérase I, les UsnRNA
portent une coiffe monométhylée (m7G) en 5’ et comportent des nucléotides additionnels a
leur extrémité 3’. lls sont exportés vers le cytoplasme afin d’initier I'assemblage des UsnRNP
selon un processus séquentiel (Figure 1.3).

La premiere étape d’assemblage des UsnRNP est |'association de sept protéines, appelées
protéines Sm (SM B/ B ', D1, D2, D3, E, F et G) qui forment un anneau heptamérique autour
d’une séquence spécifique, riche en résidus uridine et appelée site Sm, présente au sein de
chacun des UsnRNA (Branlant et al., 1980, 1982, 1983). L’assemblage des protéines Sm est
un processus séquentiel et ordonné qui fait intervenir, dans un premier temps, I'association
concomitante des complexes D1-D2 et E-F-G de protéines Sm, puis le recrutement du
complexe B-D3 ou B’-D3 (B et B’ étant codées par le méme gene et ne différant que par leurs
11 acides aminés C-terminaux) (Raker et al., 1996). La formation de I'anneau de protéines
Sm est nécessaire pour la stabilité in vivo, I'import nucléaire et l'activité d'épissage des
snRNP (Achsel et al., 2001; Kambach et al., 1999; Stark et al., 2001). Cette étape est réalisée
grace au complexe SMN (Survival Motor Neuron) composé de la protéine SMN, mais
également de nombreuses autres protéines telles que les protéines Gemin (Gemin 2 a 8), qui
se lient directement aux snRNA et aux protéines Sm (pour revue Battle et al., 2006).

Apres la transcription, les snRNA sont exportés vers le cytoplasme ou ils sont liés par Gemin5
et dirigés ensuite vers le complexe SMN pour I'assemblage de I'anneau de protéines Sm. La
protéine SMN est une protéine multi-fonctionnelle indispensable a I'assemblage des
complexes protéines-ARN (Eggert et al., 2006; Fischer et al., 2011). L'assemblage des snRNP
par le complexe SMN est accompli de facon modulaire, regroupant plusieurs protéines de
liaison de 'ARN avec plusieurs ARN " substrats ", ce qui facilite I'assemblage de protéines

spécifiques sur les ARN cibles (Workman et al., 2012).



Partie 1 : Chapitre | (Introduction)

L’assemblage des protéines Sm sur le snRNA s’accompagne de la conversion de la coiffe
monomeéthylée m7G en une coiffe triméthylée m2,2,7G (TMG) et d’une maturation de
I’extrémité 3’ (Paushkin et al., 2002) (Figure 1.3). La particule est ensuite réimportée dans le
noyau au sein de corpuscules nucléaires appelés corps de Cajal (Cajal Bodies). C'est au
niveau des corps de Cajal que les snRNP vont achever leur maturation en subissant des
modifications post-transcriptionnelles au niveau des snRNA (2’-O-méthylation et
pseudouridylation de certains résidus), mais également en s’associant a des protéines
spécifiques qui sont essentielles a leur activité.

Cependant, dans le cas des snRNA U6 et U6atac, transcrits par I’ARN polymérase llI, le
processus de maturation des ARN est différent. En effet, la maturation de ces snRNA est un
processus exclusivement nucléaire. Les snRNA U6 et Ubatac ne possedent pas de site Sm et
la formation des snRNP U6 et U6atac implique I'association d’un anneau hétéro-
heptamérique de protéines similaires aux protéines Sm, les protéines LSm (Sm-Like), au
niveau d’une séquence poly-U située a I'extrémité 3’ de ces snRNA (Vidal et al., 1999 ; Achsel
et al., 1999). Les protéines Lsm2 a 8 ont des propriétés identiques aux protéines Sm a
I’exception qu’elles sont capables de former un anneau hétéro-heptamérique en absence de
I'ARN (Achsel et al., 1999). Ainsi, I'assemblage de I’'anneau LSm sur les snRNA U6 et U6atac
pourrait étre un processus en une seule étape. Cette anneau LSm sert par ailleurs de signal
de rétention nucléaire pour les snRNA U6 et U6atac (Achsel et al., 1999; Spiller et al., 20073,
2007b). De plus, ces snRNA sont modifiés post-transcriptionnellement dans le nucléole, et
non dans les corps de Cajal, qu’ils rejoignent ensuite pour s’associer aux snRNP U4 et
Udatac.

Les snRNP, une fois maturées, sont ensuite relocalisées avec leurs cofacteurs associés dans
les speckles qui sont des structures nucléaires dynamiques de taille et de forme variables
(Pour revue Spector and Lamond, 2011). Les études menées sur les speckles montrent que
ces structures contiennent peu ou pas d’ADN et que l'activité d’épissage se localise
essentiellement au niveau de la frontiere entre les speckles et les domaines chromatiques,
ce qui laisse a penser que les speckles auraient un réle de compartiment de stockage des
snRNP et de facteurs d’épissage. Le processus de relocalisation des snRNP recrutées au
niveau des speckles jusqu’aux sites de transcription n’est pas a I'heure actuelle élucidé

(Girard et al., 2012; Hall et al., 2006).
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UsnRNA transcrit par
I’ARN polymérase Il
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Figure 1.3 : Biogenése des UsnRNA transcrits par I’ARN polymérase Il : role du complexe SMN. Aprés leur
transcription dans le noyau, les U snRNA sont exportés dans le cytoplasme. Associés a la protéine Gemin 5 les
UsnRNA sont redirigés ensuite vers le complexe SMN ou les protéines Sm sous forme d’anneau heptamérique
reconnaisse le site Sm. L'assemblage des protéines Sm sur le snRNA s’accompagne de la conversion de la coiffe
monométhylée m7G en une coiffe triméthylée m2,2,7G (TMG) et d’'une maturation de I'extrémité 3’. La snRNP
formée est enfin importée dans le noyau, grace a I'anneau de protéines Sm, au sein de corpuscules nucléaires
appelés corps de Cajal (Cajal Bodies). C'est au niveau des corps de Cajal que les snRNP vont achever leur
maturation en subissant des modifications post-transcriptionnelles au niveau des snRNA et en s’associant a de
nouvelles protéines essentielles a leur activité.

1.2.2. Assemblage des complexes spliceosomaux : un processus dynamique.
1.2.2.1. Assemblage du spliceosome majeur.

L'assemblage du spliceosome est un processus complexe réalisé séquentiellement,
qui nécessite la présence des snRNP, mais également l'intervention de nombreuses autres
protéines. La formation du spliceosome est un phénoméne dynamique qui impliqgue de
nombreuses interactions ARN-ARN et protéines-ARN ainsi que des transitions structurales
des complexes spliceosomaux lors de I'activation du spliceosome et des étapes catalytiques
d’épissage. Les appariements intermoléculaires mis en place dans le spliceosome sont bien
caractérisés. Néanmoins, on est encore loin de comprendre les mécanismes a la base de la
dynamique de cette architecture.

L'assemblage du spliccosome nécessite la formation de plusieurs complexes
intermédiaires transitoires qui sont nécessaires pour I'épissage d’un intron. Des leur
syntheése, et avant méme l'initiation de I'assemblage du spliceosome, les transcrits Pol Il sont
associés a un ensemble de protéines, dont des facteurs de régulation de I'épissage, formant
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un complexe ribonucléoprotéique appelé complexe H (Figure 1.4A). L’assemblage du
spliceosome est ensuite initié par I'association de la snRNP U1l qui reconnait, par
appariement de bases, le site 5 donneur du pré-ARNm formant ainsi le premier complexe
dit d’engagement (complexe E) (Figure 1.4A). Cette reconnaissance est facilitée par la
protéine U1-C de la snRNP U1 (Muto et al., 2004). L'interaction entre le site 5' donneur et la
snRNP U1 pour la formation du complexe E est facilitée par d'autres facteurs, tels que les
protéines SR (Serine/Arginine) qui, comme nous le verrons plus en détails par la suite, jouent
un role essentiel dans I'assemblage du spliceosome et dans la régulation de I'épissage (Cho
et al., 2011). En effet, la plupart des interactions ARN-ARN formées a l'intérieur du
spliceosome sont faibles chez les vertébrés et nécessitent généralement l'aide de protéines
qui renforcent leur stabilité. L'établissement du complexe E comprend également la
reconnaissance du point de branchement par la protéine SF1/mBBP (Splicing Factor 1/
mammalian Branchpoint Binding Protein) qui interagit en coopération avec le facteur U2AF.
La protéine U2AF est un hétérodimére composé d’une sous unité de 65 kDa (U2AF65)
responsable de l'interaction avec SF1/BBP, mais également de la reconnaissance de la
séquence polypyrimidine du pré-ARNm et d’une sous unité de 35 kDa (U2AF35) qui interagit
avec le dinucléotide AG du site 3’ accepteur d’épissage (Figure 1.4A). L'ensemble de ces
interactions moléculaires conduit a I'établissement du complexe spliceosomal E et joue un
réle crucial dans la reconnaissance des extrémités d'un intron.

La formation du complexe E permet ensuite le recrutement de la snRNP U2 qui se fixe
sur le pré-ARNm au niveau de la boite de branchement et interagit avec la snRNP U1 pour
former le pré-spliceosome (complexe A) entrainant le déplacement de SF1/mBBP, mais
également un rapprochement des exons situés a chaque extrémité de l'intron a épisser
(Figure 1.4A). L’établissement de ce nouveau complexe nécessite de nombreuses protéines,
en particulier les protéines appartenant aux familles SF3a et SF3b, ainsi que des hélicases qui
permettent et contrdlent la transition structurale des ARN. Au sein du complexe A, le pré-
ARNmM va subir une transition structurale au niveau du point de branchement, afin de
repositionner I'adénosine portant le groupement 2’OH nécessaire a la réalisation de la

premiere étape catalytique de I'épissage.
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Figure 1.4 : Assemblage séquentiel des spliccosomes majeur et mineur (d’aprés Turunen et al., 2013). A.
L’assemblage du spliceosome majeur pour I'épissage des introns U2-dépendant commence par I'association de
la snRNP U1 avec le site 5 d’épissage et du facteur U2AF avec la séquence polypyrimidine située au site 3’
(formation du complexe E). Suite a la fixation de la snRNP U2 et la formation du complexe A, la triparticule
U4/U6.U5 s’associe au complexe entrainant la dissociation de la snRNP U1. Les snRNA U2 et U6 interagissent
entre eux et avec l'intron (formation du complexe B* actif, qui réalise la premiére étape de la réaction
d’épissage). Apres la premiére réaction d’épissage, des réarrangements structuraux ont lieu conduisant a la
formation du complexe C dans lequel la snRNA U5 aligne les deux extrémités des deux exons pour faciliter leur
ligation au cours de la seconde étape de la réaction d’épissage. L'ARNm formé et I'intron sous forme de lasso
sont libérés. B. L’assemblage du spliceosome mineur, utilisé pour |'épissage des introns U12-dépendant, ainsi
que les différentes étapes enzymatiques sont tres similaires a ceux du spliceosome majeur. Cependant, il existe
des différences entre les deux processus, en particulier les premiéres étapes d’assemblage qui ne sont pas
encore totalement élucidées et qui mettent en jeu une diparticule U11/U12.
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Par la suite, les snRNP U4, U5 et U6 qui sont préassemblées en tri-snRNP U4/U6.U5
sont recrutées pour la formation du complexe B (Figure 1.4A). Bien que toutes les snRNP
soient présentes dans ce complexe, ce dernier est encore inactif et va subir de nombreux
réarrangements de conformation et de composition afin de permettre la réalisation de la
premiere réaction catalytique. Ainsi, des interactions entre le snRNA U5 et les deux exons
vont conduire a un rapprochement entre les deux exons et perturber I'interaction des snRNP
U4/U6 entre elles et permettre a I'extrémité 5’ du snRNA U6 d’interagir avec les paires de
bases du site 5 donneur d’épissage. Ceci provoque le déplacement du snRNA U1, mais
également la libération de la snRNP U4. De plus, un réseau d’appariement de bases étendu
est formé entre les snRNA U6 et U2, permettant la juxtaposition du site 5' donneur
d’épissage et du point de branchement avec le résidu adénosine positionné favorablement.
L’établissement de cette configuration (complexe B*) entraine I'activation du spliceosome
qui réalise la premiére réaction de trans-estérification générant ainsi le complexe C (Figure
I.4A). Avant la deuxiéme étape catalytique, des réarrangements supplémentaires se
produisent afin de repositionner les intermédiaires d'épissage de la seconde étape de
I'épissage et permettre une attaque nucléophile de I'exon 5 ' au site 3’ d’épissage (Konarska
et al., 2006). Cette deuxieme réaction de trans-estérification entraine la dissociation du
spliceosome libérant les différentes snRNP U2, U5 et U6 qui sont ensuite recyclés pour la

réalisation d’un nouveau processus d’épissage.

[.2.2.2 ASSEMBLAGE DU SPLICEOSOME MINEUR.

La voie d’assemblage du spliceosome mineur est tres similaire a celle du spliceosome majeur
dans sa globalité, mais il subsiste des différences (Figure 1.4B). La principale étant
I’établissement d’une di-snRNP U11/12 préformée qui reconnait le site 5 donneur et le
point de branchement de maniére coopérative, sans la formation d’un complexe
d’engagement et forme un pré-spliccosome (Frilander and Steitz, 1999). De plus,
I'appariement de bases entre la snRNP U11 et le site 5’ donneur n’est pas identique a celui
réalisé avec la snRNP U1l. En effet, I'interaction entre la snRNP U11 et le site 5" donneur ne
passe pas directement par le snRNA, mais se fait par I'intermédiaire des domaines en doigt
de zinc de la protéine U11-48K de la snRNP U11 (Turunen et al., 2008). L’interaction du

snRNA U12 avec le point de branchement est similaire a celle formée par le snRNA U2, et il
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est possible que le facteur SF3b participe également au processus de reconnaissance du
spliceosome mineur afin de stabiliser le complexe formé (Schellenberg et al., 2011). Les
introns de type U12 ne présentent pas de séquence polypyrimidine et ne nécessitent donc
pas U2AF dans le processus, mais une autre protéine, appelée Urp (U2AF35 related protein),
est nécessaire pour la reconnaissance et la formation du complexe (Shen et al., 2010). Suite
a la reconnaissance de la di-snRNP U11/U12, la tri-snRNP U4atac/U6atac/U5 s’associe sur le
pré-spliceosome pour former un complexe B catalytiquement actif (Figure 1.4B). Les étapes
suivantes sont ensuite tres similaires a celles décrites pour le spliceosome majeur (Pour

revue Turunen et al., 2013).

|.3. L'EPISSAGE ALTERNATIF.

Il existe chez ’'homme de nombreux introns dont les sites 5’ et 3’ d’épissage sont
dégénérés par rapport aux séquences consensus. Par conséquent, la seule reconnaissance
de ces sites n’est pas suffisante pour la définition et I'épissage des introns, ce qui nécessite
I'intervention de séquences régulatrices supplémentaires. Ces séquences régulatrices
permettent des modulations du taux d’utilisation des sites d’épissage entrainant un épissage
dit alternatif des exons (Lim and Burge, 2001). L'épissage alternatif est un phénomene
majeur chez I'homme, qui au cours de I'évolution a permis d’augmenter significativement la
capacité codante de notre génome en exprimant plusieurs protéines avec des fonctions ou
des spécificités distinctes voir méme opposées, a partir d’un seul géne. A I’heure actuelle, il
est estimé que pres de 93% des genes humains subissent au niveau de leurs pré-ARNm un
épissage alternatif qui peut varier d’un tissu a l'autre (Wang et al., 2008). L'épissage
alternatif joue un réle crucial dans la plupart des processus cellulaires dont la différenciation
et la croissance cellulaire, mais également dans la capacité de répondre rapidement et de
maniere adaptée aux changements environnementaux et aux différents stress cellulaires
(Barbosa-Morais et al., 2012; Pleiss et al., 2007; pour revue Chen, 2015). Le spliceosome
réalise a la fois les épissages constitutif et alternatif. De ce fait, la régulation de son
assemblage est un point de contréle clé dans le processus d’épissage alternatif. Des
modulations aberrantes de |'épissage alternatif peuvent avoir des conséquences tres
négatives pour la cellule voir pour I'organisme et étre ainsi a I'origine de nombreuses

pathologies (pour revue Cooper et al., 2009).
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1.3.1. Les differents types d’événements d’épissage alternatif.

Huit grands types d’évenements d’épissage alternatif différents ont pu étre mis en
évidence et sont illustrés dans la figure 1.5 :

- Les exons cassettes: c’est I'événement d’épissage alternatif le plus fréquent.
L’exon alternatif peut étre soit inclus, soit exclus de ’ARNm de maniére tissus spécifique ou
en fonction des conditions physiologiques.

- Les exons mutuellement exclusifs : bien que deux exons mutuellement exclusifs
aient chacun des sites 5" et 3’ fonctionnels, la reconnaissance par le spliceosome d’un des
couples de sites abolit la reconnaissance de l'autre. Par conséquent, ces exons ne sont
jamais présents ensemble au sein du méme ARNm.

- Les sites 5’ ou 3’ alternatifs d’épissage: il peut exister au niveau de certains exons
plusieurs sites 5’ ou 3’ d’épissage fonctionnels qui entrent alors en compétition. Selon le site
utilisé lors de I'épissage, les conséquences de la sélection d’un site par rapport a un autre
sont la formation d’isoformes d’ARNm plus ou moins long.

- La rétention d’intron : c’est le cas le plus rare, mais dans certains cas, les sites 5’ et
3’ d’épissage ne sont pas reconnus et l'intron associé est alors maintenu au sein de ’ARNm.
Ce phénomene est généralement lié a un défaut lors de la reconnaissance de I'intron par la
machinerie d’épissage.

- Les exons alternatifs en 5" du pré-ARNm : il peut exister au niveau de la séquence
génomique plusieurs sites d’initiation alternatifs de la transcription, qui conduisent a la
synthése de différents transcrits. Ces différents sites d’initiation peuvent moduler soit
I'inclusion d’exons en 5’ mutuellement exclusifs, soit I'inclusion d’un exon ou d’un groupe
d’exons localisés en aval du site d’initiation entrainant la formation d’une isoforme de taille
différente.

- Les exons en 3’ du pré-ARNm alternatifs : différents exons d’'un méme géne
peuvent contenir un site de polyadénylation. Par conséquent, la reconnaissance d’un
premier site de polyadénylation peut empécher l'inclusion d’un ou plusieurs exons en aval
du site de polyadénylation, conduisant a la formation de différentes isoformes avec des

exons terminaux différents.
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- Sites de polyadénylation alternatifs : il est également possible qu’au sein d’'un méme
exon il existe plusieurs sites de polyadénylation alternatifs dont I'utilisation peut

conduire a la synthése de différentes isoformes d’ARNm.

Exon cassette
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Figure 1.5 : Les différents modes d’épissage alternatif des pré-ARNm. Les fleches désignent les promoteurs
alternatifs et les pA, les signaux de polyadénylation.
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Les différents types d’évenements d’épissage alternatif peuvent étre combinés au
sein d’'un méme pré-ARNm et conduire a différentes isoformes d’ARNm issues d’'un méme
géne. La production d’une isoforme au dépend d’une autre est régulée par la nature des
sites d’épissage, la présence de séquences cis-régulatrices, ainsi que la concentration des
facteurs protéiques de régulation de I'épissage. De plus, le type cellulaire, les conditions
environnementales, le patrimoine génétique, ainsi que I'état global physiologique de la
cellule influencent le taux de production d’une isoforme par rapport aux autres (Lu et al.,

2012; pour revue Wang and Burge, 2008).

1.3.2. Les séquences cis-régulatrices de I'épissage.

Comme mentionné précédemment, la dégénérescence des séquences des sites 5’ et
3’ d’épissage conduit a [I'existence de sites d’épissage dits sous-optimaux, moins
efficacement reconnus par le spliceosome. L’utilisation de ces sites nécessite la présence de
facteurs protéiques qui interagissent soit au niveau de I'exon, soit au niveau de l'intron en
s'associant a des séquences appelées cis-régulatrices afin de favoriser ou inhiber le
recrutement du spliceosome.

Les séquences cis-régulatrices activatrices sont appelées ESE (pour “Exonic Splicing
Enhancer”), lorsqu’elles sont localisées au sein d’un exon, ou ISE (pour “Intronic Splicing
Enhancer”), lorsqu’elles sont localisées dans un intron. De méme, les séquences cis-
régulatrices inhibitrices sont appelées ESS (pour “ Exonic Splicing Silencer”’) et ISS (pour
“Intronic Splicing Silencer”’) (Wang et al., 2006; pour revue Blencowe, 2006).

Au niveau d’'un méme site d’épissage, il est possible de trouver simultanément des
séquences cis-régulatrices inhibitrices et activatrices qui entrent alors en compétition. Les
séquences cis-régulatrices agissent toujours par l'intermédiaire de protéines partenaires,
dont les protéines SR qui sont majoritairement associées aux éléments activateurs, et les
protéines hnRNP qui sont, le plus souvent, associées aux séquences inhibitrices, mais
également d’autres protéines telles que FOX1, NOVA , TDP43 et MBNL1 (Chen et al., 2015b;
Matlin et al., 2005). De ce fait, la régulation de |'épissage alternatif est souvent dépendante

de la concentration relative des facteurs activateurs et inhibiteurs de I'inclusion des exons.
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l.4. LES COMPLEXES SPLICEOSOMAUX : UNE MACHINERIE COMPLEXE, DYNAMIQUE ET
METTANT EN JEU UN TRES GRAND NOMBRE DE PROTEINES.

Les complexes spliceosomaux sont des complexes ribonucléoprotéiques renfermant
un tres grand nombre de protéines, qui peuvent représenter jusqu’a plus de deux tiers de
leur masse. Les complexes spliceosaux humains peuvent nécéssiter au total plus de 170
protéines distinctes qui permettent d’assurer le mécanisme de base de |'épissage et qui sont
associées pour certaines directement aux snRNP, ou aux constitutants des sous-complexes
protéiques nécessaires a la formation des corps spliceosomaux, a leur régulation ou a leur
activité. En fait, les complexes splicecosomaux évoluent énormement tant dans la nature des
interactions ARN-ARN, ARN-protéine que protéine-protéine, depuis I'assemblage des pré-
spliccosomes jusqu’aux complexes portant l'activité pour la 1 étape de la réaction
d’épissage, puis a ceux catalysant la 2°me étape et ceux permettant la libération d’'un ARNm
apres élimination des introns. D’ou la notion de complexes spliceosomaux et non plus d’une
et uniqgue machinerie d’épissage: le spliceosome. Cette complexité permet d’assurer
I'efficacité et la précision des épissages constitutif et alternatif. Par ailleurs, de nombreuses
protéines assurant la régulation de I'épissage (environ 300) sont retrouvées aux complexes
spliceosomaux, dont la pluspart sont préassemblées en complexes hétéromeres stables afin
d’assurer leur association aux pré-complexes spliceosomaux (Rappsilber et al., 2002; pour
revue Wahl et al., 2009). La famille des protéines SR et SR-like joue un réle tres particulier
dans les mécanismes d’épissage, dans la mesure ou d’un coté elles sont requises pour le

mécanisme de base et de l'autre elles interviennent dans la régulation de |'épissage en

contrecarrant souvent |'effet négatif des protéines hnRNP.
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1.4.1. Les proteines SR.

L'épissage des pré-ARNm chez les métazoaires, et en particulier les vertébrés, est
dépendant des protéines SR, une famille de facteurs d'épissage essentiels a la fois pour la
mise en place d’interactions protéine-protéine permettant I'assemblage de la machinerie de
base de I'épissage, mais aussi la définition des exons, et la régulation de leur utilisation. Les
protéines SR comportent un domaine C-terminal qui est riche en répétitions de dipeptides
arginine-sérine (appelé domaines RS). Les domaines RS ont pour fonction de permettre des
interactions avec d’autres protéines possédant le méme type de domaines (Zahler et al.,
1992). Ces interactions protéine-protéine permettent de faciliter |’assemblage du
spliceosome dans la mesure ou un nombre important de protéines associées directement
aux snRNP possedent des domaines RS. Les domaines RS peuvent également renforcer la
stabilité des interactions avec les ARN. Les protéines SR sont également caractérisées par le
fait qu’elles possédent un ou deux domaines d’interactions avec les I’ARN de type RRM (pour
RNA Recognition Motif). Les protéines SR sont subdivisées en deux sous familles sur la base
du nombre de domaines RRM qu’elles possédent. On distingue d’une part la sous famille
SRSF1, qui possede deux domaines RRM, et d’autre part, la sous famille SRSF2 qui n’en
posséde qu’un. C’est sur la base de ces caractéristiques de domaines et de séquences, qu’en
2010, une nouvelle classification des protéines SR a été proposée en les définissant comme
« toutes protéines ayant un ou deux domaines RRM suivie d’un domaine SR d’au moins 50
acides aminés avec une teneur en arginine et sérine de 40% » (Manley and Krainer, 2010).
Cette nouvelle classification, beaucoup plus stricte que les précédentes, a permis d’établir
I’existence de 12 protéines SR chez 'lhomme dont les noms sont donnés dans le tableau I.1
et qui sont maintenant dénommeées "SRSF" (Serine/arginine-rich splicing factor), suivi d'un
numeéro issu de la nomenclature de leurs genes et reflétant I'ordre chronologique de leur

découverte (Tableau I.1).
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Symbole du géne Noms précé’t_jents Nouvelles Domaines protéiques
de la protéines nomenclature

SFSR1 ASF/SF2; ASF;SRp30a SFSR1 [RRM1 | RRM2 | RS |
SFSR2 SC35; PR264; SRp30b SFSR2 [ RRM | RS |
SFSR3 SRp20 SFSR3 [RRM | Rs |
SFSR4 SRp75 SFSR4 [ RRM1 | RRM2 | RS |
SFSR5 SRp40; HRS SFSR5 | RRM1 | RRM 2 | RS |
SFSR6 SRp55; B52 SFSR6 [ RRM1 | RRM2 | RS |
SFSR7 9G8 SFSR7 [ RRM [zn| RS |
SFSR2B SRp46 SFSR8 [ RRM | RS |
SFSR9 SRp30c SFSR9 [ RRM1 | RRM2 | Rs |
SFSR13A | SRp38; TASR1; Srrpa0 | SFSR10 | RRM [ RS |
SFSR11 SRp54; p54 SFSR11 | RRM | RS |
SFSR13B Srrp35 SFSR12 | RRM | RS |

Tableau 1.1 : Liste des protéines SR exprimées chez I’homme. (Adapté de (Manley and Krainer, 2010).

Le symbole du gene, I'ancienne nomenclature, la nouvelle nomenclature proposée en 2010 ainsi que
I’'organisation générale des différentes protéines SR humaines sont indiqués. RS : domaine riche en arginines et
en sérines a l'origine d’interactions protéine-protéine. RRM: pour RNA Recognition Motif, domaine
d’interaction avec I’ARN. Zn : motif doigt a zinc.

1.4.1.1. Structure des proteines SR et leur interaction avec les ARN.

La structure des domaines RRM de la plupart des protéines SR a pu étre établie, en
particulier par RMN et par cristallographie (Daubner et al., 2013). Un domaine RRM (RRM1)
est localisé en N-ter de toutes les protéines SR (RRM1). Il est constitué de 4 feuillets B et
deux hélices a qui adoptent une topologie de type B1l-al-f2-B3-a2-B4 (Figure I.6) (Maris et
al., 2005). Les feuillets B1 et 3 constituent une surface d’interaction avec I’ARN caractérisé
par la présence de deux séquences conservées, appelées RNP1 et RNP2, respectivement
localisées au niveau des feuillets B3 et B1 (Figure 1.6). Ces séquences RNP participent a la
spécificité de reconnaissance des ARN et sont en général essentielles a I'interaction des
domaines RRM avec I’ARN. Néanmoins, les études réalisées par I'équipe de F. Allain mettent
en évidence une grande variété de modeles d’interaction des ARN avec les domanes RRM et

en particulier I'intervention d’interactions avec les hélices.
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Figure 1.6 : Schéma d’un domaine RRM. Les feuillets B sont représentés par une fléche verte et les hélices a par
un rectangle rose.

Le second domaine RRM (RRM2), aussi appelé domaine pseudo RRM, qui caractérise les
protéines de la sous famille SRSF1, est structuralement proche du domaine RRM1 (Birney et
al., 1993). Cependant les séquences RNP retrouvées dans les domaines RRM2 présentent
généralement des dégénérescences de séquences par rapport a celles des domaines RRM1
(Caceres et al., 1997). Grace a des expériences de SELEX (pour Systematic Evolution of
Ligands by EXponential enrichment), les séquences ARN de haute affinité pour les protéines
SR ont été déterminées, ce qui a permis de réaliser des analyses structurales poussées des
interactions par RMN montrant la complexité des mécanismes qui assurent la spécificité de

reconnaissance des ARN (Tableau I.2). (Nagai et al., 1990; Daubner et al., 2013).
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Noms précédents Nouvelles

. Site de fixation a 'ARN
de la protéines nomenclature

Symbole du géne

SFSR1 ASFISF2; ASF;SRp30a SFSR1 RGAAGAAC (SELEX)
AGGACRRAGC (SELEX)

SRSASGA (S100) (SELEX fonctionnel)
CRSMSGW (S100) (SELEX fonctionnel)
UGRWG (CLIP)

SFSR2 SC35; PR264; SRp30b |  SFSR2 AGSAGAGUA (SELEX)
GUUCGAGUA (SELEX)

GRYY C/A G/IC YR (S100) (SELEX fonctionnel)
UGUUCSAGWU (SELEX)

GWUWCCUGCUA (SELEX)

GGGUAUGCUG (SELEX)

GAGCAGUAGKS (SELEX)

AGGAGAU (SELEX)

UGCNGYY (EN) (SELEX fonctionnel)

SFSR3 SRp20 SFSR3 WCAKCUUUA (SELEX)

AUCCNNA (SELEX)

WCAUCGAY (SELEX )

YWCUUCAU (SELEX)

CUWCAAC (SELEX)
GGUCCUCUUC(EMSA)

WCWWC (Test épissage)

CUCKUCY (EN) (SELEX fonctionnel)
CCUCGUCC (EN) (SELEX fonctionnel)

SFSR4 SRp75 SFSR4 GAAGGA (Pontage UV)

SFSR5 SRp40; HRS SFSR5 GAGCAGUCGGCUC (SELEX)
UGGGAGCRGUYRGCUCGY (SELEX)
YRCRKM ($100) (SELEX fonctionnel)
ACDGS (5100) (SELEX fonctionnel)

SFSR6 SRp55; B52 SFSR6 GRUCAACCNGGCGACMG (SELEX)
USCGKM ($100) (SELEX fonctionnel)
YYWCWSG ($100) (SELEX fonctionnel)

SFSR7 9GS SFSR7 UCAACA (Pontage UV)

AGACKACGAY (SELEX)

ACGAGAGAY (SELEX)

GGACGACGAG (EN) (SELEX fonctionnel)

SFSR9 SRp30c SFSR9 GACGAC (SELEX fonctionnel)
AAAGAGCUCGG (SELEX fonctionnel)
CUGGAUU (EMSA)

SFSR13A SRp38; TASR1; Srrp40 SFSR10 ACAAAGACAAA (SELEX)

SFSR11 SRp54; p54 SFSR11 Riche en C (Pontage UV)

Tableau 1.2 : Séquences reconnues par les protéines SR. Pour chaque séquence présentée, nous avons précisé
la méthode d’identification. N= tout nucléotides ; R=purine ; Y=pyrimidine ; D=A, Gou U; K=U ou G; M=A ou
C;S=GouC; W=Aou U. (d'aprésla revue de Long et Caceres, 2009).
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1.4.1.2. Les proteines “SR-like”.

Il existe un grand nombre de protéines qui ne sont pas conformes a I'ensemble des
critéres nécessaires pour appartenir a la famille des protéines SR, bien qu’elles possédent
également un ou plusieurs domaines RS. Ces protéines appelées SR-like ou SRrp (pour SR
protein-related) participent a de nombreux processus dont [|'épissage, certaines
interviennent dans le couplage entre transcription et épissage, d’autres facilitent Ia
libération des ARNm du spliceosome ainsi que leur export (Ohno and Shimura, 1996; pour
revue Long and Caceres, 2009). Ces protéines se distinguent par le fait qu’elles ne possedent
pas nécessairement de domaines de liaison a I’ARN de type RRM, et/ou que leurs domaines
RS ne soient pas localisés a I'extrémité N-terminale. En plus, elles peuvent posséder d’autres
domaines qui leur conferent des activités enzymatiques. C'est notamment le cas des
protéines SR-like HRH1 et hPRP16, qui possedent en plus d’un domaine RS situé dans la
région C-terminale, une boite DEXD/H qui confére a ces protéines leur activité hélicase. Les
protéines SR-like présentent une vaste diversité d’activité et interviennent a toutes les
étapes de I'épissage, de la formation des snRNP pour les protéines U1-70K, U4/U6.U5-27K et
U5-100K, ainsi qu’au recrutement du spliceosome avec les protéines U2AF35 et U2AF65,
jusqu’a la régulation de I'épissage par hTRA2a et hTRA2[B (Figure 1.7) (Tacke et al., 1998;

pour revue Graveley, 2000).

Facteurs U2AF : Facteurs intervenant dans le

mécanisme de base de I'épissage. Régulateurs d’épissage

uar3s | | RRM | | RS | hTra2a | RS | | RRM | | RS |
u2AFe5 | |Rs| | RRM || RRM || RRM | | htra2g | RS | | RRM || RS |
Composants des UsnRNP Protéines Kinases
ui-7ok | | RRM | | Rs |  |Rs| | Clk/Sty RS Kinase
uso0c  [TTRSTIT] ComomEx
u4ue.us-27k [ RS ||

ARN Hélicases

— 5 omomea
P — ]

Figure 1.7 : Exemples de protéines a domaines RS autres que les protéines SR (Graveley, 2000 ; Long and
Caceres, 2009).
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1.4.1.3. ROles des proteines SR dans le mécanisme de base de |'épissage constitutif et ses
régulateurs.

Les protéines SR, de par leur structure, établissent de nombreuses interactions avec
les pré-ARNm ainsi qu’avec différentes protéines tout au long du processus d’épissage. En
effet, les protéines SR interviennent dans la reconnaissance de l'exon en 5’ ceci en
interagissant avec les protéines CBP20 et CBP80 du complexe CBC fixé sur la coiffe afin de
permettre le recrutement de la snRNP Ul (Lewis et al., 1996). Dés les premiéres étapes
d’assemblage du spliceosome, les protéines SR contribuent également a la reconnaissance
des introns et exons en interagissant avec les éléments ESE ou ISE. Cette reconnaissance des
séquences cis-activatrices favorise le recrutement de la snRNP U1, par l'intermédiaire de la
protéine U1-70K, au site 5’ d’épissage, ainsi que du complexe U2AF sur la séquence
polypyrimidine (Wu and Maniatis, 1993; Tarn and Steitz, 1994; Cho et al., 2011; pour revue
Bradley et al., 2015). Cet ensemble d’interactions participe au rapprochement des sites 5’ et
3’ lors de I'assemblage du spliceosome. De maniere générale les protéines SR favorisent et
stabilisent I'assemblage du spliceosome, et semblent également participer au respect du bon
ordre de ligation des exons au cours de I'épissage d’un transcrit (lbrahim et al., 2005).

Les protéines SR interviennent aussi dans la régulation de I'épissage alternatif. En
effet, elles permettent de réguler I'inclusion d’exons alternatifs avec des sites spécifiques de
reconnaissance sur le pré-ARNm grace a l'interaction et a la coordination de protéines SR
entre elles (Figure 1.8). Ainsi, une variation d’expression d’une protéine SR peut entrainer des
modulations de I'épissage alternatif et favoriser I'inclusion ou I’exclusion d’un grand nombre
d’exons (Pandit et al., 2013 ; Han et al., 2011; pour revue Bradley et al., 2015). Enfin les
protéines SR sont associées a la reconnaissance du dernier exon d'un pré-ARNm en
interagissant avec la machinerie de polyadénylation et la protéine PAP (pour poly A
Polymérase) qui favorise le recrutement du facteur U2AF65 au niveau du site 3’ d’épissage.
Elles interviennent également dans la régulation de I'utilisation des sites de polyadénylation

alternatifs (Blechingberg et al., 2007; Kyburz et al., 2006; Vagner et al., 2000).
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Figure 1.8 : Role des protéines SR dans I'épissage des ARNm. Les protéines SR, par l'intermédiaire de leur
domaine SR, favorisent la reconnaissance des sites 5’ et 3’ d’épissage par la snRNP U1 et le complexe U2AF lors
de la définition des exons. Les protéines SR participent également a la reconnaissance des exons en 5’ et en 3’
des pré-ARNm en interagissant avec le CBC (Cap Binding Complex) et en favorisant le recrutement de la
protéine polyA Polymérase (PAP).
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1.4.1.4. Modifification post-traductionnelle et régulation de I'activité des protéines SR.

La régulation de I'activité des protéines SR, ainsi que de toutes les protéines ayant
des domaines SR, est largement dépendante de la présence de modifications post-
traductionnelles. La majorité de ces modifications post-traductionnelles sont des
phosphorylations réalisées principalement par deux familles de protéines kinases: les
protéines kinases SR spécifiques (SRPK) et les protéines CLK/Sty (pour cdc2-like
kinase/serine, thréonine et tyrosine). Bien que, ces deux familles de kinases aient des
propriétés communes pour permettre la phosphorylation des protéines SR au niveau de leur
domaine SR, elles différent en termes de spécificité et de mécanisme d’action. En effet, les
protéines SRPK phosphorylent les protéines SR au niveau de plusieurs sites sur une longue
répétition Arg-Ser a I'extrémité N-terminale du domaine RS, tandis que les protéines CLK/Sty
reconnaissent des répétitions plus courtes présentant plusieurs dipeptides Ser-Pro au niveau
de I'extrémité C-terminale du domaine SR (Aubol et al., 2013; Colwill et al., 1996a, 1996b).
Le degré de phosphorylation du domaine RS est par ailleurs régulé par de nombreuses
phosphatases cellulaires. Cette régulation de I'état de phosphorylations des protéines SR
permet de moduler leur affinité pour d’autres protéines a domaine RS, leur localisation
cellulaire ainsi que leur activité. Ainsi, une méme protéine SR peut présenter différents états
de phosphorylation au cours du temps et selon les processus cellulaires dans lesquels elle est

impliquée. De récentes études montrent que la régulation des différentes formes
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phosphorylées des protéines SR peut en partie étre sous le controle de longs ARN non
codant (Cooper et al., 2014; Tripathi et al., 2010). Ce cycle dynamique de phosphorylation et
de déphosphorylation des protéines SR est essentiel pour de nombreux processus
cellulaires, en particulier I'initiation et I’'assemblage des complexes spliceosomaux, ainsi que
la régulation de I'épissage alternatif (Cao et al., 1997; Xiao and Manley, 1997; pour revue

Howard and Sanford, 2015).

1.4.1.5 LOCALISATION DES PROTEINES SR DANS LA CELLULE.

Comme dit précédemment, la localisation des protéines SR est fortement associée au
degré de phosphorylation de leur domaine SR. Les domaines RS contiennent généralement
aussi un signal de localisation nucléaire qui peut parfois s’étendre jusqu’au domaine de
fixation a I’ARN, ce qui favorise leur concentration dans le noyau et plus particulierement
dans les speckles. La localisation des protéines SR dans les speckles n’est pas définitive et ces
protéines selon leur degré de phosphorylation peuvent se déplacer d’un speckle a un autre,
mais également rejoindre des sites de transcription environnant (Misteli and Spector, 1999;
Misteli et al., 1997). Par ailleurs, une hyperphosphorylation du domaine RS des protéines SR
entraine leur relocalisation dans le cytoplasme, ou elles ont des activités différentes dans de

nombreux processus cellulaires autre que I'épissage.

1.4.1.6 LES PROTEINES SR : DES PROTEINES MULTIFONCTIONNELLES.

Le degré de phosphorylation des protéines SR affecte, non seulement leur
localisation, mais également leur activité dans I'épissage, ainsi que leurs activités dans
d’autres processus biologiques. En effet, au cours de la derniere décennie, le role des
protéines SR a été étendu a tout un ensemble de processus cellulaires autres que I'épissage.
Par exemple, les protéines SRSF1 et SRSF2 peuvent réguler le recrutement de I'ARN
polymérase Il et moduler |'efficacité de transcription et donc d’élongation du pré-ARNm
naissant (Ji et al., 2013; Lin et al., 2008). Les protéines SR peuvent également intervenir dans
le transport des ARNm du noyau vers le cytoplasme. En effet, les protéines SR servent, grace
a leurs domaines RRM et RS, d’adaptateurs entre les ARNm et des facteurs protéiques

d’exports nucléaires (Hautbergue et al., 2008; Huang et al., 2003). De plus, les protéines SR
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sont impliquées dans la régulation de la traduction. Ainsi, SRSF1 est associée a pres de 1500
ARNm au sein des polysomes, en particulier des ARNm codant des protéines impliquées
dans le cycle cellulaire. Elle est également nécessaire a leur traduction. Il a été également
rapporté que les protéines SR sont des acteurs importants dans les mécanismes de
surveillance de la qualité des ARNm en favorisant I'activité du NMD (Nonsense Mediated
MRNA Decay) (Maslon et al., 2014; Zhang and Krainer, 2004; Sanford et al., 2004). Les
protéines SR peuvent également intervenir dans la stabilité des ARNm, le maintien de la
stabilité génomique et la transformation oncogénique (Zhong et al., 2009, 2005; pour revue
Long and Caceres, 2009; Huang and Steitz, 2005). Tous ces processus sont donc liés par les
protéines SR, ce qui suggere que ces phénomeénes sont couplés et non distincts ou
segmentés comme proposé a l'origine (Pour revue Braunschweig et al., 2013a; Das and

Krainer, 2014).

1.4.2. Les protéines hnRNP.

Les protéines hnRNP (pour heterogeneous nuclear ribonucleoprotein particule) ont
été initialement décrites pour leur capacité a interagir avec les ARN nouvellement
synthétisés par ’ARN polymérase Il, entrainant la formation de particules hétérogenes dont
elles tirent leur nom. Cette famille protéique est composée d’une vingtaine de membres
dont certains font partie des protéines les plus abondantes au sein de la cellule, telle la
protéine hnRNP A1l qui est présente en plus grande quantité que la snRNP U1 (Dreyfuss et
al., 1993; pour revue Han et al., 2010). Les protéines hnRNP sont classées par ordre
alphabétiques de A (34kDa) a U (120 kDa) en fonction de leurs poids moléculaires. Les
protéines hnRNP forment des complexes ARN-protéines avec les ARN et interviennent dans
leur maturation, en particulier I'épissage. Elles interviennent aussi dans de nombreux
processus cellulaires nucléaires, tels que I'activation de la transcription, le remodelage de la
chromatine et également dans I'export des ARN dans le cytoplasme, leur stabilité et leur
traduction. Par conséquent, ces protéines jouent plusieurs réles essentiels dans la cellule au

méme titre que les protéines SR.
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1.4.2.1. Structure des protéines hnRNP et interaction avec ’ARN.

Toutes les protéines hnRNP contiennent un ou plusieurs domaines d’interaction avec
I’ARN : domaines RRM, RRMH (pour RRM homology) ou KH (pour K homology) (Tableau I1.3).
Les domaines RRM sont similaires a ceux retrouvés au sein des protéines SR. Les domaines
RRMH se distinguent des domaines RRM canoniques par la présence d’une boucle B3
supplémentaire et I'absence de séquences RNP consensus. Ils ont un mode d’interaction
avec I’ARN différent de celui des domaines RRM classiques, pouvant varier selon la protéine
hnRNP (Dominguez and Allain, 2005, 2006; Vitali et al., 2006). Les domaines KH ont été
nommeés ainsi en raison de leur découverte au sein de la protéine hnRNP K. Le domaine KH
de type | est classiguement retrouvé chez les eucaryotes et présente une organisation
structurale de type Bl-al-a2-B2-B-a’, distincte de celle des domaines RRM (pour revue
Valverde et al., 2008). Les protéines hnRNP présentent donc une vaste diversité de domaines
pour interagir avec I’ARN.

Cette diversité de domaines d’interaction a I’ARN permet la reconnaissance d’une
multitude de séquences ARN et les spécificités d’interactions de certaines des protéines
hnRNP avec I’ARN ont été déterminées par des expériences de SELEX (Tableau 1.4). Parmi ces
séguences, on notera qu’un certain nombre de protéines hnRNP présente une forte affinité
pour les séquences riches en résidu G (Pour revue Han et al., 2010). En plus des domaines de
fixation a ’'ARN, les protéines hnRNP contiennent un ou plusieurs domaines auxiliaires riches
en glycine (domaine Gly) qui sont caractérisés par la présence de motifs tri-peptidiques Arg-
Gly-Gly (motif RGG) intercalés de résidus phénylalanine et tyrosine. Les domaines Gly ont un
role essentiel pour les protéines hnRNP car ils stabilisent I'interaction des protéines hnRNP
avec ’ARN et permettent également d’établir des interactions protéine-protéine. Ainsi, le
domaine Gly de la protéine hnRNP Al stabilise les interactions des domaines RRM et
permet, par le biais d'interaction protéine-protéine, la fixation coopérative de plusieurs
molécules de hnRNP A1l sur une méme molécule d'ARN (Casas-Finet et al., 1993; Hallay et
al., 2006). Cette propriété de la protéine hnRNP Al est importante pour la régulation de
I'épissage alternatif par cette protéine. En effet, la fixation de hnRNP Al a un site de haute
affinité grace aux domaines RRM1 et RRM2 peut s'accompagner de la fixation d’autres
molécules de protéine hnRNP Al sur des sites adjacents de plus faible affinité par

oligomérisation, mais également d’interactions avec d’autres protéines, telle la protéine
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hnRNP H (Fisette et al.,, 2010; Hallay et al., 2006). Les motifs RGG sont d’autant plus
essentiels pour la protéine hnRNP U, qui ne possede pas de domaine classique de fixation a
I’ARN, et interagit avec ses partenaires ARN uniquement via son domaine Gly (Kiledjian and
Dreyfuss, 1992). Cette diversité structurale des protéines hnRNP permet une modularité et
une grande variabilité en termes de combinaisons et d’interactions protéiques, qui sont a la

base d’une diversité fonctionnelle de ces protéines au sein de la cellule.
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Tableau 1.3 : Structure générale et domaines des protéines hnRNP. HnRNP A/B représente les hnRNP (A0, Al,
A2/B1 and A3) qui ont des structures similaires, bien qu’elles soient exprimées par des génes différents. HnRNP
M et Q représentent respectivement les hnRNP M1 a 2 et les hnRNP Q1 a 5. Les différents domaines ou motifs
des hnRNP sont représentés par des rectangles : RRM (RNA Recognition Motif) ; RRMH (RNA Recognition Motif
Homologue) ; KH (K Homology) ; Gly (riche en glycine) ; motif RGG (Arg-Gly-Gly) ; Asp-Glu/GIn (domaine riche
en résidus Arp-Glu ou GlIn). D’aprés Han et al., 2010 ; Krecic and swanson., 1999 ; Dreyfuss et al., 2002.
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Sym?ﬂ;ﬂgfé"e Séquence d’interaction ARN
AB Ga(AUs)sA (AD) UAGGG, (Py)UAG (A1,A1s)
GCCAAGGAGCC (A3) GCCAAGGAGCC (A2,B1)
c Richeen U AGUA(U)SGUGGA
D Riche en A/U UUAG/G
E Poly (C) Poly (G)
F Poly (G)
G AAGU
H GGGA/C Poly (G)
2H9 GGGA
| Riche en C/U
K Poly (C) AU(C)314(A/U)2
L Répétition de C/A
M GAGGAGG
P
Q
R
u Poly (G) Riche en A/U

Tableau 1.4: Séquences reconnues par les différentes protéines hnRNP (méthode SELEX). HnRNP A/B
représente les hnRNP (A0, A1, A2/B1 and A3), pour chaque séquence d’interaction il est indiqué en marron la
protéine hnRNP qui est spécifiquement associée a cette séquence. HNRNP M et Q représentent respectivement
les hnRNP M1 a 2 et les hnRNP Q1 a 5. Les résidus G sont représentés en rouge. D’aprés Han et al., 2010 ;
Krecic and Swanson., 1999 ; Dreyfuss et al., 2002.

1.4.2.2. Localisation des protéines hnRNP dans la cellule.

Les protéines hnRNP ont globalement une localisation diffuse dans le nucléoplasme,
mais sont exclues des nucléoles. Cependant, les protéines hnRNP prises individuellement
peuvent avoir des spécificités de localisation dans le noyau comme c’est le cas pour la
protéine hnRNP L qui est localisée dans des foci non-nucléolaires associés avec des
chromosomes (Pifiol-Roma et al., 1988). La localisation nucléaire des protéines hnRNP est
essentiellement due a la présence d’un signal de localisation nucléaire appelé NLS (pour
"Nuclear Localization Signal"). Toutefois certaines protéines, comme hnRNP A1, n’ont pas de
NLS, mais un motif riche en glycines et en résidus aromatique appelé M9, permettant
d’interagir avec une protéine d’import nucléaire, la transportine. Ainsi la localisation de ces

protéines est régulée par leur degré de phosphorylation, en particulier la phosphorylation
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d’une séquence en aval du motif M9, qui une fois phosphorylée, diminue I'interaction avec
la transportine et maintient ces protéines dans le cytoplasme. Certaines protéines hnRNP
(A/B, D, E, | et K), au méme titre que les protéines SR, ont la capacité de transiter entre le
noyau et le cytoplasme. Cette capacité peut étre ou non liée a la transcription selon que la
protéine hnRNP possede ou non un domaine NLS. Ainsi, les protéines hnRNP Al et I, qui
n‘ont pas de domaine NLS classique, transitent depuis le noyau vers le cytoplasme en
couplage avec la transcription, alors que le mouvement de la protéine hnRNP K, qui posséde
un domaine NLS classique, est indépendant de la transcription (Gama-Carvalho and Carmo-
Fonseca, 2001). Ces propriétés de mouvement au sein de la cellule conferent aux hnRNP un
role dans le transport des ARNm vers le cytoplasme. C’'est notamment le cas des protéines
hnRNP A2 et B1 qui sont impliquées dans le transport des ARNm long (Sinnamon and
Czaplinski, 2011). Bien qu’a l'origine, il ait été montré que les protéines hnRNP C et U ne
sortent pas du noyau, ces protéines ont ensuite été détectées dans certaines conditions au
niveau de granules de stress cytoplasmique avec des ARN. Ainsi, suite a une infection virale,
la protéine hnRNP C peut étre relocalisée dans ces granules cytoplasmiques avec également
les protéines hnRNP Al et K (Kanai et al., 2004; Pifiol-Roma and Dreyfuss, 1992). La
localisation des protéines hnRNP semble étre essentielle dans la réponse cellulaire a une
variation environnementale et leur relocalisation au sein de granules de stress
cytoplasmiques suggére un role physiologique important. C'est notamment le cas de la
protéine hnRNP Al qui, suite a un stress oxydant, est hyperphosphorylée et s’accumule au
sein des granules de stress cytoplasmiques, affectant ainsi la traduction et la régulation de

I’épissage alternatif (Guil et al., 2006; Cammas et al., 2007)

1.4.2.3. ROles des protéines hnRNP dans I'épissage constitutif et alternatif.

Par leurs propriétés d’interaction avec 'ARN et avec des protéines partenaires, les
protéines hnRNP sont impliquées dans la régulation de I'épissage en modulant Ia
reconnaissance des introns/exons par le spliceosome. Les protéines hnRNP sont essentielles
a la régulation du taux d’épissage des introns et de I'épissage alternatif et une diminution du
taux de ces protéines peut affecter prés de 6555 événements d’épissage alternatif dans
4638 genes chez ’'homme (Huelga et al., 2012). Lors de I'épissage, I'influence des protéines

hnRNP peut se faire au travers de la reconnaissance des séquences cis-régulatrices
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exoniques ou introniques ou bien directement au niveau des sites donneurs ou accepteurs
d’épissage. La fixation des protéines hnRNP entraine la plupart du temps un encombrement
stérique empéchant la fixation des composants du splicecosome au niveau des sites
d’épissage du pré-ARNm (Figure 1.9B et C). C’est notamment le cas pour la protéine hnRNP |
(également appelée PTB, pour Polypyrimidine Tract-Binding protein), qui interagit
préférentiellement avec la séquence polypyrimidine du site 3’ accepteur d’épissage (Singh et
al., 1995). En effet, la spécificité de liaison de hnRNP | est similaire a celle de la protéine
U2AF65 qui, comme nous |'avons vu, est impliquée dans le recrutement de la snRNP U2.
Ainsi la protéine hnRNP | peut interférer avec la reconnaissance du point de branchement et
donc du site 3’ accepteur en empéchant I'assemblage du spliceosome (lzquierdo et al., 2005;
Sharma et al., 2008). Cet encombrement stérique peut étre renforcé par la capacité de
certaines protéines hnRNP a s’oligomériser le long du pré-ARNm (Figure 1.9D) (Zhu et al.,
2001; Okunola and Krainer, 2009; pour revue Busch and Hertel, 2012). Cependant, ce type
de multimérisation pourrait aussi dans certains cas étre utilisé pour favoriser le recrutement

du spliceosome et I'inclusion d’exons (Ortufio-Pineda et al., 2012; Xue et al., 2009).

Les protéines hnRNP peuvent également intervenir dans la régulation de I'épissage
en modulant la reconnaissance des sites d’épissage par la formation de grandes boucles
d’ARN (Figure I.9E). La formation de ces boucles est réalisée par la fixation des protéines
hnRNP au niveau de séquences introniques situées de part et d’autre d’'un exon. Suite a
cette fixation, les protéines hnRNP interagissent entre elles, ce qui a pour conséquences un
rapprochement des séquences introniques et la formation d’une boucle d’ARN contenant
I’exon. Cette boucle dans la structure ARN conduit a un isolement de I'exon qui n’est plus
reconnu par le spliceosome. Ce mode de régulation a notamment été décrit pour les
protéines hnRNP H, | (PTB), L ainsi que pour la protéine hnRNP A1 qui régule ainsi I'épissage
alternatif de I'exon 7B de son propre pré-ARNm conduisant a la formation de plusieurs

isoformes d’hnRNP A1l (Martinez-Contreras et al., 2006; pour revue He and Smith, 2009).
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Figure 1.9 : Modes de régulation de I'épissage par les protéines hnRNP. A. Activation de I'épissage en absence
d’interaction du pré-ARNm avec des protéines hnRNP. Les séquences régulatrices inhibitrices de I'épissage
intronique (ISS) et exonique (ESS) sont représentées en rouge. B. Inhibition de I’épissage par une protéine
hnRNP en limitant le recrutement de la snRNP U2. C. Inhibition de I'épissage par fixation d’'une hnRNP au
niveau de la séquence polypyrimidine, inhibant ainsi par encombrement stérique la fixation du complexe U2AF.
D. Inhibition de I'épissage par oligomérisation de hnRNP le long du pré-ARNm. E. Inhibition de I'épissage par
rapprochement d’introns suite a l'interaction de protéines hnRNP entre elles entrainant la formation d’une
boucle d’ARN contenant I’exon alternatif et inhibant la reconnaissance de I’exon par le spliceosome (d’apres He
et Smith, 2009).
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1.4.2.4. Antagonisme entre protéines hnRNP et protéines SR dans I'épissage alternatif.

L'inhibition de linclusion d’'un exon par les protéines hnRNP ne se limite pas a
empécher stériquement la reconnaissance des sites d’épissage par les composants des
complexes spliceosomaux, mais peut également étre liée a leur capacité a interférer avec la
fixation des protéines SR activatrices. Cet antagonisme entre les protéines hnRNP et SR est
un mécanisme général de régulation de I'épissage qui intervient lorsque des séquences cis-
régulatrices activatrices et inhibitrices, respectivement reconnues par des protéines SR et
hnRNP, se chevauchent ou se juxtaposent. Les protéines sont alors en compétition pour la
fixation sur ces séquences, la fixation de l'une empéchant la fixation de l'autre par
encombrement stérique. De ce fait, l'utilisation d’un site d’épissage par le spliceosome est
déterminée d’une part par le taux relatif de chaque protéine régulatrice au sein du noyau et
ceci de maniére tissu-spécifique et d’autre part par leur affinité pour la séquence d’intérét
(Figure 1.10 A et B). Ainsi, la régulation de I'épissage alternatif de I’exon 2 du pré-ARNm
codant I'alpha-tropomyosine met en compétition les protéines hnRNP H et SRSF7 dont les
séquences cis-régulatrices sont juxtaposées (Crawford and Patton, 2006). A forte
concentration en protéines hnRNP, leur capacité a contrecarrer I'interaction des protéines
SR sur I’ARN est exacerbée par leurs propriétés d’oligomérisation (Figure 1.10 C) (Eperon et
al., 2000). Il a ainsi pu étre établi au laboratoire que la régulation de I'utilisation du site
accepteur A7 du VIH (Virus de I'lmmunodéficience Humaine), qui est essentielle pour la
production de la protéine virale Tat, met en jeu une fixation coopérative de la protéine
hnRNP A1l sur trois sites de régulation de forte affinité. La fixation de la protéine hnRNP Al
sur ces sites permet a la protéine de s’oligomériser et de recouvrir une partie des séquences
régulatrices de I’ARN, dont le site A7, qui n’est plus accessible a la protéine SRSF1, entrainant
une inhibition de la reconnaissance du site A7 (Marchand et al., 2002). Plus récemment un
degré supplémentaire de complexité dans ce mécanisme de régulation a été démontré
puisqu’il a pu étre montré que la régulation du site A7 peut également faire intervenir la
protéine hnRNP K qui, en favorisant la fixation de la protéine hnRNP A1, inhibe I'utilisation

de ce site (Marchand et al., 2011) .
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De maniere générale, la régulation de l'utilisation d’un site d’épissage peut étre
dépendante de plusieurs mécanismes de régulation qui sont associés a un panel de
protéines. Bien que les protéines SR et hnRNP soient des protéines essentielles a la
régulation de I'épissage, il existe d’autres familles de protéines qui interviennent dans la

régulation de I'épissage et qui jouent un réle majeur dans la détermination de I'inclusion ou

I’exclusion d’un exon.
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Figure 1.10 : Antagonisme entre protéines hnRNP et SR dans la régulation de I’épissage. A. Activation de
I’épissage et inclusion d’un exon par fixation d’une protéine SR qui favorise le recrutement du complexe U2AF
et inhibe la fixation d’une protéine hnRNP. B. Inhibition de I'épissage d’un exon par fixation d’une protéine
hnRNP qui limite la fixation du complexe U2AF et la fixation d’'une protéine SR. C. Inhibition de |'épissage par
oligomérisation des protéines hnRNP présentes en forte concentration.
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1.4.3. Les autres protéines régulatrices de |'épissage.

Parmi ces facteurs, il existe des protéines de régulation de I'épissage dont I'activité
est tissu-spécifique et qui sont regroupées en familles protéiques. Deux exemples de ces
familles vont étre décrits ci-dessous, néanmoins il en existe plusieurs autres dont les familles
MBNL et CELF qui seront décrites ultérieurement dans la partie de [lintroduction

bibliographique consacrée a la présentation de la dystrophie myotonique.

1.4.3.1. Les protéines Nova.

Les protéines Nova, représentées par les protéines Nova 1 et 2, ont été les premiers
facteurs d’épissage tissu-spécifiques identifiés. Elles sont exclusivement exprimées dans les
neurones du systéme nerveux central et sont caractérisées par la présence de 3 domaines
KH de fixation a I’ARN, qui reconnaissent les répétitions de séquence YCAY (ou Y est un
résidu pyrimidine) (Buckanovich et al., 1993; Jensen et al., 2000). Une étude a haut débit,
basée sur I'utilisation de puces “exon-jonction”, a permis d’établir que les protéines Nova
sont impliquées dans la régulation de I'épissage alternatif d’environ 50 pré-ARNm, dont la
majorité codent des protéines synaptiques (Ule et al., 2005). De facon intéressante, il a pu
étre établi que la position relative des séquences YCAY sur les pré-ARNm détermine l'issue
de la régulation de I'épissage de I'exon. Ainsi, la fixation de la protéine Nova en amont ou sur
I’exon favorise I’exclusion de ce dernier, tandis qu’une interaction au niveau de l'intron en
aval favorise I'inclusion de I'exon (Licatalosi et al., 2008; Ule et al., 2006). Les protéines Nova
peuvent donc activer ou inhiber I'inclusion d’'un exon donné selon la localisation de leur site
de fixation au sein des pré-ARNm, mais également selon leur taux d’expression dans la
cellule dans la mesure ou ces protéines peuvent également entrer en compétition avec
d’autres protéines de régulation de I'épissage. De maniere générale, I'effet inhibiteur des
protéines Nova est associé a une inhibition du recrutement de la snRNP U1 et leur effet
activateur a un antagonisme avec un autre facteur de régulation comme c’est le cas dans la
régulation de I'épissage de I'exon 6 du pré-ARNm codant la dopamine ol Nova 1 est en
compétition avec la protéine hnRNP M. Dans ce cas, la fixation de la protéine Nova 1
empéche la fixation de la protéine hnRNP M, un inhibiteur de I'inclusion de I'exon 6 (Darnell,

2013; Park et al., 2011).
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1.4.3.2. Les protéines Fox.

La famille des protéines Fox, ou Rbfox (pour RNA-binding protein Fox), est constituée
des protéines Rbfox 1, 2 et 3. Ces protéines sont d’importants régulateurs tissus-spécifiques
de I'épissage alternatif. Contrairement a ses paralogues, Rbfoxl et Rbfox3, qui sont
principalement exprimés dans les tissus musculaires et neuronaux, Rbfox2 est le seul
membre de la famille Rbfox exprimé dans les cellules souches embryonnaires ainsi que dans
un certain nombre de lignées cellulaires, dont les cellules cancéreuses épithéliales
mésenchymateuses (Lee et al., 2009; Venables et al., 2009; Warzecha et al., 2009). Leurs
activités sont associées a la présence d’'un domaine d’interaction a I’ARN de type RRM qui
reconnait spécifiguement la séquence UGCAUG (pour revue Kuroyanagi, 2009). Récemment,
des études par HITS-CLIP (high-throughput sequencing) ont permis de montrer que 59 a 65%
des interactions des protéines Rbfox sur les ARN se situent au niveau de séquences
introniques. En paralléle, I'emploi de I'approche RNA-Seq dans des cellules ou Rbfox2 était
réprimée a permis d’identifier plus d’'une centaine d’exons régulés par cette protéine (Weyn-
Vanhentenryck et al., 2014). De plus, un enrichissement en séquences UGCAUG a été
observé en amont des exons exclus en présence des protéines Fox et en aval des exons dont
I'inclusion est favorisée par ces protéines (Auweter et al., 2006; Wang et al., 2008; Yeo et al.,
2009; Zhang et al., 2008a). De maniére générale, la fixation des protéines Rbfox en 5’ de
I'intron situé en amont de I'exon a épisser empéche la reconnaissance du point de
branchement par la protéine SF1, ainsi que la formation du pré-complexe E du spliceosome,
ce qui entraine I'exclusion de I'exon. De la méme maniere, les protéines Rbfox peuvent
inhiber I'utilisation d’ESE et favoriser I'exclusion d’exons (Fukumura et al., 2007; Zhou and
Lou, 2008). Il est a noter que les protéines Rbfox 1 et 2 ont des spécificités similaires de
reconnaissance de I’ARN et peuvent par conséquent réguler I'épissage alternatif d’'un méme
exon. C'est notamment le cas de I'épissage du transcrit codant la protéine Rbfox1. En effet,
I'un des exons codant en partie le domaine RRM de la protéine est soumis a un épissage
alternatif et son exclusion entraine la formation d’un dominant négatif qui ne peut plus
interagir avec I’ARN (Damianov and Black, 2010). L’exclusion de cet exon est non seulement
positivement auto-régulée par la protéine Rbfox1, mais également par Rbfox2 et 3 (Weyn-

Vanhentenryck et al., 2014).



Partie 1 : Chapitre | (Introduction)

Une étude récente, chez la souris, montre que la protéine Rbfox 2 régule de
nombreux événements d’épissage alternatif entrainant I'activation du NMD de pré-ARNm
codant des protéines qui interagissent avec I’ARN, ceci afin de moduler leur expression

(Jangi et al., 2014).

|.5. L'EPISSAGE ALTERNATIF : UN PROCESSUS COUPLE AVEC DE NOMBREUX
MECANISMES CELLULAIRES.

Bien que la réaction d’épissage puisse étre récapitulée in vitro dans un extrait
nucléaire en I'absence du génome complet et en absence des autres processus nucléaires,
I’épissage in vivo est couplé avec plusieurs processus nucléaires, dont la transcription, et ces
couplages sont nécessaires pour |'efficacité du processus d’épissage. Ainsi, alors que dans les
cellules I'épissage des introns de grande taille (>1500 nts) est tres rapide, I'épissage in vitro
des introns de taille supérieure a 500 nt est peu efficace et nécessite plus de temps. L'ajout
d'ARN pol Il dans un extrait nucléaire permettant I'épissage renforce I'efficacité de cet
extrait. In cellulo, la reconnaissance des introns et des exons dépend aussi d'autres
paramétres, comme I'état de la chromatine et de ces modifications épigénétiques qui peut
moduler I'efficacité d’épissage d’un exon. L’épissage alternatif est un processus qui permet
de réguler le taux de production de certains ARNm et qui influence par l'inclusion ou
I’exclusion d’exons le devenir des ARNm, ainsi que I'activité des protéines produites a partir
de ces ARNm. Par conséquent, I'épissage alternatif joue un role central dans la régulation du

métabolisme cellulaire et est couplé avec de nombreux autres processus cellulaires.

1.5.1. Couplage entre I'épissage et la transcription des pré-ARNm.

Aujourd’hui le couplage entre les processus de transcription et d’épissage est parfaitement
établi dans la littérature. Deux modeles non mutuellement exclusifs ont été proposés pour
expliquer ce couplage : le modéle de couplage par recrutement et le modéle de couplage
cinétique (Figure 1.11).

Le modele de couplage par recrutement implique l'association physique de facteurs
d'épissage avec la machinerie transcriptionnelle, en particulier par l'intermédiaire du

domaine CTD (pour Carboxy Terminal domain) de la grande sous-unité de I’ARN
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polymérase Il (Das et al., 2007), qui in vitro peut interagir avec des protéines possédant des
domaines RS, facilitant I'assemblage des protéines SR et donc des complexes spliceosomaux
(Millhouse and Manley, 2005). L'influence de I’ARN polymérase Il se retrouve dés les phases
précoces de |'épissage mais également tout le long du processus. En effet, le domaine CTD
est impliqué, tot au cours de la transcription dans la mise en place de la coiffe m7G des
transcrits Pol Il qui permet ensuite la fixation du complexe CBC ("Cap Binding Complex ")
nécessaire a la définition de I'exon en 5’. Plus généralement, le domaine CTD en liaision avec
les protéines SR peut promouvoir et coordonner l'initiation de I'assemblage du spliceosome
en interagissant avec la snRNP Ul dans un premier temps, puis avec le complexe
U2AF65/PRP19 lors des phases plus tardives du processus d’épissage, au moment de
I'activation de la réaction catalytique (David et al., 2011; pour revue Lee and Tarn, 2013).
L'implication du CTD dans I'épissage des pré-ARNm est d’autant plus importante dans ce
modele que ce domaine est nécessaire a la localisation des complexes de transcription a
I'abord des speckles nucléaires qui sont le lieu de stockage d’un grand nombre de facteurs

requis pour |'épissage (Misteli et al., 1997).

A. B.

Taux d’élongation élevée Taux d’élongation faible

Site 3' fort f Site 3' fort

Pré-ARNm

Cap (Sonr [ mfsenmal (A)n Cap (Bonn Bt} (A)n Cap (Benn [sanmfEovnz]) (A)n
ARNm ARNm ARNm
Modéle de couplage Modéle de couplage
par recrutement cinétique

Figure 1.11 : Modeles de couplage entre la transcription et I'épissage des pré-ARNm. A. Modele de couplage
par recrutement. Le domaine CTD peut moduler I'épissage d’un exon en favorisant le recrutement de la snRNP
U1l par l'intermédiaire d’interactions avec des protéines SR. B. Modele de couplage cinétique. Une vitesse
d’élongation élevée de la polymérase Il peut favoriser I'exclusion d’'un exon associé a un site 3’ faible (vert)
précedent un exon avec un site 3’ plus fort (rouge). Une faible vitesse d’élongation de la polymérase Il permet
la reconnaissance du site 3’ faible par le spliceosome avant |'utilisation du site 3’ fort en aval.
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Le modele de couplage cinétique repose sur la coordination spatio-temporelle de la
transcription et de I'épissage ainsi que le fait que la plupart des événements d’épissage se
produisent de maniére co-transcriptionnelle. Ce modéle de couplage a été clairement mis en
évidence chez les métazoaires, ou la vitesse d’élongation des transcrits Pol Il affecte
I'efficacité de I'épissage. En effet, plus la vitesse de synthése des transcrits Pol Il est lente,
plus la reconnaissance des jonctions introns/exons est efficace, méme en présence de
séquences dégénérées. Ce résultat est expliqué par le fait que le processus de transcription
par 'ARN Pol Il n’est pas cinétiquement linéaire et qu’au cours de I’élongation des nouveaux
transcrits, 'enzyme peut réaliser des pauses dans son activité (Kornblihtt et al., 2004). Etant
donné que l'ordre des sites d’épissage des transcrit émergeant est défini par le sens de
transcription de 5’ vers 3’, un ralentissement de I'activité de la Pol Il permet une plus grande
fenétre de temps pour la reconnaissance de sites d’épissage de faible affinité en amont d’un
exon au dépend des sites en compétition en aval (Braberg et al., 2013; de la Mata et al.,
2003; Moehle et al., 2014). A I'inverse, en absence de pause ou de ralentissement de la Pol
Il, le spliccosome n’a pas le temps de reconnaitre efficacement des sites d’épissage de faible
affinité et I'utilisation des sites de plus forte affinité situés en aval est favorisée. De la méme
maniere une cinétique de transcription lente facilite la fixation de facteurs d’activation de
faible affinité requis pour | épissage de I'intron (Braunschweig et al., 2013b; Ip et al., 2011). Il
en est d’ailleurs de méme pour la fixation de facteurs inhibant I'épissage, ainsi un
ralentissement de la vitesse d’élongation de I’ARN polymérase Il peut favoriser la fixation de
la protéine ETR-3 au niveau du site 3’ d’épissage de I'exon 9 du pré-ARNm CFTR entrainant
I’exclusion de I'exon par encombrement stérique limitant la reconnaissance de la protéine
U2AF65 (Dujardin et al., 2014). Des études sur la drosophile et la souris ont montré que le
couplage cinétique entre la transcription et I'épissage dépend de la longueur de l'intron et
de sa position par rapport a I'extrémité 5° de ’ARN. Ces études montrent également que la
polyadénylation et le clivage en 3’ des pré-ARNm sont réalisés, la plupart du temps, avant
gue tous les introns soient épissés, les transcrits restant associés a la chromatine jusqu’a que
I’épissage soit achevé (Bhatt et al.,, 2012; Khodor et al., 2012). L’état de la chromatine qui
influence la cinétique de transcription, a, de ce fait, un effet indirect sur I'épissage, mais peut

également l'influencer directement comme nous allons le voir dans le prochain paragraphe.
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1.5.2. Liens entre épissage et état de la chromatine au travers des modifications épigénétiques.

1.5.2.1. Influence de I'état de la chromatine sur la transcription.

Dans le paragraphe précédent, nous avons vu que le réseau d’interactions
contractées par le domaine CTD et la vitesse d’élongation de I'ARN Pol Il influencent
I’épissage. Cependant, la processivité de I’ARN Pol Il dépend de nombreux facteurs dont
I’état de la chromatine. En effet, au cours de la transcription, la chromatine subit un cycle
dynamique d’acétylation et de désacétylation des histones et ce cycle de modifications des
histones est nécessaire pour faciliter 'accés de I’ARN Pol Il au génome. La vitesse
d’élongation de I’ARN polymérase dépend alors de I|’addition et de I’élimination des
groupements acétyles au niveau des histones qui sont respectivement ajoutés et éliminés
par les enzymes de la famille HAT (pour Histone Acétyltransférases) et de la famille HDAC
(pour Histone Déacétylase) (pour revue Li et al., 2007; Shahbazian and Grunstein, 2007). Une
inhibition de I'activité de la protéine HDAC1 conduit a une augmentation de I'acétylation de
I"histone H4 entrainant la déstabilisation de l'interaction entre I’ADN et I’histone, et
favorisant I’élongation du nouveau transcrit par ’ARN Pol Il. Dans ce cas, |'augmentation de
la processivité de I’ARN polymérase par inhibition de la protéine HDAC1 réduit I'association
co-transcriptionnelle de facteurs de régulation de |’épissage entrainant une modulation de
I’épissage alternatif (Hnilicova et al., 2011; Zhou et al., 2014).

Il existe d’autres modifications des histones telles que les méthylations H3K9me3 et
H3K9me2 qui peuvent influencer I'épissage alternatif en modulant le taux d’élongation de
I’ARN polymérase Il. Il a été mis en évidence, dans le cas de I'épissage alternatif du pré-
ARNmM codant la protéine CD44, que la région chromosomique englobant les exons variables
de CD44 est fortement enrichie en H3K9me3 et que cette marque épigénétique est en
corrélation avec un fort taux d’inclusion des exons concernés dans ’ARNm. Ce résultat est
expliqué par la reconnaissance des marquages H3K9me3 par la protéine CBX3 qui interagit
par la suite avec un complexe de remodelage de la chromatine, le complexe SWI/SNF, qui
facilite I'inclusion des exons en réduisant localement la vitesse d’élongation lors de la

transcription (Batsché et al., 2006; Saint-André et al., 2011).
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De récentes études mettent en évidence un réle essentiel des marquages épigénétiques
dans I'épissage alternatif aussi bien par son influence sur le taux de transcription que par son

influence sur le recrutement de facteurs d’épissage assurant la reconnaissance des exons.

1.5.2.2. Influence de I'état de la chromatine sur la reconnaissance des exons.

Chez les mammiferes deux classes d’architecture de la chromatine ont été décrites.
La premiére classe est caractérisée par des exons présentant une proportion de résidus G/C
plus importante par rapport aux introns bordant et une seconde classe ou la proportion de
résidus G/ C de I'exon est similaire a celle des introns bordants. Ces deux classes se
distinguent également par des taux différents d’occupation des nucléosomes, au niveau des
exons et des introns. La formation de ces nucléosomes est favorisée par des hautes teneurs
en G/C. De plus, les marquages épigénétiques portés par les exons et les introns entre les
deux classes sont différents. Dans les deux cas, les exons présentent un signal beaucoup plus
fort de méthylation de I'ADN par rapport a celui détecté pour les introns (Gelfman et al.,
2013; Lev Maor et al., 2015). Ainsi, des données récentes ont permis de montrer qu’une
variation du taux de G/C au niveau des exons/introns peut entrainer une modulation du
niveau d’inclusion d’un exon. Ces données suggérent que la méthylation de I’ADN, ainsi que
les taux de G/C exonique et intronique, affectent la reconnaissance des exons lors de

I’épissage (Amit et al., 2012).

1.5.2.3. Influence de I'état de la chromatine sur le recrutement de facteurs d’épissage.

De nombreuses expériences ont mis en évidence un effet direct de I'état de la
chromatine sur le recrutement des facteurs d’épissage. Ainsi, des expériences
d’'immunoprécipitation de la chromatine (ChIP) ont permis de montrer, chez 'lhomme, le
recrutement de nombreux facteurs d’épissage au niveau des sites d’épissage lors de la
transcription (Listerman et al., 2006; Sapra et al., 2009). Ce recrutement est associé a des
modifications épigénétiques de la chromatine, telles que I'acétylation et la méthylation
H3K36me3 ou encore H3K9me3. La méthylation H3K9me3 permet le recrutement des
protéines CBX1, CBX3 et CBX5. Ces protéines appartiennent a la famille protéique HP1 dont

les membres peuvent s’associer a différents facteurs d’épissage. Ainsi, dans des cellules S3,
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la protéine CBX3 est retrouvée en complexe avec de nombreuses protéines SR et hnRNP,
ainsi qu’avec les protéines argonautes (AGO), qui sont impliquées dans l'inhibition de
I’expression des génes (Ameyar-Zazoua et al., 2012). Il a été proposé que les modifications
H3K9me3 de la chromatine au niveau d’exons permettent le recrutement des protéines HP1
qui favorisent ensuite le recrutement de différents facteurs d’épissage et qu’une modulation
de cette méthylation entraine une altération globale de I'épissage alternatif associée aux
protéines HP1 (Bannister et al., 2001; Salton et al., 2014; Yearim et al., 2015). De la méme
maniere, les modifications H3K36me3 permettent le recrutement de la protéine Psipl, qui
s'associe a son tour avec des facteurs d’épissage comme SRSF1 (Pradeepa et al., 2012). De
facon plus générale, les modifications épigénétiques permettent le recrutement de
protéines adaptatrices, comme les protéines HP1 ou Psipl, qui vont ensuite favoriser le
recrutement de différentes protéines dont les facteurs d’épissage tels que la snRNP U2,

U2AF65 ou les protéines SR et hnRNP (pour revue Luco et al., 2011 ; Lev Maor et al., 2015).

1.5.3. Couplage de I'épissage avec le transport et la stabilite des ARNm.

Le transport et la stabilité des ARNm impliquent un contréle qualité des nouveaux
transcrits par un complexe appelé EJC (pour "Exon Junction Complex"). Le complexe EJC est
initialement recruté au niveau des introns avant la deuxiéme étape enzymatique d’épissage,
puis suite a un changement conformationnel, il se fixe sur les ARNm 20 a 24 nucléotides en
amont de chaque jonction exon-exon (ldeue et al., 2007; Le Hir et al., 2000). Ce complexe est
constitué de quatre protéines “coeur”, conservées au cours de I'évolution, les protéines
MAGO, Y14, eiF4Alll et BTZ, qui forment un complexe protéique et qui ne sont dissociées de
FARNm qu’au moment du passage du ribosome lors des premiers cycles de la traduction
(Dostie and Dreyfuss, 2002; Isken et al., 2008; pour revue Bono and Gehring, 2011). Ce
complexe protéique constitue une plateforme qui permet le recrutement de nombreuses
protéines, dont des protéines a domaine RS qui, une fois associées au complexe EJC, forment
un macrocomplexe favorisant la structuration et le compactage de I’ARNm pour son
transport. Elles protégent également certaines séquences de I’ARNm contre la dégradation
par des nucléases (Singh et al., 2012). Cependant, le complexe EJC est surtout associé au
systeme de surveillance des ARNm, le systeme NMD (pour "Nonsense Mediated mRNA

Decay"). Ce systeme est constitué des protéines coeur Upfl, Upf2, Upf3 ainsi que Upf3X
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(pour "Upstream Frameshift") et de protéines de régulation, les protéines SMG (SMG1, 5, 6
et 7), qui contrélent les cycles de phosphorylation/déphosphorylation de la protéine Upfl.
Le NMD a pour fonction la détection et la dégradation des ARNm comportant un codon stop
prématuré, de facon a empécher la synthése de protéines tronquées, potentiellement
néfastes pour la cellule. Chez les vertébrés, le NMD repose principalement sur le fait qu'un «
vrai » codon stop est toujours situé dans le dernier exon ou a proximité directe de la
derniere jonction exonique de I'ARN pré-messager. Ainsi ce mécanisme ne fonctionne pas
pour les genes qui ne contiennent pas d'introns (Histone H4, Hsp70, récepteur a la
mélanocortine 4...) (Zhang et al., 1998 MCB; Maquat, 2004 NMCB). Si le codon stop est bien
situé sur le dernier exon, il n’y a pas de jonction exonique en aval de ce codon stop et il ne
reste normalement pas d'EJC sur I'ARNm lorsque le ribosome I'atteint. Si un codon stop est
situé a plus de 50-55 nucléotides en amont d’'un complexe EJC, alors les facteurs de
traduction eRF1 et eRF3 interagissent avec le ou les complexes EJC encore présents sur
I'ARNm et les protéines Upf du NMD. Ceci conduit a la terminaison de la traduction et au
relargage de ’ARNm qui est ensuite dégradé par les systemes classiques de dégradation des
ARNm impliquant I'élimination de la coiffe, la déadénylation et I'action d'exoribonucléases
(pour revue Braunschweig et al., 2013). Ce systéme permet donc d’éviter la production de
protéines tronquées suite a des mutations génétiques, ainsi que d'éliminer des transcrits
aberrants non épissés ou partiellement épissés. De plus, le systéme NMD couplé a I'épissage
alternatif permet a la cellule de réguler le niveau d’expression des genes (Ge and Porse,
2014). Ainsi, il a été estimé qu’environ 10 a 20 % des évenements d’épissage alternatif ont le
potentiel d’introduire des codons stop prématurés, ce qui permet de réguler le taux
d’expression de certains ARNm, notamment en favorisant la rétention d’introns contenant

un codons stop prématuré (Lareau et al., 2007; Pan et al., 2006; pour revue Pan et al., 2015).

1.6. EPISSAGE ALTERNATIF ET PATHOLOGIES.

On estime aujourd’hui que 20 a 30 % des maladies génétiques, dont certains cancers,
sont associés a des mutations affectant I'épissage alternatif. Pendant de nombreuses années
seules les mutations modifiant la séquence codante ont été prises en compte comme cause
potentielle de pathologies. Cependant, il est clairement établi a I'heure actuelle que de

nombreuses mutations silencieuses, localisées au niveau des introns, impactent I'épissage
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alternatif des pré-ARNm (Raponi and Baralle, 2010). Les mutations a I’origine de pathologies
génétiques liées a I'épissage peuvent étre soit directement portées par le pré-ARNm dont
I’épissage est altéré (mutations en cis), soit affecter des acteurs, ARN ou protéines,
intervenant en trans dans le processus d’épissage ou dans la maturation du spliceosome

(Gerstberger et al., 2014; Singh and Cooper, 2012b; Tazi et al., 2009).

1.6.1. Pathologies associées a des mutations en cis des pré-ARNm.

Les mutations dites « en cis » peuvent affecter, soit les séquences des sites 5 ou 3’
d’épissage soit des séquences impliquées dans les régulations de I'épissage. Ces mutations
sont pour la plupart ponctuelles et peuvent entrainer la formation d’isoformes d’ARNm
aberrantes conduisant a la formation de protéines non fonctionnelles, ou avec une activité
modifiée du fait de la perte ou de I'ajout d’'un exon, ce qui peut altérer la structure et/ou
I'activité de la protéine produite. Ces mutations peuvent également affecter la séquence des
régions 5’- ou 3’-UTR de ’ARNm induisant des modifications de I'efficacité de traduction, de
la stabilité ou de la localisation de 'ARNm voir méme étre a |'origine de la formation
d’aggrégats nucléaires ou cytoplasmiques. La rétention d’introns, comme nous venons de le
voir dans le paragraphe précédent, est souvent associé a l'introduction d’un codon stop
prématuré et a la prise en charge de I’ARNm par le systeme NMD, d’ou une diminution du
taux global d’ARNm et de la protéine associée dans la cellule (Ge and Porse, 2014). A titre
d’exemple quelques-unes des pathologies associées a des mutations en cis sont listées dans
le Tableau I.5. Les mutations en cis peuvent étre subdivisées en plusieurs catégories, selon
gu’elles affectent la fixation des complexes spliceosomaux, la fixation des facteurs de
régulations ou encore qu’elles entrainent la formation de nouveaux sites d’épissage au sein
du pré-ARNm. Les mutations affectant directement les sites 5’ ou 3’ d’épissage, conduisent
généralement a l'abolition de la reconnaissance de ces sites par le spliceosome et a
I’exclusion des exons concernés par ces mutations (phénomeéne d’exon skipping). Il arrive
cependant que la présence d’'une mutation dans un site d’épissage favorise sa
reconnaissance et augmente ainsi le taux d’inclusion d’un exon. De fagcon moins fréquente,

la mutation d’un site d’épissage peut conduire a un phénomene de rétention d’intron.
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Pathologie

Mutation en Cis
(géne impliqué)

Fonction de la protéine
sauvage

Anémie de Fanconi

FANCG

Réparation de I’ADN

Cancer du sein et de I'ovaire

BRCA1

Prolifération cellulaire
(composant de I’ARN Pol II)

Encéphalomyélopathie

Pyruvate déhydrogénase

Métabolisme du

de Leigh gla pyruvate
Fibrose kystique CFTR Canal chlore
Hyperammoniémie ocT Cycle de 'urée

Immunodéficience
Combinée sévére

Adénosine désaminase

Métabolisme de
I’'adénosine

Maladie de Sandhoff

Hexoaminidase

Métabolisme
des gangliosides

Neurofibromatose

De type 1 NF1 Inhibiteur de la voie Ras
Porhyrie |_nterm|ttente PBGD Synthése de ’héme
aigue
Porphyrie cutanée upPC Metabollsn}e e
porphyrines
Syndrome de Ehlers-Danlos Lysvi-hvdrolylase Formation
du collagéne ysyi-hy Y d’hydroxylysines
5 Synthése de
Syndrome de jaeken PMM2 GDP-mannose
Syndrome Lesh-Nyhan HPRT Métabolisme de I’ADN
Syndrome de Marfan Fibrilline-1 Corjstitu.an.t
des microfibrilles
Tyrosinémie de type 1 FAH Métabolisme de

la tyrosine

Tableau 1.5 : Exemples de maladies associées a la présence de mutations affectant en cis I'épissage des pré-
ARNm les portants. (d’aprés Corcos and Solier, 2005).

Les mutations localisées dans les séquences cis-régulatrices, exoniques ou
introniques, peuvent selon leur localisation au sein d’une séquence inhibitrice ou activatrice,
favoriser ou inhiber I'inclusion d’un exon (Figure 1.12). Enfin, certaines mutations peuvent
conduire a la création de novo d’un site alternatif d’épissage ou augmenter I'utilisation d’un
site sous optimal que I'on qualifie de « cryptique » (Figure 1.12). Enfin, il existe également
des pathologies génétiques qui ne sont pas associées a des mutations ponctuelles, mais a
des éléments de séquences répétés (Tazi et al., 2009). C'est par exemple le cas de
répétitions UG qui sont présentes en amont de I'exon 9 du pré-ARNm associé au gene CFTR
et qui permettent le recrutement d’une protéine de régulation de I'épissage, le facteur TDP-
43. Il a été montré que des variations du nombre de répétitions UG sont a I'origine d’un
épissage aberrant de I'exon 9, conduisant a des fibroses cystiques (Buratti et al., 2001;

Cuppens et al., 1998).
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Figure 1.12: Représentation schématique des mutations ponctuelles a I'origine de maladies génétiques
affectant I’épissage en cis. Les étoiles indiquent les différents types de mutations possibles, mutations de sites
d’épissage préexistants (violet), mutations de séquences de régulations de I'épissage (orange). L’étoile verte
symbolise la possibilité qu’une mutation entraine la formation d’un nouveau site.

1.6.2. Pathologies associées a des mutations affectant en trans I'épissage des pré-ARNm.

Il existe plusieurs pathologies d’origine génétique dans lesquelles une mutation dite « en
trans » affecte des éléments constitutifs du spliceosome ou des facteurs de régulation de
I’épissage entrainant une perturbation globale de I'épissage dans la cellule (Tableau 1.6).
Dans le cas des mutations affectant les composants du spliceosome, les mutations sont le
plus souvent situées au niveau de la région codante des protéines et peuvent avoir des
répercussions catastrophiques voire |étales chez les patients, en fonction du role de la
protéine impliquée. Néanmoins, certaines pathologies sont associées a des mutations des
composants ARN du spliceosome, les snRNA. Ainsi, le nanisme microcéphalique
ostéodysplasique primordial de type 1 (MOPD1) ou syndrome de Taybi-Linder (TALS) a pour
origine une mutation dans le gene codant le snRNA U4atac qui est transcrit en antisens de
I'intron 2 du gene CLASP1. Huit mutations différentes du snRNA U4atac ont été identifiées
chez les patients MOPD1 (Edery et al., 2011; He et al., 2011a). Ces mutations sont, pour la
plupart, présentes au sein d’une structure tige-boucle conservée au sein des snRNA U4atac
et U4. Cette structure tige-boucle correspond au site de fixation de la protéine 15,5K et la
présence de ces mutations est prédite pour empécher I'association des protéines 15,5K et
Prp31 (61K) spécifiques de la tri-snRNP U4atac/U6atac.U5 et nécessaires a I'assemblage et la
stabilité de cette tri-snRNP (Schultz et al., 2006; pour revue Padgett, 2012; Turunen, 2013).
Ainsi, il a été observé chez les patients MOPD1 une diminution de I'activité du spliceosome
mineur qui est a I'origine des différents symptomes de la pathologie (He et al., 2011b; Singh

and Cooper, 2012a).
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D’autres pathologies ont pour origine des mutations qui ne touchent pas les composants
essentiels de la machinerie d’épissage, mais affectent des facteurs de régulation de
I’épissage tant au point de vue de leur intégrité, en terme de domaines fonctionnels, que de
leur niveau d’expression ou de leur distribution cellulaire. C’est notamment le cas de la
dystrophie myotonique de type | qui a fait I'objet de la premiére partie de mes travaux de

these et dont je parlerai plus en détails dans le prochaine chapitre.

Pathologie Protéine impliquée
dans 'épissage
Dystrophie myotonique CUGBP1 et 2
Leucémie, sarcomes FUSIP1
Alzheimer GSK-3B
Alzheimer HMGA1a
Dystrophie myotonique MBNLA1,-2,-3
Syndrome paranéoplasique NOVA1
Rétinite pigmentaire PrPF3,-8,-31
Azoospermie RBMY111
Carcinome hépatocellulaire HCCH
Carcinome papillaire rénal SFPQ
Atrophie musculaire spinal SMN1 et 2
Syndrome de Hay-Wells PMM2

Tableau 1.6 : Exemples de pathologies associées a la présence de mutations affectant en trans I'épissage des
pré-ARNm (d’apreés Corcos and Solier, 2005). Le nom de la pathologie ainsi que celui du facteur d’épissage
dont I'activité est affectée dans la pathologie sont indiqués.
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CHAPITRE Il : LA DYSTROPHIE MYOTONIQUE DE TYPE I.

I.1. LA DYSTROPHIE MYOTONIQUE DE TYPE I.

La dystrophie myotonique de type 1 (DM1) ou maladie de Steinert est la dystrophie
musculaire la plus fréquente chez I'adulte avec une prévalence estimée a 1 pour 10000. C'est
une maladie génétique a évolution progressive et multisystémique qui est caractérisée
principalement par une myotonie et des faiblesses musculaires issues d’'une dégénérescence
des muscles squelettiques. De plus, la DM1 est une maladie héréditaire et la transmission de
la maladie dans les générations suivantes se manifeste par une aggravation toujours plus
importante des symptomes. Cependant, la DM1 se distingue des autres maladies et
myotonies, telles que la DM2, par certaines caractéristiques électrophysiologiques et la
manifestation de symptdmes non musculaires comme des cataractes, une résistance a

I'insuline et une arythmie cardiaque.

1.1.1. Les aspects génétiques a I'origine de la maladie.

La DM1 est causée par une expansion instable de répétitions CTG dans la région 3’UTR du
géne DMPK. Ces répétitions existent naturellement chez les individus sains et le nombre de
répétitions est variable selon les individus avec une gamme allant de 4 a 37 répétitions. Les
patients présentant 38 a 49 répétitions ne présentent pas de symptomes, mais sont a |'état
de pré-mutation et risquent de transmettre un nombre de répétitions potentiellement
pathologique a leur descendance. C'est a partir de 50 répétitions que les patients sont
cliniguement reconnus comme atteints de DM1. A ce stade, la pathologie se développe
tardivement et les patients présentent peu de symptébmes. La forme principale de la
maladie, majoritairement retrouvée, est caractérisée par la présence de 100 a 1000
répétitions avec l'apparition des symptomes entre 10 et 30 ans chez les patients. Il existe
cependant une forme plus sévere de la maladie ou les patients possedent plusieurs milliers
de répétitions. Cette forme sévére est congénitale et les symptomes apparaissent dés la

naissance et provoquent une mortalité infantile élevée. L’age d’apparition de la pathologie,
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ainsi que sa sévérité, sont donc directement corrélés a la longueur des expansions de
répétitions CTG (Brook et al., 1992; Kumar et al., 2013) (Tableau 7). De plus, le nombre de
répétitions augmente chez les patients atteints de DM1 au cours de leur vie et conduit a la
transmission d’expansions plus grandes que celles héritées a la naissance, on parle alors de
transmission par anticipation. De ce fait les individus affectés dans les générations
successives présentent des symptomes toujours plus séveres a un age toujours plus précoce
jusqu’a générer une forme congénitale (Howeler et al.,, 1989; Pratte et al., 2015). De
maniére générale, il a été proposé que les expansions instables de faibles tailles sont
transmises par le pére, tandis que les expansions associées aux formes congénitales sont
transmises par la mére (Brunner et al., 1993). Cependant, une étude récente a mis en
évidence que le nombre de répétitions CTG transmis a la descendance est plus important
qguand la pathologie est transmise par le pére. Le mécanisme majeur pouvant expliquer
I’expansion des répétitions CTG serait un défaut au moment de la réplication et de la
réparation de I’ADN et concerne les cellules somatiques, mais également les cellules
germinales au moment de la gamétogenése expliquant ainsi le phénomene d’anticipation

(De Temmerman et al., 2004; Liu et al., 2012; Reddy et al., 2014).

1.1.2. Les aspects cliniques associés a la maladie.

Comme mentionné précédemment, il existe plusieurs phénotypes de la DM1 qui se
distinguent par I'age d’apparition de la maladie, du nombre de répétitions et de la sévérité
des symptomes. Quatre phénotypes ont ainsi étre proposés : la forme asymptomatique (pré-
mutation), la forme “moyenne”’, la forme “classique” et la forme congénitale. Les principaux
signes cliniques associés a ces différents phénotypes sont répertoriés dans le Tableau 1.1,
ainsi que I'dge d’apparition de la pathologie et la durée de vie moyenne des patients (Kumar
et al, 2013). De plus, la pathologie peut présenter des caractéristiques
électrophysiologiques, des symptdmes non musculaires et des troubles neurologiques qui
caractérisent le phénotype multisystémique de la pathologie (Tableau I1.2) (Udd and Krahe,

2012).



Phénotype

Asymptomatique
(pré-mutation)

Moyen

Classique

Congénital

Signes cliniques

aucun

Myotonie moyenne

Cataractes

Myotonie
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Nbr répétitions CTG  Age d’apparition

Faiblesses musculaires

Cataractes

Arythmie cardiaque

Calvitie

Hypotonie infantile
Détresse respiratoire
Retard intellectuel

35a49
50a+150 20a70ans
+100 a £ 1000 10 a30ans
+100 a + 1000 Depuis la naissance

Durée de vie
(moyenne)

60 ans avec une
vie normale

48 a 55 ans

48 a 55 ans

Tableau I1.1 : Tableau récapitulatif des caractéristiques des différents phénotypes de la DM1. Pour chaque
phénotype sont présentés les principaux signes cliniques, le nombre de répétitions CTG, I'dge d’apparition des
symptémes et la durée de vie moyenne des patients (d’apres Kumar et al., 2013).

Systéme/Organe

Atteinte

Endocrinien

- Résistance a I'insuline
- Atrophie testiculaire
- Taux élevés de FSH

- Cataracte

Yeux - Ptose
- Dégénérescence de la rétine
- Défaut de conduction

Coeur - Arythmie cardiaque

Respiratoire

- Faiblesse et myotonie du diaphragme et des muscles

respiratoires

- Anomalies de contraction du pharynx et de ';esophage

- Hypoventilation alvéolaire
- Aspiration branchiale

- Retard mental dans les formes congénitales
- Hypersomnie

Cerveau - Déclin cognitif variable
- Troubles de la personnalité : apathie élevée, évitement et
comportement d’agressivité passive
Peau - Calvitie prématurée

Muscle lisse

- Constipation et diarrhée
- Douleurs abdominales de type colique
- Syndrome pseudo-occlusif

- Contractions non-coordonnées de I'utérus durant

I’'accouchement

Muscle squelettique

- Myotonie
- Faiblesse et perte musculaires

- Faiblesse des muscles distaux et tardivement des

muscles proximaux

- Faiblesse des muscles de la face, de la machoire,
de la langue et des muscles fléchisseurs du cou

- Atrophie du sternocléidomastoidien

Tableau I11.2 : Principaux symptome des formes adultes de la dystrophie myotonique de type 1.

55
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11.2. CONSEQUENCES DE LA PRESENCE DES REPETITIONS CTG DANS LA DM1.

11.2.1. Impact des répétitions CTG sur le ggéne DMPK et sur I'expression des génes voisins.

Les études menées lors de la derniere décennie ont mis en évidence que les répétitions CTG
forment au niveau de I’ADN une structure particuliere en forme de tige boucle stable qui est
a l'origine des défauts de réplication des répétitions et de leur expansion (Reddy et al.,
2014). De plus, la formation de ces tiges boucles sur ’ADN peut modifier la structure de la
chromatine et affecter localement I'expression des génes voisins, notamment du géne SIX5.
En effet, il a été mis en évidence que les répétitions CTG chez les patients DM1 peuvent
entrainer une diminution de I'expression du géne SIX5 en empéchant la fixation
d’activateurs transcriptionnels (Inukai et al., 2000; Thornton et al., 1997). Ainsi, il est suggéré
que la diminution d’expression du géne SIX5 participe a I'établissement de la DM1 et
favorise la formation de cataracte chez les patients DM1, mais le déficit seul de I’expression
du gene SIX5 n’explique pas I'ensemble des troubles observés dans la maladie (Klesert et al.,
2000; Sarkar et al., 2000). En effet, aprés transcription, les répétitions CTG sont retrouvées
au niveau de la région 3'UTR de 'ARNm sous forme d’expansions de triplets CUG, dont la
présence a de nombreuses conséquences sur le métabolisme cellulaire et conduit au

caractere multisystémique de la DM1.

[.2.2. Impact des répétitions CUG sur TARNm DMPK et sur la DM1.

Les répétitions CUG forment au niveau des transcrits de longues structures tiges-boucles tres
stables qui comportent de longues hélices B de type A comme celles formées par '"ADN
(Figure 11.1) (Kiliszek and Rypniewski, 2014; Kiliszek et al., 2009; Sobczak et al., 2003). La
formation de ces structures sur ’ARNm entraine d’une part une diminution de I'expression
de la protéine DMPK, et d’autre part génere un gain de fonction de 'ARNm. En effet, la
structuration des répétitions CUG en tige-boucle confere a I’ARNm de nouvelles propriétés,
dont la capacité d’interagir avec de nouvelles protéines et de recruter la protéine MBNL1 qui

est un facteur d’épissage.
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A B. C
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Figure 1I.1 : Structure des régions ARN présentant des répétitions CUG. A. Boucle terminale a 3 nucléotides
possible dans les structures tige-boucles formées par un nombre impair de répétitions CUG. B. Boucle
terminale a 4 nucléotides possible dans les structures tige-boucles formées par un nombre pair de répétitions
CUG. C. Superposition de la structure établie pour r(CUG)s (bleu) et d’une hélice de type A (rouge) (d’apres
Mooers et al., 2005).

Les ARNm DMPK mutants associés a la protéine MBNL1 sont retenus dans le noyau des
cellules et s’agregent sous forme de foci nucléaires entrainant une réduction de 50 a 57% du
taux de protéine DMPK dans les myoblastes DM1 (Furling et al., 2001a, 2001b). Les fonctions
exactes de la protéine DMPK sont encore mal connues, on sait néanmoins, qu’il s’agit d’'une
kinase impliquée dans la régulation de I'excitabilité des cellules musculaires. Ainsi, une
diminution de I'expression de la protéine DMPK pourrait favoriser les défauts de
contractilités des muscles et contribuer ainsi a la pathologie (Mankodi et al., 2000).
Cependant, c’est la séquestration de la protéine MBNL1 dans les foci qui est a I'origine du
phénotype multisystémique de la maladie. En effet, la formation des foci conduit non
seulement a une perte de fonction de la protéine MBNL1, mais s’accompagne également
d’une augmentation de la stabilité de la protéine CUG-BP1, une protéine de régulation de
I’épissage de la famille des protéines CELF qui est un antagoniste de MBNL1 (Fardaei et al.,
2001; Mankodi et al., 2001; Michalowski et al., 1999; Savkur et al., 2001). La perte de
fonction de la protéine MBNL1 associée au gain de fonction de la protéine CUG-BP1 entraine
une modulation de I'épissage alternatif de nombreux ARNm qui codent des protéines qui

sont en corrélation directe avec chacun des symptémes de la pathologie hormis le
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développement de cataracte (Tableau 11.3). En effet, Au niveau du cerveau, les désordres
neurodégénératifs observés chez les malades sont associés a la modulation de I'épissage du
pré-ARNm MAPT qui code la protéine Tau avec une augmentation de I'exclusion des exons 2,
3 et 10 (Buée et al., 2000). De méme, une inclusion anormale de I'exon 5 du gene codant la
troponine T cardiaque humaine, qui correspond une forme exprimée lors du développement
embryonnaire, participe aux troubles cardiaque et musculaires observés chez les patients
(Philips et al., 1998). La dérégulation de I"épissage de I’exon 5 associée a la DM1 a fait 'objet
d’une partie de mon travail de these et sera introduite plus en détails dans le paragraphe IL.5

de I'introduction.

I1.3. LA PROTEINE MBNL1 ET SON IMPLICATION DANS LA DM1.

La protéine MBNL1 appartient a la famille de régulateurs de I'épissage alternatif
Muscleblind-like (MBNL). Elle participe plus généralement au métabolisme des ARN.
L’expression des protéines MBNL est tissus dépendante et ces protéines sont exprimées
majoritairement dans les yeux, le systeme nerveux central et dans la plupart des types
musculaires. Cette famille est composée de trois membres, MBNL1, MBNL2 et MBNL3 qui
sont codés par trois genes distincts. Les protéines MBNL1 et 2 sont exprimées de maniere
ubiquitaire dans la plupart des tissus, mais c’est MBNL1 qui est majoritairement exprimée,
principalement dans le cceur et dans les muscles squelettiques (pour revue Konieczny et al.,
2014). Il est a noter que les protéines MBNL1 et 2 présentent des activités partiellement
redondantes et qu’une perte fonctionnelle de la protéine MBNL1 entraine la surexpression
de la protéine MBNL2 chez la souris (Lee et al., 2013). L’expression des protéines MBNL est
régulée au cours du développement. Ainsi, I'expression de la protéine MBNL3 est plus
importante chez les foetus que dans les tissus adultes ou elle est relativement restreinte,
alors qu’a l'inverse, les protéines MBNL1 et 2 sont de plus en plus exprimées au cours du
développement et de la différenciation cellulaire (Kanadia et al., 2003a). De méme, la
localisation des différentes isoformes des protéines MBNL varie au cours du développement.
En effet, les pré-ARNm codant les protéines MBNL sont soumis a un épissage alternatif, ainsi
les exons 5 et 7 sont majoritairement inclus dans les ARNm codant MBNL1 dans les muscles

et le cerveau foetaux avec une localisation cellulaire nucléaire.
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Deregulation Inclusion/
& Pré-ARNm : g Référence
Syslmarigand exon/intron exclusion
Ceeur Troponine T cardiaque Exon 5 Inclusion Philips et al., 1998
(TNNT2/cTNT) P 7
Récepteur a linsuline Exon 11 Exclusion Savkur et al., 2001
(INSR)
Canal chlore . o i Charlet et al., 2002
(CLCN1) Exon 7Alintron 2| |nclusion/inclusion Mankodi et al., 2002
Troponine T squelettique Exon feetal Inclusion Kanadia et al., 2003
(TNNT3)
Amphyphisine 2 Exon 11 Exclusion Fugier et al., 2011
(BIN1)
Récepteur a la ryanodine Exon 70 Exclusion
(RyR)
Sarcoplasmic/endoplasmic . Kimura et al., 2005
Réticulum Ca?* ATPase 1 Exon 22 Exclusion Lin et al., 2006
(SERCA1)
Sarcoplasmic/endoplasmic
Réticulum Ca?* ATPase 2 Intron 19 Inclusion
(SERCA2)
LIM domain binding 3 .
(LB3,ZASP) Exon 11 Inclusion
Titin . .
(TTN) ExonZrdet5 |Inclusion/ Inclusion
Muscle squelettique Nebulin-related anchoring
Protein Exon 12 Inclusion
(NRAP)
Calpain 3 .
(CAPN3) Exon 16 Exclusion
Attractin-like . .
(ATRNL1,ALP) Exon 5aetb Inclusion Lin et al., 2006
Forming homology 2 domain Exclusi
Contening1 (FHOD1) Exon 11a xcluston
Glutamine-fructose
6-phosphate transaminase 1 Exon 10 Exclusion
(GFPT1)
MBNL1 Exon 7 Inclusion
MBNL2 Exon 7 Inclusion
Facteur nucléaire 1 Exon 123 Inclusion
SET and MYND domain .
Contening (SMYD1) Exon 39 Inclusion Du et al., 2010
Sperm associated antigen 9 Exon 39 Inclusion

Myotubularin-related
Protein 1 (MTMR1)

Exon 2.1 et2.3

Exclusion/ Exclusion

Buj-Bello et al., 2002
Ho et al., 2005

Alpha-dystrobrevin (DTNA)

Exon 11a et 12

Inclusion /Inclusion

Nakamori et al., 2008

Cerveau

Exclusion exon 2, 3

Tau Exon 2, 3, ot 6¢ Sergeant et al., 2001
6et10
(MAPT) Jiang et al., 2004
Inclusion exon 6d
Leroy et al., 2004
Récepteur-N-methyl_D- Exon TA .
Aspartate (NMDAR1) intron 2 Exclusion
- " Jiang et al., 2004
Amyloid precursor prtein Exon feetal Inclusion g
(APP)

MBNL1 Exon 11 Inclusion Dhaenens et al., 2010

Tableau I1.3 : Principales anomalies d’épissage détectées dans différents tissus de patients DM1.




Partie 1 : Chapitre Il (Introduction)

Ces exons sont ensuite exclus dans les tissus adultes ou la protéine est retrouvée
essentiellement dans le cytoplasme. Ces données suggérent que la régulation fonctionnelle
des protéines MBNL provoque une transition dans la régulation de I'épissage alternatif qui
participe au développement et a la différentiation cellulaire (Kalsotra et al., 2008; Lin et al.,
2006). Chez les patients DM1 une augmentation de I'inclusion des exons 5 et 7 dans les
ARNmM de MBNL1 et donc un retour vers une forme foetale est observé (Tran et al., 2011).
Par ailleurs, chez la souris I'inhibition de I'expression de la protéine MBNL1 suffit a entrainer
les mémes symptomes musculaires et neurologiques que la DM1 sans la formation de foci
mettant en évidence le réle essentiel de la protéine MBNL1 dans la pathologie (Kanadia et

al., 2003b).

11.3.1. Structure de la protéine MBNL1 et reconnaissance des séquences ARN.

Le gene MBNL1 est composé de 12 exons et la séquence codante est distribuée sur 10 exons
(numérotés de 1 a 10) dont 4 sont alternatifs (exon 3, 5, 7 et 9), ce qui permet la production
de 9 isoformes de la protéine MBNL1 (Figure I.2). Chacune des isoformes présente au
niveau de sa région N-terminale 4 domaines en doigt de zinc (Zn1 a 4) qui se structurent en
deux paires en tandem tres similaires, appelés TZ12 (couple Zn1/Zn2) et TZ34 (couple
Zn3/Zn4). Ces domaines conférent a la protéine MBNL1 la capacité d’interagir avec I’ARN au
niveau de séquence de type YGCY, le résidu G de ce motif étant essentiel a la fixation de
MBNL1 (Goers et al., 2010). Des études cristallographigues ont montré que la région reliant
les doigts a Zinc au sein du motif TZ34 est fixe, et structurée de facon a ce que les surfaces
de fixation a I’ARN de chaque doigt de zinc soient opposées avec une orientation
antiparallele (Figure 11.3). Ces données suggérent ainsi une conformation en boucle de I’ARN
lié, les domaines doigt a Zn étant situés entre les séquences complémentaires de I’ARN
(Teplova and Patel, 2008). En effet, il a été montré que la protéine MBNL1 interagit avec une
plus grande affinité avec des séquences qui présentent plusieurs sites YGCY. Il est proposé
gue ces sites puissent interagir entre eux et former une structure en tige-boucle reconnue
préférentiellement par la protéine MBNL1. La structure ainsi formée serait similaire a celle
générée par les répétitions CUG dans la DM1 du fait de la présence de mésappariements au

niveau de I’hélice (Goers et al., 2010; Warf and Berglund, 2007).
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La protéine MBNL1 peut également interagir avec un seul site YGCY, mais avec une affinité
moins importante (Rau et al., 2011a). Il est a noter que la présence de la séquence de liaison
qui sépare les deux motifs TZ12 et TZ34 et qui est codée par I'exon alternatif 3 module
I’affinité de MBNL1 pour ses pré-ARNm cibles et pour les répétitions CUG in vitro (Tran et al.,
2011; Carpentier et al., 2014). Cependant cette séquence, bien que nécessaire pour la
modulation de I'épissage des ARNm cibles de MBNL1, n’est pas requise pour la
séquestration de MBNL1 dans les foci formés par les répétitions CUG in cellulo et dans des
fibroblastes ou myoblastes DM1 (Tran et al.,, 2011; Rehman et al., 2014; Carpentier et al.,
2014). Le domaine C-terminal de MBNL1 est codé par les exons 5 a 10 et n’intervient pas
dans l'interaction de la protéine avec ’ARN. Néanmoins le domaine C-terminal est essentiel
pour l'activité de la protéine et sa fonction dans la régulation de I'épissage alternatif. En
effet, il a été montré qu’en son absence la protéine perd sa capacité a réguler I'épissage
alternatif, mais également a s’oligomériser (Kino et al., 2004; Yuan et al., 2007). En effet, les
exons 5 et 7 qui codent une partie du domaine C-terminal sont soumis a un épissage
alternatif et influencent respectivement la localisation de la protéine dans la cellule (exon 5),
ainsi que sa capacité a s’oligomériser (exon 7). Ces modulations du domaine C-terminal
conferent a la protéine MBNL1 différentes localisations cellulaires et modifient sa fonction

(Tran et al., 2011).
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Figure 11.2: Les différentes isoformes protéiques produites a partir du geéne MBNL1. A. Organisation
génomique du géne humain MBNL1. Les exons non codants et codants sont respectivement indiqués en rouge
et en marron. Les exons alternatifs 3, 5, 7 et 9 sont respectivement indiqués en bleu, violet, orange et vert. Les
codons start et stop sont indiqués par une fléeche noire. B. Représentation schématique des différentes
isoformes protéiques de MBNL1. Les 2 premiers motifs en doigts a Zn2+ sont codés par I'exon 2 et les 2
derniers par I'exon 4. Le nombre d’acides aminés (aa) de chaque isoforme est indiqué (d’aprés Tran et al.,

2011).

Mol B

Figure 11.3 : Structure cristallographique de la pairea doigts de
Zn2+ 3 et 4 (TZF34) de MBNL1 en complexe avec un
oligonucléotide r(CGCUGU). Représentation en ruban et en
baton du complexe contenant 4 molécules d’ARN interagissant
avec 2 paires TZF34. Les molécules A (en bleu) et B (en vert),
correspondent chacune a un motif TZF34, et interagissent entre
elles via le motif ZF4. Les molécules d’ARN E et Es (en rose) et F
et Fs (en orange) interagissent avec les molécules de protéines A
et B. Chaque domaine ZF3 et ZF4 de MBNL1 interagit avec un
oligonucléotide, I'un au niveau de la séquence GC et 'autre de la
séquence GCU, révélant ainsi un motif de reconnaissance GC
commun. Les atomes coordonnés de zinc sont représentés par
des spheres pourpres. (D’aprées Teplova et Patel, 2008).

62



Partie 1 : Chapitre Il (Introduction)

1.3.2. Localisation et fonction de la protéine MBNL1.

11.3.2.1. Localisation de la protéine MBNL1.

La localisation de la protéine MBNL1 est un déterminant majeur pour ses fonctions
cellulaires et dépend d’un signal NLS bipartite (biNLS) constitué de deux clusters de résidus
KR au niveau des exons 5 et 6 (Tran et al.,, 2011). En absence de linclusion de I'exon 5
alternatif, la protéine MBNL1 perd sa localisation strictement nucléaire pour devenir nucléo-
cytoplasmique, ce qui impacte son role de régulateur de I'épissage alternatif. Cependant,
une étude récente a mis en évidence un second NLS dit conformationnel (conNLS), dont
I'activité ne semble pas étre associée a la voie des protéines importines (Figure 11.4). En
effet, il a été proposé que les domaines KRP(A)LE des exons 5 et 6 puissent chacun agir avec
une région conservée localisée au niveau du domaine TZ12. Ainsi, I'inclusion de I'exon 5
pourrait agir comme un commutateur pour multiplier les voies d’import nucléaires, en
assurant une localisation efficace de la protéine dans le noyau afin d’assurer certaines
fonctions nucléaires comme la régulation de I'épissage alternatif. De plus, I'implication de
régions situées au niveau des domaines doigt a zinc 1 et 2 pour former un conNLS, suggere
que l'état de liaison de la protéine MBNL1 a I’ARN pourrait moduler I'activité des deux

conNLS possibles (Kino et al., 2015; Tran et al., 2011).

NLS BIPARTITE

EXON 5 EXON 6
RDTKWL an1/2 KTQLEINGRN | «ecsssaaas] TQSAVKSLKRPLEATFDL | | GIPQAVLPPLPKRPALEKTNG [ecccssssss

|

NLS CONFORMATIONNEL

1

MOTIFS CONSERVES

Figure 11.4 : Schéma des différents éléments NLS présents au sein de 'ARNm codant la protéine MBNL1. Les
séquences impliquées dans le NLS conformationnel sont indiquées en bleues et les séquences impliquées dans
le NLS bipartite en rouge, ainsi que les résidus KR.
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11.3.2.2. La protéine MBNL1 : un régulateur de I'épissage alternatif.

La protéine MBNL1 a été caractérisée en tant que régulateur de I'épissage alternatif et
I'invalidation de la protéine chez la souris conduit a la dérégulation de I'épissage de plus de
200 pré-ARNm, dont le propre pré-ARNm de MBNL1 (Du et al., 2010; Gates et al., 2011; Ho
et al.,, 2004a). Selon les pré-ARNm, la protéine MBNL1 peut soit favoriser, soit inhiber
I'inclusion d’un exon et le niveau d’activité de la protéine est en corrélation avec le degré
d’affinité de MBNL1 avec le pré-ARNm cible. En effet, différentes études ont mis en évidence
que l'activité de régulation de I'épissage de la protéine MBNL1 nécessite la présence de
I’exon 6, et de I’'exon 3 qui code la région de la protéine située entre les deux couples de
doigts a zinc TZ12 et TZ34 impliqués dans la fixation de la protéine sur les pré-ARNm (Edge et
al., 2013; Grammatikakis et al., 2011; Purcell et al., 2012; Tran et al., 2011). Il a été montré
que la localisation des sites de fixation de MBNL1 par rapport a I’exon peut avoir un impact
sur les propriétés activatrices ou inhibitrices de la protéine MBNL1. En effet, il a été proposé
que la fixation de MBNL1 sur les séquences introniques en amont de |'exon favorise
I’exclusion de I’exon, tandis que la fixation de la protéine en aval de I'exon favorise
I'inclusion de I'exon (Goers et al., 2010; Wang et al., 2012; Echeverria and Cooper, 2014).
MBNL1 agirait sur I'épissage alternatif en bloquant des sites activateurs ou inhibiteurs de
I’épissage par oligomérisation (Kino et al., 2009). De plus, des études ont montré que la
protéine MBNL1 peut reconnaitre et stabiliser des structures ARN en tige-boucle adjacentes
a des sites accepteurs ou inhibiteurs de I’épissage, limitant ainsi leur utilisation lors de
I’épissage alternatif. C’est notamment le cas pour l'intron situé en amont de I'exon F du pré-
ARNmM TNNT3 ou MBNL1 reconnait et stabilise une structure tige-boucle situé a proximité du
site 3’ d’épissage, qui n'est alors plus utilisé, ce qui conduit a I'exclusion de I'exon. Fait
intéressant, une étude récente a montré que le domaine C-terminal de MBNL1 est suffisant
a lui seul pour interagir avec '’ARN et permettre le recrutement de la protéine PTB afin
d’induire la répression de l'inclusion de I'exon 3 du pré-ARNm codant la protéine TPM1
(Yuan et al., 2007; Gooding et al., 2013; pour revue Konieczny et al., 2014). Enfin, une étude
récente chez la souris a montré l'implication de la protéine MBNL1 dans la sélection
alternative de sites de polyadénylation de centaines d’ARNm dans des fibroblastes (Batra et

al., 2014).



Partie 1 : Chapitre Il (Introduction)

11.3.2.3. Implication de la protéine MBNL1 dans la formation d’ARN circulaire.

L’existence d’ARN circulaires libres au cours de I'épissage avait été observée depuis de
nombreuses années. Au cours de ces derniéres années, de nombreuses études ont mis en
évidence le fait que ce type d’ARN circulaires (circRNA) est exprimé de maniere abondante
chez les eucaryotes. Les mécanismes conduisant a la production de ces ARN sont encore mal
compris (Salzman et al., 2012). Ces ARN circulaires sont constitués soit d’'un ou de plusieurs
exons, ou d’un intron. Les fonctions de ces ARN sont aussi largement incomprises.
Cependant, il a été proposé qu’ils puissent agir en tant que régulateurs de la transcription ou
comme compétiteurs de leurs homologues linéaires pour l'interaction avec des miRNA ou
des RBP (RNA Binding Protein) (Jeck et al., 2013). En effet, certains circRNA ont un role
« d’éponge » afin de moduler localement la concentration de miRNA et de RBP libres
(Hansen et al., 2013; Memczak et al., 2013). De plus, il est proposé que les circRNA puissent
étre traduits par les ribosomes et puissent générer des protéines avec une fonction
différente de la protéine issue de 'ARNm linéaire homologue (Chen and Sarnow, 1995).
Récemment, des études ont établi I'implication directe de la protéine MBNL1 dans la
formation d’un ARN circulaire (appelé circMBL) lors de I'épissage alternatif de son propre
pré-ARNm (Petkovic and Miiller, 2015). En effet, les études ont révélé que le nombre de sites
YGCY de part et autre de I'exon 3 du pré-ARNm influence la production de I’ARN circMBL a
partir de cet exon et cette production nécessite la fixation de la protéine MBNL1. Ainsi, la
mutation ou la déplétion d’un ou plusieurs sites YCGY défavorise la production de I’ARN
circMBL, tandis que la surexpression de la protéine favorise la production de circMBL. Ces
résultats sont cohérents avec les derniers modéles proposés pour la formation des circRNA,
notamment avec un modeéle dans lequel les introns non épissés flanquant un exon,
interagissent ensemble soit par appariement de bases, soit par I'intermédiaire de RBP. Cette
interaction entre les introns provoquerait la formation d’une structure tige-boucle qui
permettrait de juxtaposer le point de branchement de l'intron en aval avec le site 3’
accepteur de l'intron en amont (site 3’ donneur) qui réaliserait une attaque nucléophile.
Ensuite, le site 3’ donneur attaquerait le site 5’"donneur de I'intron en aval, joignant ainsi les
deux introns et libérant I’exon circularisé (Figure 11.5A). Un second modéle basé sur le méme
schéma enzymatigue, mais au sein d’un lasso classique au cours de I'épissage a également

été proposé (Figure 11.5B) (Petkovic and Miiller, 2015). Le fait que la protéine MBNL1 puisse
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interagir avec les ARN circMBL souléve la possibilité d’'un mécanisme sophistiqué de
régulation du niveau de MBNL1 libre. En effet, lorsque la protéine MBNL1 est en exces, la
production de circMBL est favorisée et pourrait jouer un réle d’éponge vis a vis de la

protéine MBNL1 en exces en se liant a elle (Ashwal-Fluss et al., 2014).

Attaque du point de branchement 5’ sur
le site donneur 3’

Intermédiaire en lasso

N .

Epissage au sein du lasso
¥ 5 el B 1 +
A
ARN circulaire
+ ARN circulaire
A
5 3

Intron sous forme de lasso

Attaque du site 3’ d’épissage
sur le site 5’ d’épissage

Figure 1.5 : Schématisation des différents modeles proposés pour la formation d’ARN circulaires. A. Modele
de circularisation par formation d’une structure tige-boucle. B. Modele de circularisation au sein d’un lasso
classique au cours de I'épissage (d’aprés Petkovic and Miiller, 2015).

[1.3.2.4. Les autres fonctions de la protéine MBNL1.

Au cours de ces derniéres années, de nombreuses études ont mis en évidence I'implication
de la protéine MBNL1 dans plusieurs fonctions cellulaires. Comme mentionnée
précédemment, la protéine MBNL1 peut interagir avec des motifs YGCY au niveau de la
séquence 3'UTR d’un pré-ARNm afin d’inhiber l'utilisation d’un site de polyadénylation en
faveur d’un autre. Cette implication dans la polyadénylation des pré-ARNm a un impact
direct sur le devenir des ARNm, tant sur leur localisation que sur leur stabilité. Cette
régulation a pour conséquence de moduler la présence de séquences régulatrices au sein de
la région 3’UTR qui peuvent étre reconnues par des micros ARN (miRNA ou miR) et/ou par
des protéines de transport des ARNm (Batra et al., 2014; Wang et al., 2012). Par ailleurs, un
role de MBNL1 dans la production des miRNA vient d’étre proposé. En effet, des motifs YGCY

ont été mis en évidence au sein des boucles de nombreux pré-miR, ainsi que la fixation de la
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protéine MBNL1 sur les pré-miR-1 et 1307 (Rau et al., 2011b; Tang et al., 2015). L'interaction
de la protéine MBNL1 sur ces pré-miR peut soit favoriser le processus de maturation du
miRNA, soit I'inhiber en interférant avec I'activité de DICER1 sur le pré-miR. Ainsi, il a été
proposé que la protéine MBNL1 puisse avoir comme certaines protéines hnRNP un role de
régulateur de la maturation des miR ce qui a une influence sur la stabilité des ARNm cibles
de ces miRNA (Rau et al., 2011b; Tang et al., 2015). De plus, Une étude récente a aussi
montré que la protéine MBNL1 réprime l'expression de protéines qui seraient issues
d’ARNm présentant des répétitions anormales de séquences CUG ou CAG qui conduisent a la
production de protéines contenant des polyglutamines (polyQ) (Kino et al., 2015). Cette
répression est associée a une relocalisation des ARNm mutants dans le noyau avec la
protéine MBNLL. Ainsi, il est proposée qu’en fonction de sa localisation, la protéine MBNL1
reconnaisse les ARNm mutants avec des expansions de répétitions et maintienne ces ARN au
sein du noyau afin de réprimer leur expression. Ce processus peut étre considéré comme un
mécanisme de contréle qualité des ARNm qui limiterait la production de protéines
aberrantes non physiologiques. Cette nouvelle fonction de la protéine MBNL1 suggére donc
qgue, contrairement a l'idée établie a partir de I'étude de la DM1, la protéine MBNL1 ne
serait pas simplement séquestrée par la formation des foci nucléaires, mais serait un acteur
de leur formation, agissant comme un répresseur de la production de protéines aberrantes

(Kino et al., 2015).

11.3.3. Implication de la protéine MBNL1 dans la dystrophie myotonique de type I.

Parmi les protéines impliquées dans la DM1, la protéine MBNL1 est la plus étudiée et semble
avoir de nombreux rbles dans la pathologie. En effet, il est proposé aujourd’hui que la
protéine MBNL1 soit a I'origine de la formation des foci nucléaires observés chez les
patients, par sa fonction de répresseur d’expression d’ARNm renfermant des répétitions
CUG (Kino et al., 2015). Cette hypothése est d’autant plus plausible gu’une invalidation de la
protéine MBNL1 dans des myoblastes de patients DM1 conduit a une diminution
significative du nombre de foci (Dansithong et al., 2005). Par ailleurs, la formation de foci
nucléaires dans le noyau des patients conduit a une diminution importante de la protéine

MBNL1 libre, qui ne peut plus assurer correctement ses autres fonctions, en particulier son
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role de régulateur de I'épissage alternatif. L’analyse comparative, par approche puces a
exons, du transcriptome de souris modeles de la DM1 et de souris n’exprimant pas la
protéine MBNL1 montre ainsi que plus de 80% des dérégulations de I'épissage alternatif sont
communes entre les deux modeles. Néanmoins, chez I’'homme, la perte de la protéine
MBNL1 n’explique que 50% des modulations de I'épissage alternatif observées chez les
patients DM1 (Kanadia et al., 2003b, 2006). La diminution de la quantité de protéine MBNL1
libre chez les patients DM1 impacte donc directement I'épissage alternatif de nombreux pré-
ARNmM, mais pourrait également I'impacter indirectement dans la mesure ou MBNL1 peut
interagir avec d’autres protéines de régulation de I'épissage, dont les protéines hnRNP et
ceci de maniére ARN indépendante (Paul et al., 2011). La stoechiométrie et I'activité globale
des protéines intervenant dans le processus d’épissage sont alors modifiées (Paul et al.,
2011). Ainsi, de nombreux travaux ont étudié I'implication de la protéine MBNL1 dans
I’épissage d’un grand nombre de pré-ARNm. C'est notamment le cas de I"épissage du pré-
ARNmM MAPT qui code six isoformes de la protéine Tau dans le cerveau humain d’un adulte,
du fait de l'inclusion alternative des exons 2, 3 et 10. Dans les cerveaux de patients DM1,
une augmentation de I'exclusion de ces exons favorisant |’expression de la protéine Tau
foetale est observée. Elle contribue aux symptomes neuro-dégénératifs observés chez les
malades. Une étude récente, réalisée par I'équipe de N. Sergeant et ML. Caillet-Boudin de
Lille et a laquelle j'ai contribué et qui est présentée dans la partie Publications, a permis de
mettre en évidence I'implication de la protéine MBNL1 en synergie avec la protéine MBNL2
dans la régulation de I'épissage alternatif de I'exon 2 du pré-ARNm codant la protéine Tau.
En effet, une diminution du taux de protéine MBNL1 favorise I'exclusion de I’'exon 2 du pré-
ARNm contribuant ainsi a la formation de I'isoforme fcetale de la protéine (Carpentier et al.,
2014; Sergeant et al., 2001). Afin de mieux comprendre |'altération du profil d’épissage chez
les patients DM1, d’autres travaux ont été réalisés. Ces derniers révelent I'importance d’une

autre protéine de régulation de I'épissage alternatif, la protéine CUG-BP1.
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1.4. LES PROTEINES DE LA FAMILLE CELF.

La famille des protéines CELF (pour CUG-BP and ETR3-Like Factor) est la seconde famille de
régulateurs de I'épissage impliquée dans la DM1. Le premier membre de cette famille a été
identifi¢ dans la cadre d’une étude recherchant une protéine capable de se lier a une
séquence ARN composée de 8 répétitions CUG. C’est ainsi que la protéine CELF1 a été
identifiée et nommeée également CUG-BP1 pour CUG Binding Protein. Puis par homologie de
séquence, la protéine ETR-3 (pour Embryonically lethal abnormal vision-type RNA binding
protéine 3 ou CELF2) a été identifiée établissant ainsi la famille des protéines CELF (Ladd et

al., 2001a; Timchenko et al., 1996).

Chez 'homme, cette famille est composée de 6 membres, les protéines CELF1 a 6,
également appelées BRUNOL1-6 (pour BRUNO-Like) en raison de leur similarité de
séquences avec les protéines Bruno chez la drosophile. Les protéines CELF sont conservées
chez les eucaryotes et peuvent étre classées en deux sous familles sur la base de la
phylogénie. La premiere sous-famille correspond aux protéines CUG-BP1 et ETR-3 (Barreau
et al., 2006; Ladd and Cooper, 2004). Ces protéines sont exprimées de maniére ubiquitaire
avec un enrichissement dans le coeur, le cerveau et les muscles. La seconde sous-famille
correspond aux protéines CELF3 a 6 dont I'expression est tissu-dépendante : les protéines
CELF3, 4 et 5 étant exprimées au niveau du systeme nerveux central chez I'adulte alors que
la protéine CELF6 est préférentiellement trouvée dans le cerveau et le rein (Loria et al.,,
2003; Meins et al., 2002). L'expression des protéines CELF joue un réle essentiel dans la
régulation de I'épissage au cours du développement et évolue en fonction des différents
stades de développement (Ladd et al., 2001b). Ainsi, la protéine CELF6 est majoritairement
exprimée dans le cerveau et le rein chez I'adulte, tandis que dans le feetus, la protéine est
beaucoup moins exprimée en particulier dans le rein foetal (Ladd et al., 2004; pour revue
Dasgupta and Ladd, 2012). Il est a noter qu’au cours du développement, les protéines CUG-
BP1 et ETR-3 sont fortement exprimées dans les premiers stades embryonnaires, puis sous-
exprimées plus de 10 fois dans le muscle squelettique et le coeur lors du développement
post-natal, en restant a des niveaux faibles dans les tissus adultes (Kalsotra et al., 2008; Ladd

et al., 2005).
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[1.4.1. Structure des protéines CELF et interaction avec I’ARN.

Les protéines CELF sont toutes constituées de trois domaines de reconnaissance a I’ARN
(RRM) qui sont conservés entres les protéines. Les deux premiers domaines RRM (RRM1 et
2) sont localisés dans la partie N-Terminale de la protéine et le troisieme dans la partie C-
Terminale (RRM3) (Figure I1.6). Le RRM3 est séparé des deux autres domaines par une région
de 160 a 230 résidus dite divergente, non conservée et spécifique a chague membre de la

famille (Ladd et al., 2001b).

Domaine divergent

N-Terminale | | RRM1 || RRM2 RRM3 | c-Terminale

Figure 11.6 : Schéma de I'organisation structurale des protéines CELF.

De nombreuses études montrent que les domaines RRM1 et 2 sont essentiels pour
I'interaction des protéines CELF avec les ARN contenant des répétitions CUG. Cependant,
d’autres études ont mis en évidence que le domaine RRM3 associé au domaine divergent
était suffisant pour interagir avec des répétitions de GC. Ensemble, ces études suggerent que
les différents RRM peuvent se lier a des substrats distincts. Fait intéressant, des travaux
réalisés avec l'approche SELEX, ont montré que les protéines CUG-BP1 et ETR-3 ont
respectivement une meilleure affinité pour les séquences de type UGU (CUG-BP1) et UGUU
(Faustino and Cooper, 2005; Marquis et al., 2006). Bien que sa fonction n’ait pas encore été
clairement établie, le domaine divergent semble jouer un réle dans l'interaction avec I’ARN
et pourrait étre impliqué dans la localisation sub-cellulaire de certaines protéines CELF
(Dujardin et al., 2010; Han and Cooper, 2005). En effet, la déplétion de ce domaine dans la
protéine CUG-BP1 affecte son exclusion du noyau, sa translocation au sein de granules de
stress cytoplasmiques et sa localisation dans les compartiments périnucléaires (Fujimura et

al., 2008).
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11.4.2. Fonction des protéines CELF.

Les protéines CELF peuvent étre localisées dans différents compartiments de la cellule, ce
qui suggere que ces protéines pourraient avoir différents réles selon leur localisation
cellulaire. En effet, les protéines CELF ont, au sein du cytoplasme, plusieurs fonctions : elles
interviennent dans la stabilité des ARNm, la déadénylation et la traduction (Paillard et al.,
2003; Vlasova et al., 2008; Barreau et al., 2006). Au niveau du noyau, les protéines CELF
jouent essentiellement un réle dans la régulation de I'épissage alternatif. L’activité des
protéines CELF est régulée par leur niveau de phosphorylation. Ainsi, CUG-BP1 peut étre
hyperphosphorylée par la protéine PKC (Protein Kinase C), mais aussi par de multiples autres
kinases et ceci influence a la fois sa stabilité, sa localisation nucléaire et donne sa capacité a

réguler I'épissage (pour revue Dasgupta and Ladd, 2012; Beisang et al., 2012).

11.4.2.1 Les protéines CELF dans I'épissage alternatif.

Les protéines CELF participent a la régulation de I'épissage alternatif en favorisant aussi bien
I'inclusion que I’exclusion d’exons au sein des pré-ARNm. Les sites de fixation des protéines
CELF au sein d’un pré-ARNm peuvent étre situés en amont et/ou en aval des exons régulés.
Différents mécanismes de régulation de I'épissage alternatif par les protéines CELF ont été
proposés. Tout d’abord, les protéines CELF peuvent interagir avec la snRNP U2 et favoriser
son recrutement au niveau du point de branchement. C’est notamment le cas dans
I’épissage de I'exon 5 du pré-ARNm codant la troponine T cardiaque chez le poulet ol ETR-3
induit I'inclusion de I’exon par interaction directe avec la snRNP U2 (Goo and Cooper, 2009).
De plus, les protéines CELF peuvent agir indirectement en agissant comme compétiteur pour
la fixation sur un site régulateur. Dans ce cas, les protéines CELF se fixent sur le site d’un
activateur ou d’un répresseur pour empécher son action. De méme, il est proposé que la
protéine ETR-3 puisse empécher la reconnaissance du site polypyrimidine par U2AF et ainsi
favoriser I’exclusion d’un exon (Dujardin et al., 2010). Bien que la régulation de I'épissage
alternatif soit généralement considérée comme la fonction principale des protéines CELF

dans le noyau, les protéines CELF sont également impliquées dans d’autres fonctions.
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11.4.2.2. Les autres fonctions des protéines CELF.

Comme pour la plupart des protéines se liant aux ARNm, les protéines CELF sont impliquées
dans divers processus cellulaires dont la régulation de la stabilité des ARNm. En effet, La
protéine CUG-BP1 peut interagir avec des motifs conservés GRE (GU-Rich Element) qui sont
enrichis dans la séquences 3’UTR de nombreux ARNm. Cette interaction permet de
promouvoir la dégradation des ARNm (Lee et al., 2010; Vlasova-St Louis and Bohjanen,
2011). A l'inverse, la protéine ETR-3 stabilise les ARNm en reconnaissant des séquences
riches en résidus A/U au sein de la région 3’UTR, mais empéche leur traduction par le
ribosome (Mukhopadhyay et al., 2003). Les protéines CELF peuvent également fonctionner
comme activateur ou répresseur de la traduction en interagissant avec la région 5'UTR des
ARNm au niveau de séquences riches en G/C (lakova et al., 2004). Enfin, en lien avec leur
fonction de régulateur de stabilité des ARNm, les protéines CELF jouent également un role
important dans la déadénylation des ARNm. Il a été clairement montré qu’en interagissant
avec la 3’'UTR d’ARNm cibles, CUG-BP1 pouvait promouvoir leur déadénylation en facilitant
le recrutement ou la stabilisation de la déadénylase PARN (Poly(A)-specific RiboNuclease). Il
a méme été proposé que CUG-BP1 puisse induire elle-méme la déadénylation (Kim and
Richter, 2006; Moraes et al., 2006). Cette activité des protéines CELF est modulée par leur
état de phosphorylation et la présence de cofacteurs, ainsi seules les protéines CELF

déphosphorylées peuvent réguler la déadénylation des ARNm.

[1.4.2.3. Les protéines CELF : des antagonistes des proteines MBNL.

Il est établi aujourd’hui que les protéines CELF et particulierement les protéines CUG-BP1 et
ETR-3 sont des antagonistes des protéines MBNL. Cet antagonisme a été mis en évidence
pour la régulation de I'épissage alternatif de plus de 200 exons (Wang et al., 2012, 2015). |l
ne reposerait pas sur un modeéle de compétition pour la fixation sur un ARN cible, dans la
mesure ou les sites préférentiels de fixation des deux familles protéiques sont distincts et
gue la fixation d’'une des protéines n’empéche par la fixation de I'autre (Dansithong et al.,
2005; Ho et al.,, 2004a). De plus, une surexpression de la protéine CUG-BP1 dans des

myoblastes de souris n’influence ni I'expression de la protéine MBNL1, ni sa localisation dans
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la cellule. De méme, le niveau d’inclusion d’exons régulés uniguement par MBNL1, et non
par les protéines CELF, ne montre aucune variation (Lin et al., 2006; Wang et al., 2015). Ces
observations suggérent donc que I'antagonisme des protéines CELF envers les protéines
MBNL résulte d’un effet direct sur I'épissage alternatif (Wang et al., 2015). L’antagonisme
entre les protéines CELF et MBNL se retrouve également dans d’autres fonctions de
régulation et plus particulierement dans la régulation de I'expression des ARNm (Kalsotra et
al., 2008; Masuda et al., 2012; Wang et al., 2015). Des analyses comparatives de la séquence
de la région 3’UTR des ARNm ont permis de mettre en évidence plus de 1000 3'UTR d’ARNm
permettant la fixation des deux familles de protéines. Ces analyses ont également permis
d’observer la présence de sites pour la fixation des protéines CUG-BP1 et MBNL1 regroupés
en cluster, au sein d’'un nombre significatif de 3’UTR. Malgré la proximité des différents sites,
les premieres expérimentations suggerent également que I'antagonisme entre CUG-BP1 et
MBNL1 repose sur un modele d’inhibition de fonction et non de fixation (Wang et al., 2015).
Cet antagonisme entre les protéines CUG-BP1 et MBNL1 est également observé dans le
cadre de la DM1 et la protéine CUG-BP1 contribue de maniere importante a I'altération du

profil d’épissage chez les patients (Ladd, 2013).

[1.4.3. Implication des protéines CELF dans la DM1.

Les protéines CELF jouent un role essentiel dans le développement de maladies
neuromusculaires et en particulier dans la DM1. En effet, bien que le niveau d’expression
des protéines CELF diminue au cours du développement chez les patients DM1, une
augmentation de la quantité des protéines CELF dans les muscles squelettiques et le coeur a
été observée (Kalsotra et al., 2008; Timchenko et al., 2004). Cette augmentation
s’accompagne d’'une modulation de la localisation cellulaire des protéines CUG-BP1 et ETR-3
qui s’accumulent dans le noyau des cellules indépendamment de la présence des répétitions
CUG dans la 3’UTR de 'ARNm DMPK. L'augmentation de la quantité de CUG-BP1 est due a
son hyperphosphorylation par la protéine PKC qui confére a la protéine CUG-BP1 une plus
grande stabilité. A I'heure actuelle, il est proposé que la dérégulation de I'activité de la
protéine PKC soit associée a une réduction de I'expression de miRNA (Kalsotra et al., 2010;

Kuyumcu-Martinez et al., 2007). De plus, il a été montré dans la souris, que la seule
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surexpression de la protéine CUG-BP1 dans des cellules de muscles squelettiques permettait
de reproduire certains des défauts d’épissage alternatif et des altérations physiologiques
retrouvés chez les patients (Ho et al., 2005; Ward et al., 2010). Ainsi, 'augmentation de la
stabilité de la protéine CUG-BP1 et de sa concentration nucléaire associée a la diminution
des protéines MBNL libres au sein des noyaux contribue a exacerber I'antagonisme entre les
deux familles protéiques et a favoriser un profil d’épissage de type foetal des pré-ARNm chez
les malades. Une implication de la protéine CUG-BP1 dans la DM1 dans la stabilité des ARNm
et la formation de granules de stress cytoplasmiques entrainant une diminution de la

traduction (Huichalaf et al., 2010).

1.5. LA DEREGULATION DE L'EPISSAGE DE L'EXON 5 DE LA TROPONINE T CARDIAQUE
DANS LA DM1.

Comme mentionné précédemment, la dérégulation de I'épissage alternatif de I'exon 5 de
hcTNT pourrait participer aux symptomes cardiaques observés chez les patients DM1, bien
que la contribution directe de ce transcrit n’ait pas encore été démontrée. Néanmoins,
I'atteinte cardiaque chez les patient DM1 est a I'origine de 20% des déces chez les malades,

d’ou I'importance d’étudier la régulation de I'épissage de I'’exon 5 de hcTNT.

[1.5.1. La troponine T et son role dans la contraction musculaire.

Chez les vertébrés, la contraction musculaire des muscles striés, met en jeu de nombreux
complexes protéiques afin de permettre un mouvement ou le maintien d’une posture. La
troponine T participe a ce processus et forme un complexe appelé troponine avec les
troponines C et | (TNC et TNI). La troponine T joue un réle essentiel dans la fixation du
complexe troponine sur les filaments d’actines, par I'intermédiaire de la tropomyosine, aussi
gue dans l'organisation des différentes sous-unités dans le complexe. Elle participe a la
régulation de la contraction musculaire. Dans le coeur, La troponine T cardiaqgue humaine est
codée par le gene hcTNT (ou TNNT2) qui est composé de 17 exons et se situe sur le
chromosome 1 en position 1932 (pour revue Katrukha, 2013). Chez I'lhomme, il existe

quatre isoformes de la protéine (TnT1 a 4) en fonction de I'inclusion ou I’exclusion des exons
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4 et 5 dans 'ARNm qui sont les seuls exons alternatifs du pré-ARNm. Le taux relatif de
chaque isoforme dans les cellules musculaires évolue au cours du temps. Ainsi, dans le cceur
d’un feetus, c’est I'isoforme TnT1, présentant I'inclusion des deux exons, qui est I'isoforme
majoritaire. Tandis que chez l'adulte, c’est l'isoforme TnT3 qui est favorisée, suite a
'augmentation de I'exclusion de I'exon 5. Les deux autres isoformes TnT2 et 4 sont
également des isoformes foetales (Gomes et al., 2002). L'exon 5 du gene hcTNT code une
séquence de 10 acides aminés tres acide (EEEDWREDED) localisée dans la région N-terminale
de la protéine. L'inclusion de I'exon 5 conduit a la synthese d’une isoforme plus acide ce qui
affecte le fonctionnement du complexe troponine. Il a été montré que l'expression de
I'isoforme TnT3 (dépourvue de I'exon 5) chez I'adulte améliore la force maximale de
contraction des myofibrilles ainsi que la sensibilité des myocytes au calcium en favorisant la
dissociation du Ca2+ au niveau du complexe TNC. Par son impact sur la structure du
complexe troponine et la dissociation de Ca2+, I'épissage alternatif de I’exon 5 représente
donc un événement important dans la contraction musculaire (Gomes et al., 2004; pour
revue Katrukha, 2013). En effet, une modulation de son taux d’inclusion peut entrainer des
défauts dans la conduction et le rythme cardiaque qui peuvent a long terme s’avérer fatal.
L'inclusion anormale de I'exon 5 dans ’ARNm hcTNT dans les cellules DM1 conduit donc a
une mauvaise contraction musculaire et pourrait étre impliquée dans les anomalies

cardiaques de patients (Philips et al., 1998; Vinereanu et al., 2004).

11.5.2. Régulation et dérégulation de I'épissage alternatif de I'exon 5 de hcTNT dans la DM1.

[1.5.2.1. Bases moléculaires de la régulation de I'épissage alternatif de 'exon 5 de hcTNT.

Au cours du développement, le profil d’épissage de I’exon 5 de hcTNT change pour passer de
I'inclusion vers I'exclusion. Cette modulation du profil d’épissage est retrouvée chez de
nombreuses espéces comme la souris, le rat et le poulet suggérant un mécanisme conservé
chez les mammiferes. Initialement, I'étude moléculaire de la régulation de I'épissage de
I’exon 5 de hcTNT a été débutée chez le poulet, puis poursuivie chez I'homme. Deux sites de
fixation de la protéine MBNL1 ont été identifiés entre les positions 41 et 21 en amont de
I’exon 5 humain (Figure I1.7) et il a été montré que la surexpression de la protéine MBNL1

entrainait une diminution de I'inclusion de I’exon 5 (Ho et al., 2004b).
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Figure 11.7 : Schéma de la localisation de deux sites de fixation de la protéine MBNL1 sur ’ARNm hcTNT. Les
sites (en rose) sont situés entre les positions 41 et 21 en amont de I'exon 5 (en marron)

Ainsi, il a été proposé que la fixation de la protéine MBNL1 stabilise localement la formation
d’une structure tige-boucle formée par I'appariement de ces deux sites de fixation. La
structure ainsi stabilisée empécherait la reconnaissance par U2AF65 de la séquence
polypyrimidine située entre les 2 sites MBNL1 limitant la reconnaissance de |'exon par le
spliceosome (Warf et al., 2009). Des sites de fixations pour les protéines CELF ont été
également identifiés au niveau des 50 premiers nucléotides de I'intron en aval de I'exon 5
(Ho et al., 2004b). Chez le poulet, une régulation positive de I'inclusion de I’'exon 5 par les
protéines CELF a été mise en évidence et deux mécanismes de régulation non exclusifs ont
été proposés: dans le premier, la fixation des protéines CELF activerait directement le
recrutement du spliceosome, alors que dans le second, les protéines CELF bloqueraient
I’action d’'un complexe répresseur composé des protéines MBNL1 et PTB. Ce mécanisme de
compétition ne serait cependant pas basé sur une compétition directe des protéines pour la
fixation sur le pré-ARNm cTNT, puisque les sites de fixation des protéines CELF, MBNL1 et
CUGBP sont distincts (Ladd et al., 2005). Cependant le mécanisme d’action de ces protéines
pour favoriser I'inclusion de I'exon 5 du pré-ARNm cTNT chez 'homme n’a pas été élucidé.
Dans le cadre de la DM1, I'augmentation de l'inclusion de I'exon 5 observée chez les patients
est corrélée avec I'augmentation de la stabilité de la protéine CUG-BP1 et la diminution de

protéine MBNL1 libre, ce qui correspond a un retour a un profil feetal d’épissage de I'exon.
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11.5.2.2. Identification de nouveaux sites intervenants dans I'épissage alternatif du pré-ARNm
hcTNT.

Dans le cadre du consortium frangais d’étude de la dystrophie myotonique financé par
I’AFM, I’équipe de Christiane Branlant (IMoPA, ex-AREMS), en collaboration avec I'équipe de
Nicolas Sergeant et Marie-Laure Caillet-Boudin a Lille, a mené des recherches visant a mieux
comprendre les bases moléculaires des dérégulations de I'épissage alternatif observées chez
les patients souffrant de DM1. Pour cela, avant mon arrivée au laboratoire, I'équipe avait
entrepris de définir quelles étaient les séquences minimales requises en aval et en amont de
I’exon 5 pour récapituler les régulations de son épissage, y compris I'effet en trans d’ARN
contenant des répétitions de triplets CUG. Différents minigénes contenant I'exon 5 du pré-
ARNm hcTNT, avec des régions introniques flanquant I'exon 5 entiéres ou variant de 50 a
250 nt avaient été produits. Dans ces minigenes I'exon 5 du pré-ARNm hcTNT et ses
séquences introniques flanquantes avaient été insérés dans l'intron 2 du récepteur a
I'insuline (IR), lui-méme flanqué de ses exons bordants (Figure 11.8). Ces minigénes avaient
été cotransfectés avec une construction exprimant ou non des répétitions CTG insérées dans
le contexte de séquence dans lequel elles sont présentes dans le gene DMPK. Les
événements d’épissage avaient été analysés par RT-PCR et les données obtenues avaient
révélé que les séquences impliquées dans les diverses régulations s’exercant sur I’exon 5

s’étendent sur environ 150 nt en amont et/ou en aval de cet exon (Figure 11.9).
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Figure 11.8 : Schéma du minigéne IR-hcTNT. Le minigéne contient I’'exon 5 du pré-ARNm hcTNT, avec ces
régions introniques flanquantes entieres ou variant de 50 a 250 nt. Dans ce minigéne I'exon 5 du pré-ARNm
hcTNT et ses séquences introniques flanquantes ont été insérés dans I'intron 2 du récepteur a l'insuline (IR) de
rat, lui-méme flanqué de ses exons bordants et sous contréle du promoteur SV40.
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Figure 1.9 : Détermination de la taille des régions introniques en amont et en aval de I'exon 5 du pré-ARNm
hcTNT requises pour récapituler 'ensemble des régulations de 'inclusion de I’exon 5. La taille des différentes
séquences introniques utilisées pour cette étude est indiquée. Chaque variant du minigéne IR-hcTNT avait été
cotransfecté dans des cellules T98 avec une construction exprimant ou non des répétitions CTG dans le
contexte du gene DMPK. . Apres extraction des ARN, I'épissage du minigene hcTNT avait été analysé par RT-
PCR et les produits d’amplification avaient été séparés sur gel d’agarose. Les taux d’inclusion observés pour
I’'exon 5 sont indiqués : + correspond a une inclusion d’environ 50 % de I'exon 5 ; ++ correspond a une inclusion
d’environ 90% de I'exon 5; - correspond a une forte exclusion de I'exon 5. L'effet des répétitions CUG sur
I'inclusion de I'exon 5 est également indiqué. Le minigene indiqué par une fleche rouge présente la région
minimale requise pour récapituler I'ensemble des régulations s’exergant sur I'exon 5.
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L’équipe de Christiane Branlant a alors recherché si ces séquences contenaient des sites
potentiels de fixation de MBNL1 de consensus YGCU. C'est ainsi qu’au total huit sites
potentiels ont été détectés. Parmi ces huit sites, seuls deux avaient été préalablement
décrits et correspondent a ceux mentionnés dans la paragraphe précédent (appelés sites 1’
et 2’ et formant le groupe 1) (Ho et al., 2004b). Trois des six sites potentiels supplémentaires
ainsi identifiés, sont situés entre les positions 92 et 56 en amont de I'exon 5 (appelés sites 1,
2 et 3 et formant le groupe 2), les trois autres sont localisés entre les positions 25 et 44 en
aval de I’exon 5 (appelés sites 4, 5 et 6 et formant le groupe 3) (Figure 11.10). Ayant identifié
la région requise pour récapituler I'ensemble des régulations s’exergant sur I'exon 5, il était
important d’en établir sa structure 2D, afin de pouvoir ensuite définir les sites de fixation de
ses partenaires protéiques par la technique d’empreinte. La structure 2D obtenue a révélé la
présence d’une longue hélice centrale impliquant a la fois les séquences de 50 nt en 5’ et 3’

de I'exon (Figure 11.11).

Groupe 2 Groupe 1 Groupe 3
123 1" 27 45 6
3 Pré-ARNm
hcTNT
3 sites 2 sites 3 sites
MBNL1 MBNL1 MBNL1

Figure 11.10 : Schéma représentant les différents sites identifiés pour la fixation de la protéine MBNL1. Les
sites 1’ et 2’ (rose) constituent les sites du groupe 1 identifié par Ho et al., 2004b. Les sites 1,2 et 3 constituent
le groupe de sites 2 et les sites 4,5 et 6, le groupe de sites 3, groupes identifiés au laboratoire représentés en
violet.
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Figure 11.11 : Modéle de structure 2D de la région du pré-ARNm hcTNT requise pour récapituler I'ensemble
des régulations et dérégulations de l'inclusion de I'exon 5, établi a partir des données d’hydrolyse
enzymatiques. Les clivages par les RNases V1, T1 et T2 sont représentés par des carrés, des losanges et des
ronds respectivement. La couleur des symboles représente l'intensité du clivage (faible en vert, moyenne en

orange et forte en rouge). La séquence de I'exon 5 est indiquée en gris. Les huit sites MBNL1 sont indiqués en
bleu et les groupes de sites (groupes 1, 2 et 3) sont indiqués.
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Selon le modele établi par Isabelle Behm-Ansmant, les 3 sites de fixation de MBNL1 situés
plus en amont entre les positions 92 et 56 se structurent indépendamment du reste de la
région. Par contre, les sites de fixation situés a la bordure 5" de I'’exon 5 interagissent avec
une séquence située en aval de I'exon 5, et les sites de fixation situés en aval de I'exon 5
interagissent avec la séquence exonique. Une analyse de la fixation de la protéine MBNL1
sur 'ARN 150-E5-150 a été réalisée par des expériences d’empreintes en solution. Des
protections au niveau des huit sites potentiels de fixation de MBNL1 ont été observées,
confirmant l'existence de 3 segments distincts de fixation de MBNL1 sur les régions
régulatrices de I’exon 5. Afin de déterminer I'importance fonctionnelle des différents sites de
fixation de MBNL1, les équipes de C. Branlant et de N. Sergeant ont alors muté
individuellement les groupes de sites de fixation de MBNL1 (mutation YGCY en YACY) au sein
du minigéne hcTNT 150-E5-150. Dans le cas de la mutation du résidu G au sein du site 4, il
s’est avéré que cette mutation entrainait I'apparition d’un site cryptique d’épissage. La
délétion du résidu G24 (AG) permettait d’abolir I'utilisation de ce site sans impacter la
régulation de |'épissage de I'exon 5. L'effet négatif de ces mutations sur la fixation de la
protéine MBNL1A101 a été confirmé par des expériences de retard sur gel. Les expériences
réalisées in cellulo indiquaient que, dans le contexte du minigéne utilisé, les sites MBNL1
requis pour la régulation de I'épissage de I’exon 5 sont les 6 nouveaux sites de fixation de
MBNL1 identifiés entre les positions 92 et 56 et en aval de I'exon 5, puisque la mutation des
sites du groupe 2 ou du groupe 3 abolissait la régulation de I'inclusion de I'exon 5 par MBNL1
(Figure 11.12). Les deux sites de fixation localisés en amont de I’exon 5 et initialement décrits
comme importants ne semblaient pas jouer un réle majeur dans la régulation de I'épissage
malgré la capacité de MBNL1 a se fixer sur ces sites. L'importance individuelle de chacun des

6 nouveaux sites restait donc a déterminer.
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Figure 11.12 : Analyse par RT-PCR de l'effet des mutations des différents groupes de sites sur I'inclusion de
I’exon 5 dans les ARN produits a partir du minigéne IR-hcTNT 150-E5-150. Les sites MBNL1 du groupe 1 sont
indiqués en rose et les sites MBNL1 des groupes 2 et 3 sont indiqués en violet. La présence d’une mutation AG
est indiquée par un triangle rouge. La mutation des sites MBNL1 (YGCY en YACY) est indiquée par un rectangle
gris. Chaque minigene a été cotransfecté dans des cellules T98. Apres extraction des ARN, |'épissage du
minigene hcTNT a été analysé par RT-PCR et les produits d’amplification ont été séparés par électrophorese en
gel d’agarose. Le taux d’inclusion de I’exon 5 est indiqué : + correspond a une inclusion d’environ 50% de I’exon
5; ++ correspond a une inclusion d’environ 90% de I'exon 5 ; - correspond a une forte exclusion de I’'exon 5.

Aprés avoir identifié les sites de fixation de MBNL1 jouant un rdle dans la régulation de
I"utilisation de I'exon 5, les 2 équipes ont cherché a définir les autres régions nécessaires a la
régulation normale de I'épissage de I'’exon 5 et sa dérégulation par les répétions CUG. Pour
cela, différents variants asymétriques ont été produits a partir de la construction IR-hcTNT
150-E5-150, dans lesquels la taille des régions introniques situées soit en amont, soit en aval
de I'exon 5 du pré-ARNm hcTNT variaient. Les résultats obtenus sont illustrés dans la figure
23 et indiquent que : i) les séquences nécessaires a la réponse aux répétitions CUG sont
localisées dans les 150 nucléotides en amont de I'exon 5 et dans les 50 premiers nucléotides
en aval, ii) des éléments activateurs sont localisés entre les positions +50 et+150 de la
construction 150-E5-150 (en aval de I'exon 5) et, iii) des éléments inhibiteurs sont localisés
entre les positions -150 a -100 (en amont de I'exon 5) (Figure 1.13A). Ces données
permettaient d’essayer d’assigner un roéle activateur ou inhibiteur a chacun des segments
définis au sein de la région -150 a +150 encadrant I'exon 5 (Figure I1.13B). Il restait a
identifier les facteurs d’épissage, autres que MBNL1, impliqués dans ces propriétés
activatrices ou inhibitrices, définir leurs sites de fixation, ainsi que leur mode d’action et leur

éventuel antagonisme ou synergie avec MBNL1.
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Figure 11.13 : Role des différentes régions du minigéne IR-hcTNT dans la régulation de I'inclusion de I'exon 5
du pré-ARNm hcTNT. A. Analyse par RT-PCR in cellulo des transcrits de minigenes contenant I'exon 5 de hcTNT
et des fragments de tailles variables des introns flanquant I’exon 5. Les sites MBNL1 du groupe 1 sont indiqués
en rose et les sites MBNL1 des groupes 2 et 3 sont indiqués en violet. Chaque minigene avait été cotransfecté
dans des cellules T98. Aprés extraction des ARN, I'épissage du minigene hcTNT avait été analysé par RT-PCR et
les produits d’amplification avaient été séparés sur gel d’agarose. Le taux d’inclusion de I'exon 5, ainsi que
I'effet de la surexpression de MBNL1 ou de I'expression des répétitions CUG sont indiqués. B. Représentation
schématique de la localisation des séquences impliquées dans la régulation de I'inclusion de I'exon 5. Les
séquences inhibitrices sont représentées par un triangle bleu et les séquences activatrices par des sphéres
violettes.
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11.6. OBJECTIFS.

La dystrophie myotonique de type 1 est une maladie multisystémique qui est causée par une
expension instable de répétitions CTG dans la région 3’UTR du géne DMPK. Aujourd’hui il est
admis que ces répétitions entrainent la séquestration de la protéine MBNL1, une protéine de
régulation de I'épissage alternatif, au sein de foci nucléaires, conduisant a une diminution
de la protéine sous sa forme libre. Cette diminution de protéine MBNL1 libre participe a la
majorité des altérations de I'épissage de pré-ARNm observées chez les patients, dont celui
de la troponine T cardiaque (hcTNT) qui code une protéine importante dans la contraction
cardiaque. En effet, il a été mis en évidence une dérégulation de I'inclusion de I'exon 5 de ce
transcrit qui conduit a une mauvaise contraction musculaire et il est proposé que cette
dérégulation pourrait étre impliquée dans les anomalies cardiaques qui touchent 80% des
patients atteints de DM1 (Philips et al., 1998). Lors de mon arrivée au laboratoire, les
équipes de C. Branlant et de N. Sergeant avaient réalisé des mutations par groupes des sites
de fixations de MBNL1 identifiés de part et d’autre de I'’exon 5 (mutations simultanées des 3
sites du groupe 2, des 2 sites du groupe 1 et des 3 sites du groupe 3). Cependant aucune
mutation n’avait encore été réalisée de facon individuelle. On pouvait en effet se demander
si les différents sites appartenant a un méme groupe avaient la méme importance pour
I'activité de la protéine MBNL1 dans la régulation de I'épissage alternatif de I’exon 5 du géne
hcTNT. Pour définir I'importance individuelle des différents sites, jai donc entrepris la
réalisation des mutations ponctuelles sur chacun des sites, ainsi que des combinaisons de
doubles mutations affectant deux des trois sites des groupes 2 et 3. Mon premier objectif a
donc été de produire les minigenes hcTNT 150-E5-150 portant ces mutations et de tester par
transfection dans des cellules HEK293T, I'effet de ces mutations sur I'épissage alternatif de

I’exon 5 du gene hcTNT dans la construction hcTNT 150-E5-150.

Par ailleurs, les expériences réalisées en collaboration avec I’équipe de N. Sergeant avaient
permis d’établir I'existence d’autres éléments régulateurs introniques intervenant dans la
régulation de I"épissage alternatif du gene hcTNT, en favorisant soit I'inclusion (séquences
+50 a +100 +100 a +150), soit I'exclusion de I’'exon 5 (sequence -150 a -100). Cependant les
facteurs de régulation se fixant sur ces éléments n’avaient pas été identifiés. Mon second

objectif a donc était de rechercher les facteurs régulateurs de I'épissage pouvant interagir
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avec les séquences situées aux extrémités de lI'insert hcTNT au sein du transcrit produit par
la construction 150-E5-150 et de tester leur implication dans la régulation de |'épissage
alternatif de I'exon 5 du géne hcTNT. Pour cela nous avons choisi de délimiter des segments
de 50 nucléotides au sein de l'insert hcTNT de ’ARN hcTNT 150-E5-150 et nous avons
recherché au sein d’un extrait nucléaire de cellules HelLa, compétent pour I'épissage, quelles
protéines pouvaient se fixer sur chacun de ces fragments de 50 nucléotides en employant la
méthode de chromatographie d’affinité basée sur I'’emploi de la protéine de fusion MBP-
MS2. Cela impliquait: i) la préparation de constructions permettant de produire par
transcription in vitro les différents ARN hybrides cTNT-MS2, ii) la purification des complexes
protéiques associés a ces ARN et lidentification par spectrométrie de masse avec
confirmation par western-blot de l'identité des facteurs régulant I'épissage interagissant
avec les ARN MS2, iii) la validation expérimentale de I'implication du ou des facteurs ainsi
identifiés dans la régulation de I'épissage alternatif de I'exon 5 du pré-ARNm hcTNT et iv)

I’étude des bases moléculaires de la régulation de I'épissage par ce ou ces facteurs.
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RESULTATS DE LA PARTIE 1
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CHAPITRE Il : DECRYPTAGE DES MECANISMES DE REGULATION
DE L'INCLUSION DANS L'ARNM DE L'EXON 5 DU pré-ARNm DE
LA TROPONINE T CARDIAQUE HUMAINE. DECOUVERTE D'UN

ROLE DE LA PROTEINE hnRNP H.

lI.1. ETUDE DE L'IMPORTANCE DES DIFFERENTS SITES DE FIXATION DE MBNL1 DANS LA
REGULATION DE L'INCLUSION DE L’EXON 5.

Comme mentionné dans l'introduction, il avait été proposé que les sites de fixation de la
protéine MBNL1 dans les pré-ARNm s’associent deux a deux pour former des structures non
canoniques du méme type que celles formées par les répétitions CUG (Warf and Berglund,
200). L’idée étant que ces couples de sites forment de courtes structures tige-boucle
particulieres, pouvant étre les éléments de reconnaissance de MBNL1 dans les pré-ARNm,
en particulier dans le pré-ARNm hcTNT (Warf and Berglund, 2007). Dans ce cas, on pouvait
s'attendre a ce que l'effet de MBNL1 nécessite la présence d’au moins deux séquences
consensus YGCY pouvant former ce type de structure tige-boucle non canonique. En utilisant
la construction IR-hcTNT 150-E5-150, il avait déja été observé au laboratoire que,
contrairement a ce qui avait été proposé par Warf et Berglund qui avaient utilisé une autre
construction (construction RTB300), la mutation des deux séquences YGCY du groupe 1 en
amont de I'exon 5 (site 1’ et 2’) n’abolit pas I'effet négatif de MBNL1 sur I'intégration de
I’exon 5 de hcTNT (Figure 11.12). Notre équipe avait montré, toujours avec la construction IR-
hcTNT, que par contre la mutation simultanée des 3 sites de fixation de MBNL1 du groupe 2,
ainsi que celle des 3 sites de fixation du groupe 3 limite tres fortement |'action négative de
MBNL1 sur I'inclusion de I’exon 5. On pouvait se demander si au sein de ces deux groupes de
sites, chaque site possede la méme capacité a participer a I'action de MBNL1 ou si ces sites
agissent par paires en formant des structures tiges-boucles non canoniques. Pour répondre a
cette question, nous avons donc décidé de muter chaque site au sein de chaque groupe de
sites d’'une part individuellement et d’autre part par paires, ceci avec ensuite I'étude de
I'effet des mutations sur I'action négative de MBNL1 et sa suppression par surexpression

d’enchainements de CUG pouvant piéger MBNL1.
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[1.1.1. Construction des minigénes nécessaire a |’étude.

Pour cette étude nous avons utilisé le minigene IR-hcTNT qui avait été déja bien caractérisé
et utilisé au laboratoire. Il permet d’étudier les régulations de l'inclusion de I'exon 5 de
hcTNT in cellulo. 1l avait été montré que la substitution par un résidu A du résidu G de la
séquence YGCY, correspondant aux consensus des séquences de fixation de MBNLI,
abolissait la fixation de la protéine (Teplova and Patel, 2008). Nous avons donc choisi
d’introduire cette substitution dans chacun des sites a muter, ceci de maniére individuelle
ou en combinaison par paires de sites. Les mutations simultanées des 3 sites des groupes 2
et 3 avaient déja réalisées et étaient donc disponibles. Par ailleurs, I'équipe avait observé
qgue la mutation G>A dans le site 4 entraine l'utilisation d’'un nouveau site 5’ d’épissage
cryptique (UGGUA) et perturbe I'analyse de I'intégration de I’exon 5. La délétion du résidu
G24 (mutation AG) abolit l'utilisation de ce site supplémentaire sans modifier le taux
d’inclusion de I’exon 5. C’'est pourquoi, afin de pouvoir étudier I'importance fonctionnelle du
site 4 et de la comparer a celle des autres sites, j'ai produit deux séries de constructions IR-

hcTNT portant des mutations dans les sites MBNL1 avec ou sans la mutation AG (Figure 111.1).
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[1.1.2. Mise en évidence de l'importance fonctionnelle individuelle des sites MBNL1 des
groupes 2 et 3 dans la régulation de I'épissage alternatif de 'exon 5 du pré-ARNm hcTNT.

J'ai ensuite testé, dans des cellules humaines de la lignée HEK293T, I'effet des mutations sur
I’épissage du transcrit du minigéne IR-hcTNT en absence ou en présence d’une surexpression
de la protéine MBNL1. Pour cela, les constructions IR-hcTNT sauvage ou mutées ont été co-
transfectées avec le plasmide controle pcDNA3.1-flag n’exprimant que le peptide Flag ou
avec le plasmide pcDNA3.1-MBNL1 surexprimant la protéine MBNL1. Les cellules ont été
cultivées 48 h apres la co-transfection. Les ARN totaux ont été extraits et le taux d’inclusion
de lI'exon 5 dans les produits d’épissage a été analysé par RT-PCR, en utilisant des
oligonucléotides s’hybridant dans les exons IR situés en amont et en aval de I'exon 5 hcTNT
selon le protocole décrit dans la partie Matériels et Méthodes. Les résultats ont été exprimés
en pourcentage d’ARN contenant I'exon 5 par rapport a I'ensemble des ARN épissés. Ce
pourcentage a été calculé a partir des quantifications des produits PCR contenant ou ne
contenant pas I'exon 5 séparés par électrophorése en gel d’agarose a bas point de fusion 4%.
La construction IR-hcTNT contenant une mutation simultanée des sites 1’ et 2’ (groupe 1) a
été introduite pour comparaison dans chacune des expériences. Les résultats obtenus avec
les minigénes IR-hcTNT mutés au niveau des sites du groupe 2 (sites 1, 2 et 3) en absence de
la mutation AG sont présenté dans la figure Ill.2, ceux obtenus avec les minigenes IR-hcTNT
mutés au niveau du groupe 2 (sites 1, 2 et 3) et des sites du groupes 3 (sites 4, 5 et 6) en

présence de la mutation AG sont respectivement présentés dans les figures II1.3 et I11.4.

Comme attendu, la présence de la mutation AG n’affectait pas le taux d’inclusion de I'exon 5
dans I’ARNm sauvage (69% sans mutation AG, 63% avec). Ce taux est réduit a 27 et 17%,
respectivement, lorsque MBNL1 est surexprimée. Si I'on examine maintenant I'ensemble des
résultats obtenus en absence de la mutation AG pour les sites du groupe 2 et sans sur-
expression de MBNL1 (seulement MBNL1 endogéne) dans les cellules HEK293 (Figure Il1.2),
on constate une nette augmentation du taux d’intégration de I’'exon 5 quelle que soit la
mutation réalisée dans les sites de ce groupe, ce qui confirme le réle de ces sites. Lorsque
I'on compare |'effet individuel de la mutation de chacun des sites, on observe un effet
légerement plus important de la mutation du site 3 sur I'intégration de I’exon 5 par rapport
aux deux autres sites, et cet effet positif est encore plus marqué en présence de la mutation

AG (figure 111.3). Aussi bien avec que sans la mutation AG, c’est la mutation du site 1 qui a le
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moins grand effet renforgateur de I'inclusion de I’exon 5. Néanmoins, ces données suggerent
une importance fonctionnelle de chacun des sites du groupe 2. Nous n’avons pas observé
d’effet trés marqué de la disparition d’une paire de sites qui auraient pu former une
structure tige-boucle non canonique telle que proposée par Warf et Berglund. En absence de
la mutation AG, une intégration maximale de I'exon 5 est observée pour le triple mutant,
mais la différence de taux d’inclusion pour ce mutant par rapport aux mutants simples et
notamment par rapport a la mutation du site 3 est tres faible. Par contre, en présence d’une
surexpression de MBNL1, seul le triple mutant conduit a une intégration presque totale de
I’exon 5 (Figure 111.2). Nous concluons donc a partir de I'ensemble de ces données que
chacun des 3 sites du groupe 2 est fonctionnel, le site 1 étant |égérement moins efficace que
le site 3, lequel est Iégerement plus efficace que les deux autres sites du groupe 2. A noter
gue la mutation simultanée des sites 1’ et 2’ du groupe 1 n’affectait que de facon tres
modérée le taux d’inclusion de I'exon 5 en absence de la mutation AG. Par contre, en
présence de la mutation AG et en présence de MBNL1, nous observons un effet positif de
ses deux sites qui est supérieur a celui observé pour la triple mutation 1, 2, et 3 sur
I'inclusion de I'exon 5. Ces données suggérent un lien fonctionnel possible entre les

séguences situées en amont et en aval de I'exon.

Les résultats obtenus pour les mutations des sites du groupe 3 étaient moins faciles a
interpréter probablement car tous les mutants comportaient en plus la mutation AG (Figure
[11.4). Nous faisons néanmoins un constat similaire a celui fait pour les sites du groupe 2 a
partir de ces données : chacun des sites 4 et 5 est fonctionnel et participe a la limitation de
I'intégration de I'exon 5. Le site 4 semble étre le plus efficace et la seule mutation du site 6
ne semble pas affecter l'intégration de I'exon 5. La mutation des trois sites 4, 5 et 6 a un
effet trés marqué en présence d’une sur-expression de MBNL1. Au travers de ces données,
nous démontrons donc que les 6 sites de fixation de MBNL1 qui ont été découverts au
laboratoire participent, dans le cadre de la construction IR-hcTNT 150-E5-150, a I’action

négative de MBNL1 sur l'intégration de I'’exon 5 du pré-ARNm hcTNT.

De facon surprenante, nos données ne sont pas en parfait accord avec les résultats publiés
par les équipes de T. Cooper et A. Berglund montrant I'implication des sites 1’ et 2’ dans la
régulation de 'inclusion de I’'exon 5 du pré-ARNm hcTNT par MBNL1 (Ho et al., 2004 ; Warf

et al., 2007 ; Warf et al., 2009). Il faut noter a cet égard que ces deux équipes ont utilisé un
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autre minigéne (le méme pour les deux équipes), le minigéne RTB300. Les mutations qu’ils
ont réalisées pour invalider les sites 1’ et 2’ étaient différentes de celles que nous avons
produites, puisqu’ils ont remplacé le résidu G du motif YGCY par un résidu cytosine
(YGCY->YCCY), alors que dans notre cas ce résidu G a été remplacé par un résidu adénosine
(YGCY—>YACY). La séquence polypyrimidine de I'intron 4 hcTNT étant située entre les sites 1’
et 2’ il est possible que les mutations (YGCY->YCCY) insérées par les équipes de T. Cooper et
A. Berglund renforce cette séquence polypyrimidine optimisant ainsi le taux d’inclusion de
I'exon 5 indépendamment de I'effet de MBNL1. Afin de comprendre les différences de
résultats de notre équipe et de celles de T. Cooper et A. Berglund et démontrer
définitivement le role dans la régulation de I'inclusion de I'exon 5 du pré-ARNm hcTNT des 6
nouveaux sites MBNL1 que nous avions identifiés, nous avons entrepris de vérifier si les
effets observés de MBNL1 en fonction des mutations de ses sites de fixation étaient

dépendants du minigéne utilisé.
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Figure 11l.2 : Analyse par RT-PCR de I'effet des mutations des sites 1, 2 et 3 du groupe 2 sur l'intégration de
I’exon 5 dans ’ARNm produit a partir du minigéne IR-hcTNT 150-E5-150. A. Représentation de |'organisation
du pré-ARNm issu du minigéne IR-hcTNT 150-E5-150. B. L’effet des mutations individuelles ou en combinaison
des sites 1, 2 et 3 sur 'intégration de I’'exon 5 dans les transcrits du minigéne IR-hcTNT a été analysé en co-
transfectant la construction 150-150 dans des cellules HEK293 en présence des plasmides pcDNA.3.1-Flag et
pcDNA.3.1-MBNL1 (MBNL1). Les ARN totaux ont été extraits 48 h apres transfection et traités a la DNase, puis
rétro-transcrits en utilisant I'oligodésoxynucléotide dT15 complémentaire a la queue polyA des ARNm. Les
ADNCc ainsi générés ont servi de matrice pour une réaction de polymérisation en chaine (PCR) réalisée a I'aide
des oligonucléotides 5991 et 8078. Les amplicons ont été séparés sur gel d’agarose a bas point de fusion a 4%.
C. Une quantification des produits d’amplification contenant ou non I'exon 5 a été réalisée. Les données sont
exprimées en pourcentage des ARN contenant I'exon 5 par rapport au total des ARN épissés. Chaque barre
d’erreur représente la valeur +/- de I'erreur standard (n=3 ; * :P<0.05 ; ** :P<0.01 par rapport au valeurs 150-
150).
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Figure 111.3 : Analyse par RT-PCR de I'effet des mutations des sites 1, 2 et 3 du groupe 2 sur I'intégration de
'exon 5 dans 'ARNm produit a partir du minigéne IR-hcTNT 150-E5-150 AG. A. Représentation de
I'organisation du pré-ARNm issus du minigéne IR-hcTNT 150-E5-150. B. L’effet des mutations individuelles ou
en combinaison des sites 1, 2 et 3 sur I'intégration de I’exon 5 dans les transcrits du minigene IR-hcTNT a été
analysé en co-transfectant la construction 150-150 AG dans des cellules HEK293 en présence des plasmides
pcDNA.3.1-Flag et pcDNA.3.1-MBNL1 (MBNL1). Les ARN totaux ont été extraits 48 h apres transfection et
traités a la DNase, puis rétro-transcrits en utilisant I'oligodésoxynucléotide dT15 complémentaire a la queue
polyA des ARNm. Les ADNc ainsi générés ont servi de matrice pour une réaction de polymérisation en chaine
(PCR) réalisée a I'aide des oligonucléotides 5991 et 8078. Les amplicons ont été séparés sur gel d’agarose a bas
point de fusion a 4%. C. Une quantification des produits d’amplification contenant ou non I'exon 5 a été
réalisée. Les données sont exprimées en pourcentage des ARN contenant I’exon 5 par rapport au total des ARN
épissés. Chaque barre d’erreur représente la valeur +/- de I'erreur standard (n=3; * :P<0.05; ** :P<0.01 par
rapport au valeurs 150-150 AG).
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Figure 11l.4 : Analyse par RT-PCR de I'effet des mutations des sites 4, 5 et 6 du groupe 3 sur I'intégration de
'exon 5 dans 'ARNm produit a partir du minigéne IR-hcTNT 150-E5-150 AG. A. Représentation de
I'organisation du pré-ARNm issus du minigéne IR-hcTNT 150-E5-150. B. L’effet des mutations individuelles ou
en combinaison des sites 1, 2 et 3 sur I'intégration de I’exon 5 dans les transcrits du minigene IR-hcTNT a été
analysé en co-transfectant la construction 150-150 AG dans des cellules HEK293 en présence des plasmides
pcDNA.3.1-Flag et pcDNA.3.1-MBNL1 (MBNL1). Les ARN totaux ont été extraits 48 h apres transfection et
traités a la DNase, puis rétro-transcrits en utilisant I'oligodésoxynucléotide dT15 complémentaire a la queue
polyA des ARNm. Les ADNc ainsi générés ont servi de matrice pour une réaction de polymérisation en chaine
(PCR) réalisée a I'aide des oligonucléotides 5991 et 8078. Les amplicons ont été séparés sur gel d’agarose a bas
point de fusion a 4%. C. Une quantification des produits d’amplification contenant ou non I'exon 5 a été
réalisée. Les données sont exprimées en pourcentage des ARN contenant I’exon 5 par rapport au total des ARN
épissés. Chaque barre d’erreur représente la valeur +/- de I'erreur standard (n=3; * :P<0.05; ** :P<0.01 par
rapport au valeurs 150-150 AG).
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[1.1.3. Les résultats obtenus in vivo par I'utilisation du minigene RTB300 different de ceux
obtenus avec le minigéne IR-hcTNT.

Le minigene IR-hcTNT que nous avons utilisé lors des expériences précédemment décrites
comporte les exons du récepteur de I'insuline de rat sous contréle du promoteur SV40. Afin
de vérifier que I'effet observé était indépendant du minigene utilisé, nous avons répété le
méme type d’expérience avec le minigéne RTB300 (appelé aussi RTB300 300-E5-372) utilisé
par les équipes de T. Cooper et A. Berglund. Ce minigéne contient I’exon 5 hcTNT flanqué de
séguences introniques plus longues (300 et 372 nts, respectivement, en amont et en aval de
I’exon 5) qui sont bordées par des exons du gene sTNI de poulet sous contréle du promoteur
RSV (Figure IIl.5A). Pour cette étude, nous avons demandé a T. Cooper de nous envoyer le
minigéne RTB300 et Christelle Aigueperse a introduit les triples mutations (YGCY—>YACY) des
3 sites du groupe 2 (RTB300 mut 1-2-3) et des 3 sites du groupe 3 (RTB300 mut4-5-6 AG)
dans ce minigene. En parallele nous avons également testé les effets de la mutation
(YGCY>YACY) des 2 sites du groupe 1 (RTB300 mut 1’2’) au sein du minigéne RTB300. Les

différentes constructions utilisées pour cette étude sont représentées dans la figure 111.5B.

L'expérience a été réalisée en utilisant le méme protocole que pour I'étude réalisée avec le
minigéne IR-hcTNT, sauf que les oligonucléotides utilisés pour réaliser la PCR s’hybridaient
dans les exons sTNI de poulet et non dans les exons de I'insuline de rat. Comme attendu, les
résultats de RT-PCR (Figure IIl.6) montraient que le minigéne RTB300 300-E5-372 répondait
de maniere identique au minigéne IR-hcTNT 150-E5-150 (IR 150-E5-150) dans les conditions
de sur-expression de MBNL1. Par contre, nous observions que la mutation des sites des
groupes 2 et 3 (RTB300 mut 1-2-3 et RTB300 mut 4-5-6 AG) dans le minigéne RTB300 300-
E5-372 n’affectait pas de fagon significative le taux d’inclusion de I’exon 5 et n’inhibait pas la
régulation de I'épissage par MBNLL. Il est a noter que I'effet de la mutation (YGCY->YACY)
des sites 1’ et 2’ était partiel et similaire pour les deux minigénes, alors que la mutation
(YGCY—>YCCY) des sites 1’ et 2’ introduite par les équipes de T. Cooper et A. Berglund dans le
minigene RTB300 300-E5-372 bloquait totalement la régulation. Ce qui renforcait I'idée de la
contribution du renforcement de la séquence polypyrimidine de I'intron 4 hcTNT dans les

effets observés par ces équipes.
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Minigéne
svirb
150-150 hcTNT

150nt 150nt

Intron2 Intron 4 Intron 5 Intron 2
IR hcTNT heTNT IR

Minigéne
RTB300

300nt 372nt

Exon 4/5

i
Intron2 Intron4 Intron5 Intron3
STNI heTNT heTnT STNI

IR 150-E5-150
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Mut 1°-2’
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RTB300 300-E5-372

RTB300 1-2-3

RTB300 1’-2’

RTB300 4-5-6 AG

Figure IIL.5 : Description des différents mutants produits dans le minigene RTB300. A. Représentation des
minigénes IR-hcTNT 150-E5-150 (svirb) et RTB300. Pour chaque construction les exons présents sont
représentés en marron et la taille des séquences introniques bordant I'exon 5 du pré-ARNm hcTNT est
indiquée. Le promoteur SV40 présent dans le minigéne IR-hcTNT 150-E5-150 est indiqué en vert et le
promoteur RSV présent dans le minigene RTB300 est indiqué en rose. B. Représentation des mutants ponctuels
utilisés lors de cette étude. Les sites MBNL1 du groupe de sites 1 sont indiqués par des rectangles roses, et ceux
des groupes 2 ou 3 par des rectangles violets. Les mutations générées au sein d’un site MBNL1 sont indiquées
par un rectangle noir. La présence de la mutation AG est indiquée par un triangle noir. Le nom de la
construction est indiqué a gauche.
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Figure 1ll.6 : Analyse par RT-PCR de l'effet des mutations des sites MBNL1 des groupes 1, 2 et 3 sur
I'intégration de I'exon 5 dans les ARNm produits a partir du minigéne RTB300. A. L'effet des mutations de
I'ensemble des sites MBNL1 de chaque groupe sur l'intégration de I'exon 5 dans les transcrits du minigéne a
été analysé en co-transfectant la construction RTB300 300-E5-372 ou RTB300 300-E5-372 AG dans des cellules
HEK293 en présence des plasmides pcDNA.3.1-Flag (Contrdle en bleu) et pcDNA.3.1-MBNL1 (MBNL1 en violet).
Les ARN totaux ont été extraits 48 h apres transfection et traités a la DNase, puis rétro-transcrits en utilisant
I'oligodésoxynucléotide dT15 complémentaire a la queue polyA des ARNm. Les ADNc ainsi générés ont servi de
matrice pour une réaction de polymérisation en chaine (PCR) réalisée a I'aide des oligonucléotides 8217 et
8218. Les amplicons ont été séparés sur gel d’agarose a bas point de fusion a 4%. Les résultats obtenus avec le
minigene IR 150-E5-150 est aussi indiqué. B. Une quantification des produits d’amplification contenant ou non
I'exon 5 a été exprimée en pourcentage du total des ARN épissés. Les résultats obtenus avec le minigéne IR
150-E5-150 est aussi indiqué. Chaque barre d’erreur représente la valeur +/- de lI'erreur standard (n=3;
** :P<0.01 par rapport au valeurs de Mut 1-2-3).
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La divergeance de nos résultats suivant que nous utilisions notre construction ou celle de

Cooper en ce qui concernait les sites des groupes 2 et 3 pouvait avoir plusieurs explications :

- le fait que les introns et exons bordants les séquences introniques et exoniques
spécifiques de hcTNT au sein des 2 minigénes soient différentes et puissent présenter
des sites de régulation supplémentaires qui altérent la régulation de I'épissage de
I’exon 5.

- le fait que le contexte génétique général (nature du promoteur transcriptionnel, de la
région 3’-UTR, du site de polyadénylation..) des minigenes soit différent.

- le fait que la taille des séquences introniques hcTNT ne soit pas identique entre les
deux constructions et qu’il soit possible que des séquences hcTNT supplémentaires
présentes dans le minigene RTB300 interviennent dans la régulation de I'épissage de

I’exon 5 dans des conditions de sur-expression de MBNL1.

Cette derniére hypothese était d’autant plus plausible que nous avons observé que plusieurs
sites de fixation potentiels de MBNL1 sont présents dans les séquences -300 a -150 du
minigéne RTB300 300-E5-372. Pour savoir si ces sites pouvaient étre a |'origine des résultats
obtenus avec le minigéne RTB300, Christelle Aigueperse et Isabelle Behm-Ansmant ont
préparé des constructions RTB300 placées dans le méme contexte intronique que le
minigene IR-hcTNT 150-E5-150, a savoir nous avons délété les séquences hcTNT introniques
supplémentaires présentes dans le minigéne RTB300 300-E5-372 afin d’obtenir une
construction présentant 150 nucléotides hcTNT introniques en amont et en aval de I'exon 5
(RTB300 150-E5-150) (Figure 111.7). En paralléle, une construction présentant 150 nucléotides
en amont et 372 en aval a été réalisée (RTB300 150-E5-372). Pour chaque nouvelle
construction, la triple mutation des sites de fixation de la protéine MBNL1 du groupe 2 (sites
1, 2 et 3) a été réalisée (RTB300 150-E5-150 1-2-3 et RTB300 150-E5-372 1-2-3). L'effet de
cette triple mutation sur I'épissage des pré-ARNm issus des minigenes IR 150-E5-150,
RTB300 150-E5-150 et RTB300 150-E5-372 a été comparé en absence ou en présence de sur-

expression de la protéine MBNL1 (Figure 1l1.8).
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Figure I1l.7 : Description des différents mutants produits dans les minigénes RTB300 150-E5-150 et RTB 150-
E5-372 utilisés lors de cette étude. Les sites MBNL1 du groupe de site 1 sont indiqués par des rectangles roses,
et ceux des groupes 2 ou 3 par des rectangles violets. Les mutations générées au sein d’un site MBNL1 sont
indiquées par un rectangle noir. Le nom de la construction est indiqué a gauche.
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Figure 111.8 : Analyse par RT-PCR de I'effet des mutations des sites MBNL1 des sites 1, 2 et 3 sur I'intégration
de I'exon 5 dans les ARNm produits a partir des minigénes RTB300 150-150 et RTB300 150-372. L'effet des
mutations des sites MBNL1 du groupe 2 sur l'intégration de I'exon 5 dans les transcrits du minigene a été
analysé en co-transfectant la construction RTB300 150-150 ou RTB300 150-372 dans des cellules HEK293 avec
des plasmides pcDNA.3.1-Flag (Contréle en bleu) et pcDNA.3.1-MBNL1 (MBNL1 en violet). Les ARN totaux ont
été extraits 48 h aprés transfection et traités a la DNase, puis rétro-transcrits en utilisant
I'oligodésoxynucléotide dT15 complémentaire a la queue polyA des ARNm. Les ADNc ainsi générés ont servi de
matrice pour une réaction de polymérisation en chaine (PCR) réalisée a I'aide des oligonucléotides 8217 et
8218. Les amplicons ont été séparés sur gel d’agarose a bas point de fusion a 4%. Une quantification des
produits d’amplification contenant ou non I'exon 5 a été exprimée en pourcentage du total des ARN épissés.
Les résultats obtenus avec le minigéne 150-150 sont aussi indiqués.
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En absence de sur-expression de MBNL1 le taux d’inclusion de I'exon 5 était similaire pour
les ARN produits a partir des constructions RTB300 300-E5-372 et RTB300 150-E5-372, par
contre il était un peu plus faible pour la construction RTB300 150-E5-150. La mutation triple
des 3 sites du groupe 2 avait peu d’effet sur l'inclusion de I’'exon 5 dans le cas des ARN
RTB300 300-E5-372 et RTB150-E5-372, tandis qu’elle diminuait légerement I'inclusion dans
la construction RTB300 150-E5-150 (15%). En présence d’une sur-expression de la protéine
MBNL1, la triple mutation avait un effet legerement positif sur I'inclusion de I'exon 5 pour
les 3 constructions testées, en particulier pour I’ARN RTB300 150-E5-150. Néanmoins, nous
n’observions pas un effet positif aussi marqué qu’avec I’ARN IR 150-E5-150 muté. Cette
expérience n’a été répétée qu’une seule fois et devra étre répétée deux fois pour confirmer
les résultats. Elle montre d’ores et déja un effet de la taille des séquences introniques dans
I’ARN étudié, mais cet effet ne peut pas expliquer la forte différence de résultats que nous
observons au niveau de |'effet de MBNL1 en présence des mutations des sites du groupe 2
entre les deux constructions. D’autres parametres distinguant les deux constructions doivent
intervenir (identité du promoteur transcriptionnel, exons hétérologues...) Nos observations
soulignent a quel point des biais peuvent étre générés par I'utilisation de minigénes. Afin de
pouvoir conclure quant a l'importance des sites de fixation de MBNL1 que nous avions
identifiés pour la régulation de I'inclusion de I'exon 5 dans les pré-ARNm hcTNT, nous avons
décidé d’entreprendre une étude de l'inclusion de I'exon 5 au sein des ARNm hcTNT
endogenes. Pour cela nous avons défini des oligos ARN antisens (ASO, pour AntiSene
Oligonucleotides) chimiquement modifiés (2’0-methylation des riboses et squelette
phosphorothioate) permettant de cibler les sites MBNL1 des groupes 2 et 3. L'idée étant de
bloquer l'utilisation de ces sites et de tester I'impact de ce blocage sur le taux d’inclusion de
I’exon 5 des pré-ARNm hcTNT endogénes et ceci en présence ou non d’une sur-expression
de la protéine MBNL1. Ces expériences sont actuellement en cours de réalisation et
devraient permettre de conclure quant a I'impact réel des sites MBNL1 des groupes 2 et 3

dans la régulation de I'épissage de I'exon 5 du pré-ARNm hcTNT.
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l11.2. RECHERCHE DE NOUVEAUX REGULATEURS DE L’EPISSAGE ALTERNATIF DE L’'EXON 5
DU pré-ARNm hcTNT.

Comme nous l'avons vu dans l'introduction de ce manuscrit en utilisant la construction IR-
hcTNT 150-E5-150, notre équipe et celle de N. Sergeant avaient observé Iexistence
d’éléments activateurs et inhibiteurs d’épissage localisés dans les séquences introniques
bordant I'exon 5 du pré-ARNm hcTNT et la nature des facteurs d’épissage se fixant sur ces
éléments restait a déterminer. Afin d’essayer de les identifier, nous avons mis en ceuvre une
technique de chromatographie d’affinité des complexes ribonucléoprotéiques, qui avait été
développée par I'’équipe de R. Lurhmann du Max Planck Institut de Goetingen pour purifier
des complexes pré-spliceosomaux et largement utilisée au laboratoire pour I'étude de
complexes ARN-protéines. Cette technique est basée sur l'utilisation d’une protéine de
fusion MBP-MS2 et d’ARN hybrides contenant des motifs ARN MS2 ayant une haute affinité

pour la protéine MS2.

111.2.1. Principe de la méthode de chromatographie d’affinité basé sur le systéme MS2/MBP.

Cette méthode repose sur l'insertion a I'extrémité 3’ de I’ARN d’intérét de trois motifs de
I’ARN du bactériophage MS2 d’E.coli (motifs MS2). Ces motifs sont reconnus par le domaine
MS2 de la protéine MBP-MS2 qui a une forte affinité pour ces motifs ARN (Kd de I'ordre du
nM). Le domaine MBP a lui, une forte affinité pour le maltose et est de ce fait capable de se
fixer de maniére stable sur des billes d’amylose, ce qui permet ensuite d'immobiliser 'ARN
hybride sur les billes auxquelles la protéine du fusion MBP-MS2 est fixée (Jurica et al., 2002).
Nous avons donc produit un ARN hybride hcTNT-MS2 et ensuite formé des complexes entre
cet ARN fixé sur les billes et ses partenaires présents dans un extrait nucléaire de cellules
Hela, ceci en se plagant dans des conditions de tampon identiques a celles utilisées pour la
réaction d’épissages in vitro (Figure 111.9). Apres plusieurs lavages destinés a éliminer les
protéines liées de maniere aspécifique, les protéines nucléaires liées a I’ARN ont été éluées
des billes d’amylose par ajout de maltose. Elles ont ensuite été fractionnées par
électrophorese en gel SDS-PAGE. Aprés coloration au bleu de coomassie colloidal, les bandes
de gel ont été découpées et les protéines qu’elles contenaient analysées par spectrométrie
de masse par l'équipe d’A. Van Dorsselear (LSMBO, Starbourg), afin d’identifier les

partenaires protéiques de I’ARN.
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Figure 111.9 : Schéma du principe de la purification des complexes ribonucléoprotéiques par chromatographie
d’affinité basée sur 'emploi de la protéine de I'’enveloppe du phage MS2 et de la protéine MBP. Un ARN
hybride composé de 3 motifs MS2 et d’une séquence d’ARN d’intérét est retenu sur des billes d’amylose par
I'intermédiaire de la protéine MBP-MS2. L’ensemble est incubé en présence d’un extrait nucléaire de cellules
Hela. Les complexes générés entre I’ARN hybride et les protéines nucléaires sont ensuite lavés avec du tampon
D 1X afin d’éliminer les interactions aspécifiques, puis élués par ajout de maltose.
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[1.2.2. Construction des plasmides puc18-hcTNT-MS2 permettant de produire par transcription
in vitro des fragments de 50 nucléotides du pré-ARNm hcTNT fusionnes a 3 motifs MS2.

Afin de limiter les interactions aspécifiques avec les protéines nucléaires et identifier plus
précisément la localisation des partenaires des séquences introniques hcTNT, nous avons
généré des constructions produisant des ARN hybrides hcTNT-MS2 contenant en 5’ des
fragments de 50 nucléotides hcTNT et en 3’ les motifs MS2. Les 6 fragments A, B, C,D, E et F
couvraient donc I'ensemble des séquences introniques de ’ARN 150-E5-150 (Figure 111.10).
Comme explicité dans le chapitre Matériel et Méthodes, ces différents fragments ont été
amplifiés par PCR en utilisant les couples d’oligodésoxynucléotides décrits dans le tableau 10
en annexe, puis clonés dans le plasmide pUC18-T7-MS2 immédiatement en amont de la
séquence codant les 3 motifs MS2. La séquence des différents plasmides générés a été
vérifiée par séquencage. La transcription in vitro des ARN hcTNT (A, B, C, D, E et F)-MS2 a été

réalisée dans les conditions décrites dans la partie Matériel et Méthodes.
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Figure 111.10 : Schéma des constructions réalisées pour les expériences de purification par chromatographie
d’affinité basée sur l'utilisation de la protéine MBP-MS2. A. Représentation schématique des fragments A, B,
C, D, E et F, issus de ’ARN 150-E5-150, utilisés pour la purification. Chaque fragment a été inséré au sein du
plasmide pUC18-T7-MS2 en amont d’une séquence codant les motifs MS2. Aprés transcription in vitro par
I’ARN polymérase du phage T7, les différents ARN hybrides, composés des motifs MS2 associés aux différents
fragments (A, B, C, D, E ou F), ont été purifiés sur colonne. B. Représentations schématiques des constructions
pUC18-T7-MS2 et pUC-T7-hcTNT-MS2. Le promoteur T7 permettant la transcription des ARN d’intérét est
représenté par un rectangle vert et une fleche noire indique le début de la transcription. La séquence ADN
permettant de générer les motifs MS2 est indiquée par un rectangle marron. Le plasmide pUC-T7-hcTNT-MS2
présente une séquence supplémentaire en amont de la séquence MS2 qui code I'un des fragments A, B, C, D, E
ou F (rectangle rouge).
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[11.2.3. Purification des complexes ribonucléoprotéiques formés avec les ARN hcTNT
(A, B, C, D, E et F)-MS2 et identification de la protéine hnRNP H.

Pour réaliser cette étude, 300 pmol de chaque ARN hcTNT-MS2 (A, B, C, D, E et F-MS2) ont
été incubées avec 1250 pmol de la protéine MBP-MS2, puis fixées sur une résine d’amylose.
Les complexes obtenus ont été ensuite incubés avec 250 uL d’extrait nucléaire de cellule
Hela compétent pour I'épissage. Les complexes ribonucléoprotéiques (RNP) ainsi formés ont
été purifiés par lavages successifs, puis élués en présence de maltose. Plusieurs controles
ont été réalisés afin de s’assurer de la qualité de la fixation de la protéine MPB-MS2 sur les
ARN hcTNT (A, B, C, D, E et F)-MS2, de I'efficacité de la rétention des ARN et protéines sur la
résine amylose, de I'efficacité des lavages et de la qualité des élutions. Un exemple d’analyse
est illustré dans la figure Ill.11A. En parallele, une expérience controle a été réalisée avec
’ARN MS2 ne comportant que les trois motifs MS2, ceci afin d’identifier les protéines
nucléaires capables de se lier a ces trois motifs et de définir lesquelles des protéines
présentes dans les complexes se fixaient spécifiquement sur les fragments ARN d’intérét. Le
contenu en protéines des fractions d’élution a été analysé par électrophorése en conditions
dénaturantes (SDS-PAGE), suivie d’une coloration au bleu de Coomassie colloidal. Les profils
de fractionnement des protéines obtenus pour chaque ARN de fusion présentaient des
différences nettes et suggéraient la présence de protéines spécifiquement associées a
chacun des fragments d’ARN (Figure 11l.11B). Par conséquent, les bandes de gel ont été
découpées, puis envoyées a Strasbourg pour étre analysées par spectrophotométrie de
masse par S. Sanglier et JM. Saliou de I'équipe d’A. Van Dorsselear (LSMBO, Starbourg).
Cependant, lors de I'analyse un probléeme technique sur le spectrométre de masse a entrainé
une différence de traitement entre la condition témoin ARN MS2 et les conditions réalisées
avec les ARN hydrides hcTNT (A, B, C, D, E et F)-MS2. De ce fait il n’a pas été possible
d’interpréter les résultats. Etant donné que nous disposions au laboratoire d’une collection
d’anticorps dirigés contre un grand nombre de protéines impliquées dans les régulations de
I’épissage, nous avons décidé de les utiliser pour identifier les protéines présentes dans les

fractions d’élution de I'expérience de chromatographie d’affinité.



Partie 1 : Chapitre Ill (Résultats)

Cl1 C2 L1 L2 E1 E2 MT

| = —
| 175 - —_— -
83 o= 55
MBP-MS2  w = uervs2 WU
S— == —_— 5 e = - >
(55KDA) s (55KDA) > - -
325 -
27 -zs

e ————————
—

Figure 11l.11 : Purifications des RNP et des protéines par chromatographie d’affinité sur billes d’amylose. A.
Vérification préalable réalisée avant la purification MBP-MS2. Les différentes fractions collectées durant
I’expérience ont été fractionnées par électrophorése en gel de polyacrylamide SDS-PAGE 10%. C1 représente la
fraction obtenue aprés incubation de la protéine MBP-MS2 et de I’ARN hybride hcTNT-MS2. C2 représente la
fraction non retenue apres incubation avec les billes d’amylose. L1 et L2 sont les fractions issues des différents
lavages des billes. E1 et E2, les fractions d’élution succesives par une solution de maltose. B. Fractionnement
par électrophorese en gel SDS-PAGE 10% des protéines présentes dans les complexes ribonucléoprotéiques
obtenus avec les ARN hydrides hcTNT (A, B, C, D, E et F)-MS2 et |le contréle correspondant a ’ARN MS2. Le gel a
été coloré au bleu de Coomassie colloidal. Le poids moléculaire des protéines du marqueur de taille (MT) est
indiqué a droite en kDa. Le signal correspondant a la protéine MBP-MS2 est indiqué a gauche.

[1.2.3.1. Identification par Western blot de la protéine hnRNP H en association avec des
fragments hcTNT.

J'ai donc analysé les fractions d’élution obtenues avec chacun des ARN de fusion par
expérience de Western blot en utilisant des anticorps dirigés contre des protéines SR et des
protéines hnRNP. Pour cela, les complexes obtenus par élution au maltose apres
chromatographie par MBP-MS2 pour chacun des fragments d’ARN testés ont été fractionnés
par électrophorese en gel SDS-PAGE a 10%, puis transférés sur une membrane de
nitrocellulose et traités selon le protocole décrit dans la partie Matériel et Méthodes. Les
résultats de cette analyse sont présentés dans la Figure IIl.12. lls montraient que les
protéines hnRNP U et K interagissent avec chacun des ARN hcTNT-MS2 testés, mais
également avec les trois motifs MS2 et ceci en absence de fusion avec des fragments hcTNT

d’intérét, montrant que les associations observées avec les fragments hcTNT sont

probablement aspécifiques.
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Figure 111.12 : Analyse des fractions d’élution obtenues avec chacun des ARN de fusion par Western blot. 10
pL des éluats contenant les RNP formées sur les fragments A, B, C, D, E et F fusionnés a I’ARN MBP-MS2 et sur
'ARN MS2 seul ont été fractionnés sur un gel SDS-PAGE 10%. Les protéines ainsi fractionnées ont été
transférées sur une membrane de nitrocellulose qui a été incubée avec des anticorps dirigés contre les facteurs
d’épissage hnRNP H/F, U et K. MS2 représente le contrdle correspondant a ’ARN avec uniquement les trois
motifs MS2.

Les résultats mettaient également en évidence une association du facteur d’épissage hnRNP
H avec surtout les fragments D et F, le taux d’association étant tres fort pour le fragment F.
Dans la mesure oU aucune association de hnRNP H n’était détectée avec I’ARN MS2,
I’association de la protéine hnRNP H avec les fragments A, D, E et F semblait spécifique. De
fagon intéressante, la protéine hnRNP H avait été montrée étre impliquée dans la rétention
nucléaire des répétions CUG présentes au sein de la région 3’UTR de '’ARNm DMPK, et a été
trouvée surexprimée dans les myoblastes de patients atteints de DM1 (Kim et al., 2005; Paul
et al., 2006). Par conséquent, dans la mesure ou un lien semblait exister entre la protéine
hnRNP H et la DM1 et que nous détections une interaction de la protéine avec ’ARN hcTNT,
nous avons décidé de focaliser notre étude cette protéine et entrepris de tester son

implication possible dans la régulation de I'inclusion de I'exon 5 au des ARNm hcTNT.

[11.2.3.2. Etude de I'interaction de la protéine hnRNP H avec I’ARN hcTNT 150-E5-150 et ses
sous-fragments A, B, C, D, E et F.

Les expériences MBP-MS2 identifient des protéines associées a un fragment d’ARN, mais
cela n‘implique pas forcément une interaction directe entre 'ARN et les protéines,
I'association détectée pouvait en effet résulter d’interactions protéine-protéine. Dans un
premier temps, j'ai donc testé par des expériences de retard sur gel si la protéine hnRNP H
était capable de se fixer directement sur les fragments A, D, E et F. Pour cela, j’ai transcrit in

vitro les différents fragments A, B, C, D, E et F, ainsi qu’un fragment correspondant a I'exon 5
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et un grand fragment correspondant a 'ensemble de I'insert hcTNT 150-E5-150, ceci sans
fusion avec I'ARN MS2. Les ARN ainsi transcrits ont été déphosphorylés, puis marqués
radioactivement en 5’ par emploi de [Y>2-P]ATP et de T4 polynucléotide kinase. L’affinité de
la protéine hnRNP H recombinante a été testée en formant des complexes avec les ARN
radiomarqués (20 cps) en présence de concentrations croissantes en protéine hnRNP H-Nter
(concentrations allant de 0.21 uM a 8.5 uM). La protéine hnRNP H recombinante utilisée
était disponible au laboratoire et ne comportait que la partie N-terminale de la protéine qui
contient les 2 domaines qRRM nécessaires a la fixation sur les ARN. Les complexes formés
entre les différents ARN étudiés et la protéine hnRNP H-Nter ont été fractionnés par

électrophorese en gel natif. Les résultats obtenus sont présentés dans la figure 111.13.

Fragment A Fragment B Fragment C Fragment D

W

cowensi wawwill wuivue mml

[hnRNP H-Nter] 0 0504,%7>%4 % 0 05022759 % 0 o\,o 4’@”‘?¢% %5,%,%,%> 3
Kd> 6,8 uM Kd> 6,8 yM Kd> 6,8 uM Kd> 6,8 pM
Fragment E Fragment F EXON ARN 150-E5-150

D -

et | 1 v 'U""‘
CTLEES W
[hnRNP H-Nter] 0 ¢, ¢,.95753,85 0 9,0,9753,6 0 25 2,9759,8, © %2,%7,%85%> 3¢ %5 %5
Kd> 1,1 uM Kd> 6,8 uM Kd> 2 uM Kd> 2,3 pM

Figure 111.13 : Etude de linteraction de la protéine hnRNP H-Nter avec ’ARN 150-E5-150 et ses sous
fragments. Test de fixation de la protéine hnRNP H-Nter par retard sur gel sur chacun des fragments A, B, C, D,
E et F. La fixation de hnRNP H-Nter sur I’ARN 150-E5-150 et I’ARN correspondant a I’exon a également été
testée. La protéine hnRNP H-Nter ne contenait que les domaines de fixation a ’ARN RRMH 1 et 2 de la protéine
hnRNP H entiere. Une gamme de concentration de protéine allant de 0 a 8.5 uM a été testée avec 2 fmol d’ARN
radiomarqué (20 cps).
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L’analyse révelait qu’a forte concentration la protéine hnRNP H-Nter est capable de se lier a
chacun des ARN A, B, D, E et F ainsi que sur I'exon. Seul le fragment d’ARN C n’interagissait
pas du tout. Point intéressant, le fragment d’ARN E et I'exon 5 présentaient une affinité
suggérant I'existence d’une interaction spécifique avec respectivement, un Kd de I'ordre de
1.5 et 2 uM. Dans le cas de I’ARN E plusieurs complexes ARN-protéines étaient clairement
observés indiquant la fixation de plusieurs molécules de protéine hnRNP H-Nter sur cet ARN.
La formation de ces différents complexes pouvait résulter soit de la présence de plusieurs
sites de fixation au sein de I'ARN E, soit de I|'oligomérisation de la protéine apres

reconnaissance d’un site de fixation unique au sein de I’ARN.

Comme mentionné précédemment, I'analyse de la structure 2D de I’ARN 150-E5-150 avait
révélé un fort taux de structuration de I’ARN et I'existence d’appariements impliquant les
séguences introniques situées en amont et en aval de I’exon 5. Il était par conséquent peu
probable que la structure secondaire des fragments A, B, C, D, E et F soit la méme que celle
de ces mémes segments au sein de I’ARN 150-E5-150. La protéine hnRNP H se fixe
préférentiellement sur des séquences ARN simple-brin riches en résidus G pouvant se
structurer en quadruplexes de G, par conséquent la fixation d’"hnRNP H pouvait étre affectée
voire impossible au sein de I’ARN 150-E5-150. C'est pourquoi j'ai vérifié, toujours par des
expériences de retard sur gel, que la protéine hnRNP H-Nter était capable de se fixer sur
I’ARN 150-E5-150. Les résultats obtenus sont illustrés dans la figure 111.13. Nous observons
une fixation de la protéine hnRNP H-Nter sur ’ARN 150-E5-150 avec un Kd de 2.3 uM. Ce Kd
est supérieur a celui observé pour le fragment E et I'exon 5, suggérant que la structure 2D du
pré-ARNm hcTNT limite I’affinité de hnRNP H-Nter. Les sites de fixation de hnRNP H-Nter au
sein de ’ARN 150-E5-150 ont été identifiés par des expériences d’empreintes en solution
réalisées en présence de 2 ou 4 uM de protéine hnRNP H-Nter. Le protocole expérimental
utilisé pour ces expériences est celui décrit dans le chapitre méthodologique que nous avons
publié cette année dans Method in Molecular Biology, dont je suis premier auteur, et qui est
inséré dans la partie Matériel et Méthodes de ce manuscrit (Philippe et al., 2015). Les
résultats de cette analyse sont présentés dans la figure 11l.14. Une protection tres forte du
segment d’ARN allant des positions +116 a +125 (Fragment F) et un effet plus modéré sur
I'accessibilité des nucléotides +95 a +97 (extrémité 3’ du fragment E) étaient observés

(Figure 111.14A et B).
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Figure 111.14 : Analyse des protections générées par la fixation de la protéine hnRNP H-Nter sur ’ARN hcTNT
150-E-150. Les clivages par les RNAses V1, T1 et T2 sont représentés par des carrés, des losanges et des ronds,
respectivement. La couleur des symboles représente I'intensité du clivage (faible en vert, moyenne en orange
et forte en rouge). La séquence de I'exon 5 est indiquée en gris. Les huit sites MBNL1 sont surlignés en jaune et
les sites potentiels de fixations de hnRNP H sont indiqués en violet. Les protections générées suite a
I'incubation de I’ARN avec 2 ou 4 uM de protéine hnRNP H-Nter sont indiquées par des cercles dont I'épaisseur
est proportionnelle a l'intensité de la protection. L’analyse d’un segment du frament F est illustrée. Les
positions des coupures ont été identifiées par extension d’amorce. Les arréts d’extension ont été positionnés
dans la séquence grace a un séquencage du transcrit (pistes U, G, C et A). Les ADNc ont été fractionnés par
électrophorese en gel de polyacrylamide dénaturant a 7 %. Les positions des nucléotides sont indiquées a

gauche de I'autoradiographie.
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Aucune conclusion ne peuvait étre tirée sur la fixation de hnRNP H-Nter au reste du
fragment E car 90% de ce segment d’ARN présentait une tres faible accessibilité aux RNAses
et il était par conséquent impossible de conclure quant a une éventuelle interférence de
I"association de hnRNP H-Nter avec la digestion de ce segment d’ARN par les RNases T1, T2
et V1 (Figure 111.14A et B). En accord avec les expériences de retard sur gel effectuées sur les
fragments d’ARN hcTNT de 50 nucléotides de long, aucun effet de la fixation de hnRNP H-
Nter sur le profil d’hydrolyse des segments d’ARN correspondant aux fragments A, B, Cet D
n’est observé, alors que l'accessibilité de quelques résidus appartenant a I'exon 5 était
modérément affectée (Figure 111.14). De fagon intéressante et en accord avec la propriété de
la protéine hnRNP H de se fixer spécifiquement sur des séquences contenant des motifs
poly-G, les zones de protections détectées au sein de ’ARN 150-E5-150 correspondaient a
des enchainements de résidus G. L'analyse compléte de la séquence de '’ARN 150-E5-150
révelait la présence de motifs poly-G dans les fragments A, B, E et F (Figure 111.14B). Aucun
motif poly-G n’est par contre présent dans les fragments C et D et dans la séquence codant
I’exon 5. Cependant, la présence d’enchainements de type GGAGAGG au sein de la séquence
codant I'exon 5 pourrait expliquer la fixation de hnRNP H, d’autant plus que de tels
enchainements peuvent conduire a la formation de quadruplexes de G (Blice-Baum et
Mihailescu, 2014). En conclusion, par ces expériences d’empreintes et de retard sur gel, nous
confirmons la fixation directe de la protéine hnRNP H-Nter sur les segments d’ARN 150-E5-
150 correspondants a I'exon 5 et au fragment F. La fixation sur le fragment E bien que trés
forte dans les expériences de retard sur gel n’a pu étre confirmée par cette approche
d’empreintes. La faible fixation de la protéine hnRNP H sur les fragments A et D, détectée
lors de la chromatographie d’affinité ne semble donc pas directe mais médiée par d’autres

protéines de I'extrait nucléaire.
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111.3. ETUDE IN CELLULO DE L’'EFFET DE LA VARIATION DE LA QUANTITE DE hnRNP H SUR
L'INTEGRATION DE L'EXON 5 DU pré-ARNm hcTNT.

Une question importante était de savoir si la fixation de la protéine hnRNP H sur le pré-
ARNmM hcTNT pouvait intervenir dans la régulation de I'épissage de I’exon 5. Pour cela, nous
avons réalisé des études in cellulo dans des cellules humaine HEK293, afin d’analyser I'effet
d’une sur-expression ou d’'une diminution de la quantité de protéine hnRNP H sur

I'intégration de I'exon 5 dans le transcrit du minigene IR-hcTNT.

[1.3.1. La sur-expression de la protéine hnRNP h dans des cellules HEK293T entraine une
augmentation du taux d’inclusion de I'exon 5 du pré-ARNm hcTNT.

L'effet de la sur-expression de la protéine hnRNP H a été testé en co-transfectant des
cellules HEK293 avec des quantités croissantes de plasmide pXJ41-hnRNP H (0, 0.05, 0.1, 0.2,
0.4 et 1 pg) avec 1,5 pg du minigene IR-hcTNT, ceci selon le protocole décrit dans la partie
Matériel et Méthodes. Le plasmide pXJ41 vide qui ne permet pas la sur-expression de la
protéine hnRNP H a été utilisé comme contréle. L'intégration de I'exon 5 dans les produits
d’épissage a été analysée par RT-PCR a partir des ARN totaux préparés 48 h aprés la
transfection. Les résultats obtenus sont illustrés dans la figure II.15. La sur-expression de la
protéine hnRNP H a été vérifiée par Western blot (Figure IIl.15A). Les résultats de RT-PCR
montrent une augmentation de l'inclusion de I'exon 5 qui passe d’un taux d’inclusion de
49 % en absence de sur-expression de la protéine hnRNP H, a 62 % lors de sa sur-expression
et ceci des la co-transfection de la plus faible quantité de plasmide pXJ41-hnRNP H.
L'augmentation observée lorsque des quantités plus importantes de plasmides pXJ41-hnRNP
H étaient transfectées était faible, de I'ordre de quelques % (Figure 111.15C). Ces résultats
indiquaient que la quantité de protéine hnRNP H dans la cellule influence le taux
d’intégration de I'exon 5 hcTNT dans le contexte du transcrit du minigéne IR-hcTNT et que la

protéine hnRNP H est un activateur de I'inclusion de cet exon.
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Figure 111.15 : Etude de I'effet de la sur-expression de la protéine hnRNP H sur I'inclusion de I’exon 5 hcTNT
dans le transcrit du minigene IR-hcTNT. 48 h aprés la co-transfection des constructions pXJ41-hnRNP H ou vide
et du minigene IR-hcTNT 150-E5-150, les ARN totaux ont été extraits puis analysés par RT-PCR avec les
oligodésoxynucléotides 5991 et 8078. Un contrble a été réalisé en transfectant 1,5 ug du plasmide pXJ41 vide
(0). A. Vérification par Western blot de la sur-expression de la protéine hnRNP H. B. Fractionnement sur gel
d’agarose a bas point de fusion 4% des produits de RT-PCR. L'identitié des produits obtenus (+ ou — Exon 5) est
indiquée a droite du gel. C. Quantification des produits d’amplification contenant ou non I'exon 5 exprimée en
pourcentage du total des ARN épissés. Chaque barre d’erreur représente la valeur +/- de 'erreur standard
(n=3; * :P<0.05 ; ** :P<0.01 par rapport au valeurs obtenues avec le contréle pXJ41 vide).

Afin de vérifier que I'effet observé n’était pas la lié au contexte du minigene utilisé, la méme
expérience a été répétée avec le minigene RTB300. Les résultats obtenus sont illustrés dans
la figure 11.16. On observe que la sur-expression de la protéine hnRNP H augmente
également l'inclusion de I'exon 5 dans les produits d’épissage obtenus a partir du minigéne
RTB300. Dans ce cas, |'activation observée entraine un taux d’inclusion de 90% de I'exon 5,
contre 70% en absence de sur-expression de la protéine hnRNP H. La encore, I'activation de
I'intégration de I'exon 5 dans les produits d’épissage n’était pas proportionnelle a la quantité
de plasmide pXJ41-hnRNP H transfectée. Ces résultats confirmaient donc I'effet activateur
de la protéine hnRNP H sur linclusion de I'exon 5 hcTNT indépendamment du contexte du

minigene utilisé.
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Figure 111.16 : Etude de I'effet de la sur-expression de la protéine hnRNP H sur I'inclusion de I'exon 5 hcTNT
dans le transcrit du minigéne RTB300. 48 h apres la transfection des constructions pXJ41-hnRNP H ou vide et
du minigene RTB300, les ARN totaux ont été extraits puis analysés par RT-PCR. Un contrGle a été réalisé en
transfectant 1,5 pg du plasmide pXJ41 vide (0). A. Fractionnement sur gel d’agarose a bas point de fusion 4%
des produits de RT-PCR. L’identitié des produits obtenus (+ ou — Exon 5) est indiquée a droite du gel. B.
Quantification des produits d’amplification contenant ou non I'exon 5 exprimée en pourcentage du total des
ARN épissés. Chaque barre d’erreur représente la valeur +/- de I'erreur standard (n=3; * :P<0.05 ; ** :P<0.01
par rapport au valeurs obtenues avec le contréle pXJ41 vide).

[11.3.2. L'absence de la protéine hnRNP H dans des cellules hek293 entraine une diminution du
taux d’inclusion de I'exon 5 du pré-ARNm hcTNT.

Afin de confirmer le réle de la protéine hnRNP H dans la régulation de I'inclusion de I'exon 5
hcTNT, nous avons diminué le niveau d’expression de la protéine hnRNP H dans des cellules
HEK293T en utilisant des siRNA. Les déplétions ont été réalisées en utilisant un mélange de 4
siRNA H4-7 (Dharmacon), ceci selon le protocole décrit dans la partie Matériel et Méthodes.
Le minigene IR-hcTNT a été co-transfecté avec les siRNA dans des cellules ayant déja été
traitées par les siRNA depuis 48 h. Un siRNA non target (NT) ciblant une séquence non
exprimée dans les cellules HEK293 a été utilisé comme contrble pour ces expériences. Les
résultats obtenus sont présentés dans la figure Il1.17. L’efficacité du traitement par les siRNA

H4-7 a été vérifiée par Western blot (Figure 111.17A). Ce traitement conduit a une diminution
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nette de la quantité de protéine hnRNP H. L’analyse par RT-PCR des produits d’épissage
révele une diminution de I'inclusion de I’exon 5 lors du traitement des cellules par les siRNA
H4-7, avec un taux d’inclusion de I'exon 5 de 63% apres traitement, contre 76% dans la
condition controle (Figure I11.17). Ces résultats confirment donc I'effet activateur de la

protéine hnRNP H sur I'inclusion de I’exon 5 hcTNT.

A A h:\ c
A3 .3‘
“, 6 - 100
hnRNP H g w
- < g0
Tubuline g
v 70 *%
s
:
:\ =
E. &Y $ w0
< o § w0
[}
3 20
-“-ExorI5 .-E .
- Exon5 °
x® 0

Figure 111.17 : Etude de I'effet de la déplétion de la protéine hnRNP H sur l'inclusion de I’exon 5 hcTNT dans le
transcrit du minigéne IR-hcTNT. A. Vérification par Western blot de I'afficacité de la déplétion de la protéine
hnRNP H suite au traitement avec les siRNA 4-7. B. Fractionnement sur gel d’agarose a bas point de fusion 4%
des produits de RT-PCR obtenus sont fractionnés. L’identitié des produits obtenus (+ ou — Exon 5) est indiquée
a droite du gel C. Quantification des produits d’amplification contenant ou non I'exon 5 exprimée en
pourcentage du total des ARN épissés. Chaque barre d’erreur représente la valeur +/- de 'erreur standard
(n=3; * :P<0.05 ; ** :P<0.01 par rapport au valeurs obtenues NT).

[11.3.3. Etude de I'importance des séquences introniques et exoniques pour |’activité de la
protéine hnRNP H dans la régulation de I'épissage de I'exon 5 du pré-ARNm hcTNT.

Ayant démontré I'implication de la protéine hnRNP H dans la régulation de I'inclusion de
I’exon 5 in cellulo, j’ai ensuite entrepris de démontrer que cet effet était direct et nécessitait
la fixation de hnRNP H sur le pré-ARNm. Pour cela, j'ai testé 'effet de mutations ou de la
délétion des segments du minigene IR-hcTNT 150-E5-150, capables de fixer hnRNP H in vitro,
sur la régulation de I'inclusion de I’'exon 5 par hnRNP H in cellulo. Afin de tester I'importance
des séquences introniques correspondant aux fragments A (-150 a -100), E (+50 a +100) et F
(+100 a +150), l'effet activateur de la protéine hnRNP H a été testé en utilisant des

minigénes IR-hcTNT dans lesquels ces régions introniques étaient absentes (Figure I11.18A).
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Les variants 100-E5-150 et 150-E5-50 ont été co-transfectés dans des cellules HEK293 avec 1
pg de plasmide pXJ41-hnRNP H ou 1 pg de plasmide pXJ41 vide (Figure 111.18A). Les résultats
obtenus sont présentés dans la figure 111.18B. Pour chacun des variants étudiés le taux
d’inclusion de I'’exon 5 en absence de sur-expression de la protéine hnRNP H était modifié du
fait de la délétion de séquences régulatrices activatrices ou inhibitrices, méme si dans
I’expérience illustrée ici I'effet inhibiteur du segment -150 a -100 était treés faible (Figure
[11.18B). Par ailleurs, pour chacun de ces variants, la sur-expression de la protéine hnRNP H
entrainait toujours une augmentation de l'inclusion de I’'exon 5 similaire a celle observée
avec la construction 150-E5-150. Cela signifiait que les segments -150 a -100 et +50 a +150
ne sont pas individuellement nécessaires pour I'activation de l'inclusion de I'exon 5 par la
protéine hnRNP H. Une explication possible a ces données était que l’activation par le
facteur d’épissage hnRNP H soit d{e a la fixation de la protéine hnRNP H au niveau de I'exon
5. De ce fait, ne pouvant pas déléter I'exon 5, nous avons entrepris de réaliser des mutations

des sites potentiels pour la fixation de la protéine hnRNP H au sein de I’exon 5.



Partie 1 : Chapitre Ill (Résultats)

A.

150-E5-150

-100 1 2 3 30 1 2* 45 650 100
100-E5-150 iﬂﬂ%ﬂ_ ¥
1 1 1
7100 353 50 3 45650
150-E5-50
[ ] 1

B - 100

150 -100 3 > 3 50 4r o 45 650 100 150

90

80

50
40
- + - + - +

150-E5-150 100-E5-150 150-E5-50

% d'inclusion de I'exon 5 de hc TNT
2]
o

=
]
=
H
-

Figure 111.18 : Etude de I'importance fonctionnelle des séquences introniques -150 a -100 et +50 a +150 dans
la régulation de l'inclusion de I'exon 5 du pré-ARNm hcTNT par la protéine hnRNP H. A. Description des
minigenes IR-hcTNT 150-E5-150, 100-E5-150 et 150-E5-50. Les sites MBNL1 du groupe de site 1 sont indiqués
par des rectangles roses, et ceux des groupes 2 ou 3 par des rectangles violets. Le nom de la construction est
indiqué a gauche. B. Effet de sur-expression de la protéine hnRNP H (+) ou du plasmide vide pXJ41-vide (-) sur
I’épissage de I'exon 5 des minigenes 150-E5-150, 100-E5-150 et 150-E5-50. 48 h aprés la transfection des
constructions pXJ41-hnRNP H ou vide et des différents minigénes, les ARN totaux ont été extraits puis analysés
par RT-PCR avec les oligodésoxynucléotides 5991 et 8078. La quantification des produits d’amplification
contenant ou non I'exon 5 a été exprimée en pourcentage du total des ARN épissés.

Trois sites, sites H1, H2 et H3, présentaient des séquences pouvant permettre une
éventuelle interaction avec la protéine hnRNP H (Figure 111.19A). Le site H1 correspond a la
séquence TGGAG et le site H2 correspond a la séquence GAGGA. Ces sites ne sont espacés
que par un seul nucléotide, un résidu A et nous observions lors des expériences
d’empreintes de Iégeres protections par la protéine hnRNP H-Nter au niveau du dernier G du
site H1 et du 1* G du site H2. Un autre site potentiel H3 correspondait a la séquence
GGAGG. Afin de limiter la capacité de la protéine hnRNP H a se fixer sur la séquence
exonique, j'ai réalisé des constructions a partir du minigene IR-150-E5-150 dans lesquelles
j’ai muté simultanément ces 2 résidus G (Mut H1/2). Des mutations individuelles de chacun

des G ont été également réalisées (Mut H1 et Mut H2), ainsi qu’une construction dans
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laquelle j’ai muté 4 résidus G (Mut poly G), afin que la séquence exonique ne présente plus
aucune répétition de résidus G et ne puisse plus former de quadruplexe de G. L'effet
activateur de la protéine hnRNP H sur les ARN produits a partir de ces constructions a été
testé dans des cellules HEK293. Les résultats obtenus sont présentés dans les figures 111.19B
et 111.19C. En absence de sur-expression de la protéine hnRNP H, on remarque que chacune
des mutations entraine une augmentation de l'inclusion de I'exon 5 qui passe d’un taux
d’inclusion de 60 % en absence de mutation a pres de 82 % lorsque les différentes mutations
sont introduites dans I'exon 5. Cela signifiait que les résidus G mutés participent a la
réduction de l'inclusion de I'exon 5. Cependant, la sur-expression de la protéine hnRNP H
entrainait toujours une activation de l'inclusion de I'exon 5 quelque soit la construction
mutée considérée. Ces résultats montraient donc que les mutations H1, H2, H1/H2 et poly G
n’inhibent pas I'effet activateur de la protéine hnRNP H sur l'inclusion de I'exon 5 du pré-
ARNmM hcTNT. Pour mieux comprendre ces résultats nous avons entrepris de vérifier par des
expériences de retard sur gel si ces mutations empéchaient l'interaction de la protéine
hnRNP H avec la séquence exonique. Le résultat obtenu est présenté dans la figure 111.19D.
On constate que la présence de la mutation H1/H2 diminue certes I'affinité de la protéine
hnRNP H-Nter pour I'exon 5, mais n’abolit pas l'interaction de hnRNP H-Nter avec I'exon 5.
Des résultats similaires ont été obtenus avec le mutant poly G expliquant sans doute la

persistance de |'effet activateur de hnRNP H en présence de ces mutations.
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Figure 111.19 : Etude de I'importance fonctionnelle de la séquence exonique dans la régulation de I'inclusion
de I'exon 5 du pré-ARNm hcTNT par la protéine hnRNP H. A. Description des différents sites potentiels
d’interaction de la protéine hnRNP H au niveau de I'exon 5 du pré-ARNm hcTNT et des mutations réalisées. Les
sites potentiels de fixation de la protéine hnRNP H sont indiqués par un rectangle violet. B. Fractionnement sur
gel d’agarose a bas point de fusion (4%) des produits de RT-PCR. L’identitié des produits obtenus (+ ou — Exon
5) est indiquée a droite du gel. C. Quantification des produits d’amplification contenant ou non I'exon 5
exprimée en pourcentage d’inclusion de I’exon 5 par rapport au total des ARN épissés. D. Test de la fixation de
la protéine hnRNP H-Nter sur I’exon 5 sauvage ou portant la mutation H1/2.
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l1.4. ETUDE IN VITRO DE L'EFFET DE LA VARIATION DE LA QUANTITE DE hnRNP H SUR
L'INCLUSION DE L'EXON 5 DU pré-ARNm hcTNT.

Afin de démontrer que la régulation de linclusion de I'exon 5 par la protéine hnRNP H
observée in vivo était bien directe et ne dépendait pas d’une cascade d’événements
cellulaires, il nous fallait démontrer la capacité de la protéine hnRNP H a réguler in vitro
I'inclusion de I’exon 5. En effet, in vitro au sein d’un extrait cellulaire, la protéine hnRNP H
garde sa capacité a interagir avec ses partenaires ARN ou protéines, mais aucune voie de
signalisation ne peut étre activée. Pour cela, nous avons transcrit in vitro un pré-ARNm du
minigéne IR-hcTNT portant une coiffe selon les conditions expérimentales décrites dans le
Matériel et Méthodes. Ce pré-ARNm a été incubé dans un extrait nucléaire de cellules Hela
compétent pour I'épissage et le mélange a été complémenté par du tampon D ou par des
guantités croissantes de protéine hnRNP H-Nter (0.5 ug et 1 pg). Aprés arrét de la réaction
d’épissage par ajout de protéinase K, les ARN épissés ont été extraits puis rétrotranscrits en
ADNCc et analysés par RT-PCR. Les résultats obtenus sont présentés dans la figure 111.20. De
maniére inattendue, les résultats révélaient une diminution du taux d’inclusion de I’'exon 5
qui passait de 49 % a 30 et 20 % suite a I'addition respective dans I’extrait nucléaire de 0.5
et 1 ug de protéine hnRNP H N-ter. Cette diminution semblait corrélée a la quantité de
protéine hnRNP H-Nter ajoutée et indiquait un effet inhibiteur direct de la protéine hnRNP H
N-ter sur la régulation de I'épissage alternatif de I'exon 5 du pré-ARNm hcTNT. L’observation
de cet effet inhibiteur de la protéine hnRNP H-Nter était donc en contradiction avec les
résultats obtenus in cellulo qui montraient un effet activateur de la protéine hnRNP H

entiére sur I'inclusion de I'exon 5 du pré-ARNm hcTNT.
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Figure 111.20 : Effet de la variation de la quantité de hnRNP H-Nter sur le taux d’inclusion de I’exon 5
du pré-ARNm hcTNT in vitro. A. Fractionnement par électrophoréese en gel d’agarose a bas point de
fusion 4 % des produits d’épissage détectés par RT-PCR en présence de quantités variables de
protéine hnRNP H-Nter recombinante. B. Quantification des produits d’amplification contenant ou
non I'exon 5 exprimée en pourcentage du total des ARN épissés. Chaque barre d’erreur représente la
valeur +/- de I'erreur standard (n=3; * :P<0.05; ** :P<0.01 par rapport au valeurs obtenues sans
addition de protéines hnRNP H-Nter).
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Plusieurs hypothéses pouvaient étre proposées pour expliquer ce résultat : i) le fait que la
protéine hnRNP H recombinante utilisée pour réaliser I'étude in vitro soit tronquée pouvait
affecter son activité. Il est en effet possible que le domaine RRMH 3 et le domaine riche en
glycine manquant au sein de la protéine hnRNP H N-ter soient nécessaires pour |'activité
activatrice de la protéine et notamment sa capacité d’interaction avec des partenaires
protéiques ; ii) la perte d’'un cofacteur nécessaire pour l'activité activatrice de la protéine
hnRNP H lors de la préparation de I'extrait nucléaire ; iii) une inhibition aspécifique de
I’épissage due a la quantité de protéine hnRNP H-Nter recombinante utilisée ; iv) la fixation
de la protéine hnRNP H sur le pré-ARNm hcTNT pourrait également inhiber I'inclusion de
I’exon 5 in cellulo, mais étre masquée par un effet indirect activateur de hnRNP H médié par
une cascade d’événements cellulaires conduisant par exemple a une diminution de la
quantité de protéine MBNL1 intracellulaire. Afin de tester ces différentes hypothéses,
I’étude devra étre recommencée en i) utilisant une protéine hnRNP H recombinante pleine
longueur, ii) testant différentes préparations d’extraits nucléaires et une gamme plus large
de quantité de protéine recombinante, et iii) incluant des pré-ARNm dont I'épissage
alternatif est connu pour étre ou ne pas étre régulé par hnRNP H comme contréles. Il nous
paraissait également essentiel de tester si |'effet activateur de la sur-expression de hnRNP H

in cellulo pouvait étre lié a une diminution de la quantité intracellulaire de MBNL1.

111.5. ETUDE DE LA RELATION ENTRE LES PROTEINES MBNL1 ET hnRNP H.

Dans un premier temps, j’ai testé si l'inhibition de I’expression de hnRNP H par emploi de
siRNA impactait le niveau d’expression de MBNL1. Le résultat est présenté dans la figure
[11.21. On constate que la déplétion de la protéine hnRNP H n’a aucun effet sur la quantité de
MBNL1 intracellulaire. De méme, la surexpression de hnRNP H n’affecte pas non plus la
quantité de MBNL1. Les effets des variations de la quantité de hnRNP H cellulaire sur la
régulation de I'inclusion de I’exon 5 hcTNT ne sont donc pas dus a un effet indirect de hnRNP
H sur le taux de MBNL1 cellulaire. Afin de mieux comprendre la relation existant entre les
protéines MBNL1 et hnRNP H pour la régulation de linclusion de I'exon 5 hcTNT, des

expériences de compétition entre ces protéines ont alors été réalisées.
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Figure 111.21: Effet de la déplétion de la protéine hnRNP H sur la I'expression de la protéine MBNL1. A.
Vérification par Western blot de I'afficacité de la déplétion de la protéine hnRNP H suite au traitement avec le
siRNA 3.1 et de la quantité de protéine MBNL1. B. Quantification des niveaux d’expression des protéines
hnRNP H (rouge) et MBNL1 (bleu) suite au traitement par siRNA NT et hnRNP H 1.3. Le signal obtenu par
I’emploi d’un anticorps dirigé contre la tubuline a été utilisé comme raporteur.

Pour cela, des cellules HEK293 ont été co-transfectées avec le minigéne IR-hcTNT 150-E5-150
et différentes quantités de plasmides pcDNA3.1-MBNL1 et pXJ41-hnRNP H qui permettent
respectivement la sur-expression des protéines MBNL1 et hnRNP H. Les résultats obtenus
sont présentés dans la figure 111.22. Comme attendu la transfection du plasmide pcDNA3.1-
MBNL1 seul inhibait I'inclusion de I'exon 5, alors que la transfection du plasmide pXJ41-
hnRNP H seul activait I'inclusion de I’exon 5. De maniére intéressante, en présence des deux
plasmides, on observait que plus le rapport en quantité, de chacun des plasmides
transfectées (hnRNP H/MBNL1) augmentait, plus le pourcentage d’inclusion de I'exon 5
augmente et ceci de facon linéaire. Pour un rapport hnRNP H/MBNL1 égal a 3, on retrouve le
pourcentage d’inclusion de I'exon 5 (65%) observé dans des cellules HEK293 en absence de
sur-expression des protéines MBNL1 et hnRNP H. Ces résultats montraient que les protéines
MBNL1 et hnRNP H entre en compétition pour la régulation de 'inclusion de I’exon 5 dans le

transcrit produit a partir du minigene IR-hcTNT.
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Figure 111.22: Etude de l'effet de la compétition in cellulo entre les protéines hnRNP H et MBNL1 sur
I'inclusion de I'exon 5 hcTNT dans le transcrit du minigéne IR-hcTNT. 48 h aprés la co-transfection des
constructions pXJ41-hnRNP H ou vide, pcDNA3.1-MBNL1 ou flag et du minigéne 150-E5-150, les ARN totaux ont
été extraits puis analysés par RT-PCR avec les oligodésoxynucléotides 5991 et 8078. Des contrdles ont été
réalisés en transfectant 1,5 pug du plasmide pcDNA3.1-Flag (quantité O pour MBNL1) ou pXJ41 vide (quantité O
pour hnRNP H). A. Vérification de la sur-expression des protéines hnRNP H et MBNL1 par expérience de
Western blot. Les protéines totales ont été extraites et analysées par Western blot en utilisant des anticorps
dirigés contre les protéines MBNL1 et hnRNP H. La tubuline a été utilisée comme contréle. B. Fractionnement
sur gel d’agarose a bas point de fusion 4 % des produits d’amplification obtenus lors de I'analyse du taux
d’inclusion de I'exon 5 au sein des ARNm produits a partir du minigéne IR-hcTNT 150-E5-150 par RT-PCR. C.
Quantification des produits d’amplification contenant ou non I'exon 5 exprimée en pourcentage des ARN
totaux épissés. Chaque barre d’erreur représente la valeur +/- de l'erreur standard (n=3; *:P<0.05;
**:P<0.01).
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Nous avons cherché ensuite a savoir si la compétition entre les protéines hnRNP H et MBNL1
était généralisable a d’autres ARNm dont I'épissage est altéré chez des patients atteints de
DM1 ou était spécifique a la régulation de l'inclusion de I’'exon 5 hcTNT. Pour cela, avec
F.Oillo-Blanloeil (technicienne UL au sein de I’équipe), nous avons testé I'effet d’'une sur-
expression et d’'une déplétion de la protéine hnRNP H sur I'épissage alternatif des exons 30,
5, 36 et 22 des pré-ARNm endogénes des genes SPAG9, MBNL1, KIF13A et SERCA1, ceci dans
des cellules HEK293. Les résultats obtenus sont illustrés dans la figure 46. L'analyse des
résultats révele que, tout comme dans le cas de I'exon 5 hcTNT, la quantité de protéine
hnRNP H affectait la régulation de I'inclusion des différents exons analysés. En effet quelque
soit I'’ARNm analysé, I'effet sur l'inclusion de I'exon d’intéret de la sur-expression de la
protéine hnRNP H (pXJ41-hnRNP H) était opposé a celui de la déplétion de hnRNP H (si H 4-
7). On notera également que hnRNP H peut soit activer l'inclusion d’exons alternatifs,
comme c’est le cas pour I’exon 5 hcTNT et I'exon 5 de MBNL1, soit inhiber I'inclusion d’exons
alternatifs, comme dans le cas des exons 30 SPAG9, 26 KIF13 et 22 SERCA1 (Figure 111.23). De
facon intéressante lorsque I'on compare I'effet que nous observons pour hnRNP H a celui
déja publié de MBNL1 pour la régulation de ces mémes événements d’épissage, on trouve
systematiqguement un effet antagoniste des protéines MBNL1 et de hnRNP H (Figure 111.23C),
indiquant que I'antagonisme observé pour la régulation de l'inclusion de I'exon 5 hcTNT
pourrait étre généralisable a d’autres ARNm dont I'épissage est dérégulé chez les patients

atteints de DM1.
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Figure 111.23 : Effet de la modulation de la quantité de protéine hnRNP H intracellulaire sur la régulation de
I’épissage de pré-ARNm dont I'épissage est régulé par MBNL1 et dérégulé dans le cadre de la DM1. A. Apres

pXJ41-hnRNP H

siRNA NT

siRNA hnRNP H4-7

transfection des plasmides pXJ41-hnRNP H ou pXJ41-vide et des siRNA hnRNP H4-7 ou NT, les ARN totaux ont

été extraits puis analysés par RT-PCR. Les produits PCR obtenus ont été fractionnés par électrophorese en gel
agarose a bas point de fusion 4%. B. Quantification des produits d’amplification contenant ou non I'exon
alternatif d’interét exprimée en pourcentage par rapport au total des ARN épissés. Chaque barre d’erreur
représente la valeur +/- de I'erreur standard (n=3 ; * :P<0.05 ; ** :P<0.01). C. L’effet, activateur (+) ou inhibiteur
(-), des protéines MBNL1 et hnRNP H sur la régulation des différents événements d’épissage analysés est

résumeé.
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I11.6. CONCLUSION ET PERSPECTIVES.

111.6.1. Mise en évidence d’un grand nombre de sites de régulation de I'épissage de I'exon 5 de
hcTNT par MBNL1 dans le contexte génétique du minigéne IR-150-E5-150.

Le facteur d’épissage MBNL1 a été découvert récemment ceci a cause des défauts d’épissage
alternatif induits lorsque des ARN contenant des répétitions CUG sont présents en quantités
anormales dans les cellules humaines. Alors qu’il est clair que ces longues répétitions
forment des structures tige-boucle trés particulieres qui reconnaissent spécifiquement
MBNL1, le mode d’interaction de MBNL1 avec les ARN pré-messagers et de ce fait son mode
de régulation de I'épissage alternatif est encore mal connu. Des séquences ayant une affinité
pour MBNL1 ont été détectées dans quelques pré-ARNm dont I'épissage est régulé par
MBNL1. En général au moins deux sites MBNL1 consécutifs sont présents, mais le mode
d’organisation des molécules MBNL1 sur ces pré-ARNm n’a jamais été étudié
expérimentalement de maniére approfondie. Des hypothéses ont été formulées mais pas
démontrées. Vue I'importance des dérégulations de I'épissage alternatif dans la pathologie
DM1, il est impératif de comprendre quel est le mode d’action de MBNL1 afin de pouvoir
proposer des stratégies thérapeutiques. Au début de ma thése on savait que la région N-
terminale de MBNL1 contenait deux couples de motifs a doigts de zinc fixant 'ARN et la
structure 3D d’'un de ces couples de doigts de zinc liés a un ARN avait été établie par
critallographie aux rayon X (Teplova et patel, 2008). Par ailleurs, notre équipe, en
collaboration avec I'équipe de N. Sergeant et ML. Caillet-Boudin, avait montré I'importance
de la séquence protéique codée par I'exon 3 qui sépare les deux couples de motifs de doigts
de zinc dans I'affinité de MBNL1 pour les ARN et aussi que MBNL1 contient dans I'exon 7
alternatif un domaine permettant sa multimérisation (Tran et al., 2011). Nous avions
également mis en évidence un grand nombre de sites potentiels de fixation de MBNL1
autour de I'exon 5 du pré-ARNm hcTNT. Les données obtenues au cours de ma these
apportent des informations qui permettent de mieux comprendre comment MBNL1 peut
limiter le taux d’inclusion de cet exon, limitation qui semble requise pour la fonction

normale du muscle cardiaque adulte.
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Nous montrons, dans le contexte des minigénes IR-150-E5-150 et RTB300 , que la mutation
des deux sites de fixation de MBNL1 1’ et 2’ identifiés par Ho et al n’abolit pas I'action
négative de MBNL1 sur l'inclusion de I'’exon 5. Par contre dans le contexte du minigene IR-
150-E5-150, toute mutation d’un des trois sites sites du groupe 2 (sites 1, 2 et 3) ou du
groupe 3 (sites 4, 5 et 6) limite I'effet négatif de MBNL1 aux concentrations normales de

MBNL1.

11.6.2. Proposition d’un modéle de régulation de l'inclusion de I'exon 5 de hcTNT dans le
contexte du minigéne IR-150-E5-150.

De maniére étonnante, nous avons vu des résultats trés similaires en mutant les sites du
groupe 2 ou les sites du groupe 3. Une explication possible de ces données est que la
présence de trois sites de fixation de MBNL1 de part et autre de I’exon 5 est requise pour
obtenir une limitation efficace de I'inclusion de I’exon 5 par MBNL1. Ceci pourrait s’expliquer
par la nécessité de former une structure a longue distance au sein de I’ARN par interaction
des groupes de sites auxquels plusieurs molécules de MBNL1 pourraient s’associer, ce qui
isolerait I'exon 5 dans une boucle interne et limiterait la fixation des composants du
spliceosome, comme cela a déja été montré pour des facteurs régulant I'épissage tels que
hnRNP Al ou hnRNP H (Figure I1.24). A plus forte concentration en MBNL1 (expérience de
sur-expression), la présence d’un seul site dans un des groupes de site pourrait peut-étre
étre suffisante pour permettre la régulation. D’ou la nécessité dans ces conditions d’éliminer
les trois sites 1, 2 et 3, soit les trois sites 4, 5 et 6 pour perdre complétement la régulation.
Ce modele de régulation est tout a fait nouveau et différent de toutes les hypotheses qui
avaient été formulées jusque-la pour essayer d’expliquer I'action de MBNL1 sur I'exon 5 de
hcTNT. L’hypothése d’un rapprochement des groupes 2 et 3 dans I'espace pourrait expliquer
les différences d’activité des sites 1’ et 2’, situés en amont de I'exon 5, lorsque la mutation
AG est générée en aval de I'exon 5. En effet, en contexte sauvage, la mutation de ces sites
n’avait aucun effet positif sur le taux d’inclusion 5. Par contre en présence de la mutation AG
située en aval de I'exon 5, la mutation des sites 1’ et 2’, situés en amont de I'exon 5,
augmentait fortement le taux d’inclusion de cet exon, mettant en évidence un lien possible
entre séquences en amont et séquences en aval de I’'exon 5. Un modeéle 2D de la région 150-
E5-150 du pré-ARNm hcTNT avait été établi au laboratoire sur la base de données

d’empreintes chimiques et enzymatiques. Deux structures tige-boucle stables peuvent
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d’apres ce modele étre formées par les 50 nucléotides 5’-terminaux et 3’-terminaux. Le reste
de la structure proposée est moins stable, en particulier la région contenant le groupe de
sites 2 est peu structurée et la stabilité de la structure incluant les trois sites du groupe 3 est
faible. Ceci pourrait permettre la formation d’une structure non canonique entre ces deux
régions, structure qui serait stabilisée par la fixation de la protéine MBNL1. Les trois sites de
fixations de MBNL1 du groupe 3 situés en aval de I’exon 5 sont localisés dans une région
renfermant aussi des sites de fixation de CUG-BP1 et il avait été proposé que, chez le poulet,
CUG-BP1 contrecarre I'effet négatif de MBNL1 sur I'inclusion de I’exon 54 (Ho et al., 2004). Si
selon notre hypothese, les trois sites MBNL1 des groupes 2 et 3 sont tous nécessaires a la
formation d’une structure fixant MBNL1 et qui limite I'inclusion de I'exon 5, on peut
imaginer que la fixation de CUG-BP1 en aval de I'exon 5 réduit de maniere stérique
I'accessibilité des sites du groupe 3 a MBNL1, et de ce fait empéche la formation de la
structure a longue distance bloquant l'inclusion de I’'exon 5. Cependant cette hypothese
repose sur les résultats obtenus dans le minigéne IR-150-E5-150. De maniére inattendue,
I’étude réalisée sur I'impact des différents sites des goupes 2 et 3 identifiés par le laboratoire
dans le contexte du minigéne RTB300 a montré qu’aucune des mutations n’abolit I'effet de
la protéine MBNL1. Nous avons pu montré que ces résultats contraires a ceux obtenus dans
le contexte du minigéne IR-150-E5-150, n’étaient pas lié aux séquences introniques issus du
pré-ARNm hcTNT qui bordent I'exon 5. Les résultats obtenus lors de I'étude de I'effet de la
sur-expression de la protéine hnRNP H montrent que I'effet activateur de la protéine hnRNP
H est retrouvé dans les deux contextes de minigenes. Ainsi, ces données semblent suggérer
que la différence de contexte génétique entre les deux minigénes n’influence que la
régulation de |'épissage par MBNL1 et non I'activité de la protéine hnRNP H sur |'épissage de
I’exon 5. Il sera donc nécessaire d’établir in vivo I'importance des sites des groupes 2 et 3 au
sein du pré-ARNm hcTNT issus de I'endogéne pour déterminer le mode d’action de I'activité
inhibitrice de la protéine MBNL1. Pour cela nous avons initié des expériences basées sur
I'utilisation d’oligonucléotides antisens permettant de bloquer I'éventuelle reconnaisance
des sites des groupes 2 et 3 par la protéine MBNL1 sur le pré-ARNm hcTNT issus de

I’endogene.
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De maniere intéressante, le modele de régulation proposé peut permette la formation
d’ARN circulaire, dont la formation a déja été montrée étre favorisée en présence de MBNL1
et nous avons entrepris des mises aux points afin de pouvoir éventuellement détecter une

circularisation de I’exon 5 dans des conditions de sur-expression de la protéine MBNL1.

E4

MBNL1  yBNL1

MBNL1  vBNL1

MBNL1  mBNL1

E4 E6

Figure 111.24 : Nouveau modele proposé pour la régulation de I'inclusion de I’exon 5 du pré-ARNm hcTNT. La
reconnaissance des sites 1, 2, 3, 4, 5 et 6 par la protéine MBNL1 entraine la formation d’une structure a longue
distance qui isole I'exon 5 dans une boucle, limitant ainsi la fixation des composant du spliceosome et
I'inclusion de I’'exon.
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11.6.3. Identification de la protéine hnRNP H comme régulateur de I'inclusion de I'exon 5.

Notre équipe avait déja montré que l'inclusion de I'exon 5 de hcTNT est soumise a des
régulations supplémentaires par rapport a celles générées par MBNL1 et défini des segments
du pré-ARNm hcTNT impliqués dans ces régulations. L'un de mes objectif a été d’essayer
d’identifier les facteurs nucléaires pouvant se lier sur les éléments de séquences en cis, ceci
en appliquant a des fragments de 50 nucléotides de la région 150-E5-150 la technique de
formation de complexes en extraits nucléaire, suivie de leur purification par I'intermédiaire
d’une protéine de fusion MBP-MS2. J'ai ainsi pu montrer que la protéine hnRNP H peut
s’associer en extrait nucléaire au segment D contenant les sites MBNL1 du groupe 3, au
fragment F et E. Par ailleurs, en utilisant une protéine recombinante hnRNP H correspondant
aux domaine N-terminaux de cette protéine (hnRNP H-Nter), j'ai observé une capacité de
fixation directe de cette protéine sur I’exon 5 et sur le fragment E et a un moindre degre sur
les fragments A, B, D et F. Nous n’observons donc pas une corrélation directe entre la
présence de hnRNP H dans les complexes formés en extrait nucléaire et la fixation de hnRNP
H-Nter sur les segments d’ARN correspondants, ce qui peut étre expliqué par I'existence
d’associations médiées par d’autres protéines en extrait nucléaire. Un point important
ressort néanmoins de I'étude, hnRNP H possede une affinité a la fois pour I'exon 5 et pour
les séquences situées en aval de cet exon. Ceci peut s’expliquer par I'existence de nombreux
sites potentiels de fixation de la protéine hnRNP H dans I'exon 5 et en aval de cet exon, tout
particulierement dans les fragments E et F. Autre résultat important de ces travaux, la
protéine hnRNP H favorise, lorsqu ‘elle est sur-exprimée in cellulo, I'inclusion de I'exon 5 et
ceci quelque soit le contexte hétérologue dans lequel cet exon est intégré. De maniére
opposée, la diminution du taux de hnRNP H in cellulo par action de siRNA diminue
I'intégration de I’exon 5 en contexte sauvage et nous avons clairement mis en évidence une
compétition entre les protéines hnRNP H et MBNL1 pour la régulation de linclusion de
I’exon 5 par des expérience de co-transfection de quantités relatives variables des deux
protéines. Ces données sont également compatibles avec le modele proposé dans le
contexte du minigéne IR-150-E5-150 et la formation d’une structure a longue distance par
fiaxation de la protéine MBNL1. En effet, il est possible que la fixation de la protéine hnRNP
H sur I'exon 5 hcTNT empeche la formation d’une structure a longue distance et favorise la

reconnaissance de I’exon par le spliceosome. En effet, nous avons mis en évidence que
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I’absence des segments E et F au sein du pré-ARNm hcTNT n’abolissait pas I'effet activateur
de la protéine hnRNP H sur I'inclusion de I'exon 5. Il semble donc évident que la séquence de
I’exon 5 est nécessaire a la régulation de l'inclusion de de I'exon 5 hcTNT par la protéine
hnRNP H. Une étude récente a montré l'effet activateur de la protéine hnRNP H sur
I'inclusion de I'exon hcTNT, ainsi qu’une interaction entre la protéine hnRNP H et MBNL1
(Paul et al., 2011). Cependant, cette étude propose un autre modele de régulation de I'exon
5 hcTNT. En effet, les auteurs suggerent un effet indirect de la protéine hnRNP H qui limiterai
I'activité de la protéine MBNL1 en interagissant avec elle. Ce modeéle ne rentre pas en
contradiction avec le modeéle que nous proposons et il est possible que la protéine hnRNP H
agisse a la fois directement et indirectement sur I'épissage de I'exon 5 hcTNT. Cependant,
bien que nous ayons montré la fixation directe de la protéine hnRNP H sur le pré-ARNm
hcTNT, il sera nécessaire de comprendre le résultat obtenu in vitro qui montrait un effet
direct, mais inhibiteur de la protéine hnRNP H-Nter sur I'inclusion de I’exon 5 hcTNT et de

renouveler I'expérience avec |'utilisation d’une protéine hnRNP H de pleine taille.



Partie 1 : Chapitre Ill (Résultats)



Partie 2 : Chapitre IV (Introduction)

PARTIE 2 :
ETUDE DU ROLE DE L’EPISSAGE

ALTERNATIF DES PRE-ARNm DANS LA
REPONSE DES CELLULES DE VERTEBRES
AU STRESS OXYDANT.

137



Partie 2 : Chapitre IV (Introduction)



Partie 2 : Chapitre IV (Introduction)

INTRODUCTION

139



Partie 2 : Chapitre IV (Introduction)

CHAPITRE IV : ETUDE DU ROLE DE L’EPISSAGE ALTERNATIF DES
pré-ARNm DANS LA REPONSE DES CELLULES DE VERTEBRES AU
STRESS OXYDANT.

IV.1. DEFINITION ET ORIGINE D’UN STRESS OXYDANT.
IV.1.1. Définition d’un stress cellulaire.

Dans la nature, peu d’organismes vivent dans des conditions physico-chimiques qui leurs
sont parfaitement adaptées. Les organismes sont soumis a des contraintes extérieures
imposées par I'environnement dans lequel ils évoluent et auxquelles ils doivent s’adapter
comme la température, le rayonnement UV et les espéces réactives de I'oxygéne. De plus,
ces contraintes peuvent trés rapidement fluctuer dans le temps. On considere qu’une cellule
est soumise a un stress cellulaire lorsqu’elle est soumise a une variation physico-chimique,
imposée par son environnement, qui modifie son homéostasie en perturbant son
métabolisme. Ces perturbations proviennent essentiellement de dommages ou altérations
de différents constituants cellulaires comme les protéines, les lipides et les acides
nucléiques. Au cours de I'évolution, les cellules et les organismes ont développé des
mécanismes pour répondre a ces fluctuations. Ces mécanismes permettent a la cellule
d’établir un équilibre physico-chimique afin de maintenir son intégrité. Les organismes
possedent plusieurs systemes de réponse aux stress qui sont plus ou moins spécifiques. De
maniere générale, les cellules répondent a de faibles variations ou a des conditions sous
optimales par des mécanismes liés a des activités spécifiques et dédiées. Tandis que la
réponse a une variation importante et rapide de I'environnement met en jeu des systemes
de défense moins spécifiques et rapidement inductibles qui servent avant tout a limiter les
dommages aux constituants cellulaires et les déséquilibres métaboliques. Cette diversité de
réponses aux variations environnementales confére aux cellules une grande souplesse et
efficacité dans la défense cellulaire. Néanmoins, la capacité d’une cellule a répondre a une
modulation de I'environnement dépend de son état (densité de population, stade du cycle
cellulaire...), de son type cellulaire, ainsi que de ces antécédents d’exposition a d’autres
stress cellulaires. D’autre part, la réponse d’une cellule a un stress dépend aussi de la force

et de la nature du stress. Dans le cas d’un stress trop important ou d’une variation physico-
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chimique trop rapide, les mécanismes de réponses cellulaires peuvent étre insuffisants pour
rétablir I’homéostasie cellulaire, d’ol une perturbation définitive du métabolisme et

I'induction de I'apoptose ou de la nécrose cellulaire.

IV.1.2. Le stress oxydant et ses principaux acteurs.

Parmi les nombreux systemes qui maintiennent 'homéostasie de la cellule, le systeme
d’oxydo-réduction (systeme redox) est essentiel a la survie cellulaire. Toute vie sur terre,
nécessite des réactions chimiques dans lesquelles des électrons sont transférés d’une
molécule donneuse a une molécule acceptrice. Le systeme redox permet d’établir un
équilibre entre les molécules donneuses et acceptrices d’électrons. Chez les organismes
aérobies tout particulierement, I'oxygéne (O,) est un des éléments clé de leur systeme redox
dans la mesure ou il est I'accepteur final d’électrons de la chaine respiratoire
mitochondriale, qui permet la synthese d’énergie sous forme d’ATP. Néanmoins, 'O, peut
également subir des réductions qui entrainent la formation d’espéces réactives de I'oxygéne
(ROS pour Reactive Oxygen Species) et de I'azote (RNS pour Reactive Nitrogen Species). Les
ROS et les RNS sont formées naturellement au sein de la cellule et sont essentielles au
fonctionnement de nombreux processus essentiels a la survie cellulaire. Cependant, par leur
nature chimique, ces espéces sont trés réactives et peuvent modifier la composition d’un
grand nombre de biomolécules, altérant ainsi leurs fonctions au sein de la cellule. Dans ce
contexte environnemental et dans des conditions physiologiques, les cellules doivent donc
maintenir un équilibre redox a travers la génération et I’élimination des ROS et des RNS.
Pour cela, il existe au sein de la cellule de nombreux systemes antioxydants, afin de limiter la
guantité intracellulaire de ROS et de RNS. Le stress oxydatif a été défini comme le
déséquilibre entre I'apparition de ROS et de RNS, et la capacité de I'organisme a neutraliser

leur action par les systemes de protection antioxydants.
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l11.1.2.1. Les espéces réactives de |'oxygene et leur formation.

Les especes réactives de I'oxygene et de I'azote (ROS et RNS) sont a la base du systéme
redox des cellules aérobies. Les ROS incluent principalement les espéces radicalaires comme
les dérivés des superoxydes (O,), les radicaux hydroxyles (HO’), mais aussi des espéces non
radicalaires comme le peroxyde d’hydrogene (H,0,). Les ROS sont naturellement produits
dans les cellules au sein de plusieurs voies métaboliques dont principalement la chaine
respiratoire mitochondriale (Cadenas and Sies, 1998). Les mitochondries synthétisent I'ATP
de facon oxygéne-dépendante. Ce processus aboutit a la réduction de I'oxygene moléculaire
en eau (H,0) et met en jeu un flux d’électrons au travers de complexes protéiques,
numérotés de | a V, de la membrane interne des mitochondries (Figure 1V.1). Au cours de ce
processus, il arrive que certains électrons s’échappent de la chaine respiratoire au niveau
des différents complexes (particulierement au niveau des complexes | et lll) et réduisent
I’oxygéne moléculaire en anion superoxyde (O, ~), générant ainsi des ROS (Muller et al.,

2004; Starkov, 2008).

Chaine respiratoire

Membrane externe mitochondriale

Membrane interne mitochondriale

FADH, FAD ADP+Pi
NADH/H* NAD*

ATP

Figure IV.1: Schéma de la chaine respiratoire au sein de la membrane interne de la mitochondrie et de la
production de ROS. La chaine respiratoire permet de catalyser la phosphorylation de I'ADP en ATP par le
complexe ATPase (complexe V) et implique un transfert d’électrons (e-) au travers de 4 complexes (complexe |,
II, Il et 1V), ainsi que le coenzyme Q (Q) et le cytochrome c (Cyt c). La plupart du temps, les électrons suivent la
chaine de transport entre les différents complexes (représentés par un trait bleu continu) jusqu’au complexe
IV, mais il arrive que des électrons s’échappent de la chaine, en particulier au niveau des complexes | et Ill
(représentés par un trait bleu discontinu). Ces électrons réagissent rapidement avec du dioxygene (O,) pour
former un anion superoxyde (0, ).
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Ce mécanisme de production de ROS semble étre régulé par la cellule et il est proposé que le
potentiel de la membrane mitochondriale et le niveau d’ATP ou de NADH/NAD" soient des
facteurs participants a cette régulation (Murphy, 2009; Mailloux and Harper, 2012). Une
seconde source majeure de production de ROS est la NADPH oxydase qui catalyse la
production de superoxydes a partir d’O, et de NADPH. Cependant, d’autres enzymes sont
également impliquées dans la production de ROS, comme les enzymes du cytochrome P450,
la xanthine oxydase ou des enzymes de la matrice mitochondriale telle que la pyruvate
déshydrogénase (PDH) (pour revue Holmstrom and Finkel, 2014). Il existe également des
sources exogenes de ROS (ou de RNS), tels que divers rayonnements (ultra-violets, rayons X)
ou toxines (paraquat, rotenone...) (Sherer et al., 2002). Il est a noter le cas du peroxyde
d’hydrogéne (H,0,) qui est un ROS non radicalaire. Cette propriété confere a la molécule
une plus faible réactivité mais une plus grande stabilité comparé a d’autres ROS comme O,".
De plus, H,0, diffuse facilement a travers les membranes et il est proposé que ce processus
pourrait étre facilité par les aquaporines (Bienert et al., 2014). De ce fait, I'H,0, a la
particularité de pouvoir affecter des biomolécules distantes de son origine de production. La
toxicité de la molécule H,0, passe principalement par sa réaction avec le fer ferreux (Fe,’)
selon la réaction de fenton et de Haber-Weiss, qui entraine la formation de radicaux
hydroxyle (HO’), qui sont les ROS les plus réactifs causant des dommages oxydatifs
irréversibles a pratiquement toutes les macromolécules biologiques (Figure 1V.2) (Leonard et

al., 2004).

Réaction de Fenton

Fe?* + H,0 ,m—— Fe3* + .OH +OH"

Réaction de Haber-Weiss

02'- + HzOz— 02 + -OH +OH"

Figure IV.2 : Réactions de Fenton et de Haber-Weiss qui permettent a partir du peroxyde d’hydrogéene (H,0,)
de générer des radicaux hydroxyles (HO’).
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La plus grande stabilité de I'H,0, par rapport a d’autres ROS confere également a la
molécule un réle central dans I'équilibre redox des cellules. En effet, 'un des principaux
systéemes antioxydant présents dans les cellules a pour effet de favoriser la conversion de
I’0,”" mitochondriale en H,0, qui est le substrat d’'un ensemble d’enzymes antioxydantes.
Cependant H,0, est produit également par les peroxysomes et le réticulum endoplasmique
qui sont également des sites majeurs de la consommation d’O,, grace a des enzymes tissu
spécifigue comme ERO1 (endoplasmic reticulum oxydase 1) dans le cas du réticulum
endoplasmique. Cette production de H,0, par ces organites est nécessaire afin de réaliser
certaines de leurs fonctions. Néanmoins, le peroxysome et le réticulum endoplasmique
maintiennent un équilibre dans la production de ROS par l'intermédiaire de molécules

antioxydantes qui empéchent I'accumulation des ROS dans I'organite (Fransen et al., 2012).

IV.1.2.2. Les especes réactives de I'azote et leur formation.

Les RNS incluent I'oxyde nitriqgue ou monoxyde d’azote (NO’), le dioxyde de nitrate NO," et le
peroxyde nitriqgue (ONOQ7), qui sont aussi produits naturellement dans la cellule comme
second messager ou neurotransmetteur et interviennent également dans plusieurs
processus cellulaires dont I'inflammation (Moncada and Bolafios, 2006; Valko et al., 2007a).
L'oxyde nitrique est produit majoritairement par une famille de protéine, les NOS (pour
nitric oxyde synthase). Cette famille de protéines est composée de trois membres dont
I’expression est tissu-spécifique et comprend nNOS/NOS1 (neuronal NOS) et eNOS/NOS3
(endothelial NOS) qui sont exprimées constitutivement, mais aussi iNOS/NOS2 (inducible
NOS) dont I’expression nécessite un stimulus. Ces enzymes nécessitent pour leur activité de
la L-Arginine et de IO, comme substrat afin de produire lors de la réaction du NO'. De plus
ces enzymes nécessitent des cofacteurs qui peuvent étre le NADPH (Smith and Lassmann,
2002). Il est a noté que NO' peut étre produit également dans la cellule a partir de NO,".
Ainsi, une partie de l'oxyde nitrique produit peut ensuite réagir avec O, pour générer
ONOO’, qui est un puissant oxydant présentant une chimie complexe avec les molécules
biologiques (Beckman et al., 1990). Le peroxyde nitrique réagit avec les liposomes au niveau
des acides gras insaturés et initie la peroxydation lipidique (Darley-Usmar et al., 1992; Radi
et al., 1991). ONOO™ une fois protoné, peut subir un clivage homolytique et générer les

radicaux OH" et NO," (pour revue Hogg and Kalyanaraman, 1999).



Partie 2 : Chapitre IV (Introduction)

IV.1.2.3. Les systémes antioxydants.

Bien que les ROS soient indispensable pour le fonctionnement cellulaire, une surproduction
de ROS ou de RNS a des effets néfastes pour la cellule. Il est alors essentielle pour la cellule
de maintenir un équilibre entre la production de ROS/RNS et leur élimination par des
systemes antioxydants. Il existe deux grands systemes antioxydants dans la cellule, le
systeme enzymatique et le systeme non enzymatique. Le systéeme enzymatique fait
intervenir de nombreuses enzymes qui agissent a différents niveaux dans la production des
ROS et dans différents compartiments cellulaires avec des fonctions distinctes. Le processus
enzymatique antioxydant le plus étudié met en jeu la superoxyde dismutase 2 (SOD2) qui
intervient au sein de la mitochondrie et convertie 'O, " généré par I'activité de la chaine
respiratoire en H,0,. Il est a noter qu’il existe la SOD1 et 3, qui réalisent la méme réaction
enzymatique, mais qui sont respectivement localisées dans le cytoplasme et la matrice
extracellulaire. L’ H,0, ainsi formé est en partie dégradé par différentes enzymes comme la
catalase qui catalyse la dismutation de la molécule en H,O et O,. D’autres enzymes sont
essentielles dans ce systeme antioxydant enzymatique dont notamment les peroxyrédoxines
(Prx) et les glutathions peroxydases (GPx) qui sont retrouvées dans différents compartiments
cellulaires (Espinosa-Diez et al., 2015). Les GPx sont des enzymes majeures dans la réponse
antioxydante de la cellule dans la mesure ou ces protéines catalysent la réduction de H,0,
en H,0 par l'oxydation du glutathion (GSH) en disulfure de glutathion (GSSG) (Brigelius-
Flohé, 2006). Le GSH est un tripeptide constitué d’un glutamate, d’'une cystéine ainsi que
d’une glycine et représente le principal composé antioxydant non enzymatique de la cellule.
Il est a noter que la réduction du GSSH par la GSH réductase, afin de régénérer le GSH,
nécessite |'utilisation de NADPH comme donneur d’électrons (Schafer and Buettner, 2001;
Pastore et al., 2003). Ainsi, le NADPH joue également un réle critique dans le systéme redox
ou il participe a la fois a la formation et a la dégradation des ROS. Cependant, il existe
d’autres molécules essentielles qui appartiennent au systeme antioxydant non enzymatique
de la cellule. Ces molécules, qui sont représentées essentiellement par des vitamines et des
cofacteurs, peuvent agir comme pieges a espéces radicalaires. Ainsi, il est proposé que
certaines vitamines (vitamine E et C par exemple) aient une action directe sur les ROS et
neutralisent la capacité de ces especes réactives a oxyder des molécules (Mangge et al.,

2014). D’autre part, certains antioxydants non enzymatiques favorisent |'activation de voies
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métaboliques impliquées dans la réponse antioxydante. C’'est notamment le cas de la
vitamine D et du cofacteur Q10 (Indo et al.,, 2015). En effet, une carence en vitamine D
entraine une dérégulation de I’'équilibre redox au sein de la cellule (Indo et al., 2015). Ainsi,
les systemes antioxydants enzymatique et non enzymatique agissent en synergie afin de
maintenir I'équilibre redox dans la cellule. Cependant, lorsque le systéme antioxydant ne
plus maintenir la quantité de ROS a un niveau physiologique du fait soit d’'une diminution de
I'activité des systéemes antioxydants, soit d’'une augmentation trop importante de la quantité

de ROS, il s’établit alors un stress oxydant.

IV.2. DOMMAGES DES ROS ET DES RNS DANS LA CELLULE.

L’établissement d’un stress oxydant dans une cellule peut impacter de nombreux processus
cellulaires et avoir des conséquences catastrophiques voir létales pour la cellule, selon
I'importance du déséquilibre et la force du stress. En effet, dans des conditions
physiologiques, les ROS et les RNS participent au bon fonctionnement du métabolisme
cellulaire et sont intégrés dans la structure de macromolécules de maniére contrdlée.
Cependant, lors d’un stress oxydant, les ROS et les RNS, de part leur nature réactive,
attaquent de maniére incontrolée les constituants cellulaires, en particulier les lipides, les
protéines et I’ADN entrainant des dommages importants qui peuvent étre irréversibles. De
plus, 'augmentation du taux de ROS et de RNS entraine également un déséquilibre de la
balance redox qui intervient dans la régulation de nombreux processus biologiques qui sont
essentiels au métabolisme cellulaire (Fulda et al., 2010; Genestra, 2007; Trachootham et al.,
2008). Ainsi, le stress oxydant entraine non seulement des dommages directs sur les

constituants cellulaires, mais aussi une dérégulation globale du métabolisme cellulaire.
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IV.2.1. La peroxydation des lipides.

IV.2.1.1. Les réactions de la peroxydation des lipides.

Les lipides et les phospholipides jouent de nombreux réles dans la cellule, en particulier dans
la constitution des membranes biologiques dont ils sont les principaux composants. L'une
des conséquences du stress oxydant est I'oxydation des lipides et plus particulierement la
peroxydation des lipides insaturés et polyinsaturés de la cellule au niveau des membranes.
Les ROS et le RNS peuvent directement réagir au niveau des carbones insaturés des lipides
pour former une grande variété de produits d’oxydation selon un processus en trois étapes :
Iinitiation, la propagation et la terminaison (Figure IV.3). Lors de la premiere étape une
molécule pro-oxydante comme O, " réagit avec I’hydrogéne d’un lipide (LH) pour former un
radical lipidique (L") qui a son tour réagit rapidement avec de I'O, pour former un lipide
peroxydé (LOO®). Ce lipide peroxydé va ensuite réagir avec I'hydrogéne d’un autre LH,
générant ainsi un lipide hydroperoxyde (LOOH) et un nouveau L° qui va poursuivre la
réaction en chaine, c’est la phase de propagation. La phase de terminaison correspond a la
phase de production de produit non radicalaire ou de nombreux produits secondaires vont
étre formés a partir du produit primaire LOOH issus de la phase d’élongation, notamment le
4-hydroxynonenal (4-HNE) et le malondialedehyde (MDA) (pour revue Valko et al., 2007b;
Yin et al., 2011). Le 4-HNE et le MDA sont les produits de la peroxydation des lipides dont les
effets sur la cellule sont les plus étudiés, dans la mesure ol ces molécules sont extrémement

toxiques et mutagenes (pour revue Ayala et al., 2014; Zhong and Yin, 2015).
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Figure IV.3 : Schéma du processus de péroxydation des lipides. Lors de la phase d’initiation (bleu foncé), une
espéce radicalaire de I'oxygéne réagit avec un lipide (LH) pour former radicale lipidique (L*). Dans la phase de
propagation (bleu), le L’ réagit rapidement avec de 'O, pour former un lipide peroxydé (LOO) qui peut a son
tour interagir avec un autre lipide pour générer un nouveau L" et un hydroperoxyde (LOOH). Le nouveau L" va a
son tour réagir avec de I’O, et interagir avec un autre LH. Lors de la phase de terminaison les LOOH formés vont
permettre la production de produits non radicalaires dont le hydroxynonenal (4-HNE) et le malondialedehyde
(MDA).

Il est & noter que deux LOO" peuvent former LOOL avec de I'O, et que deux L* peuvent
interagir ensemble pour former deux L lors de la phase de terminaison. Par conséquent, la
peroxydation lipidique induit non seulement une altération de la composition en lipides des
membranes et une modification des propriétés membranaires, mais aussi la formation de
molécules secondaires qui vont perturber le métabolisme cellulaire, ainsi que les voies de

transduction du signal et générer ultimement des mutations génétiques.

IV.2.1.2. Conséquences de la peroxydation lipidique sur les membranes.

Les membranes permettent de délimiter les cellules du milieu extérieur en agissant comme
une barriere, mais permettent aussi de délimiter les différents organites cellulaires. Chaque
type d’organite a une fonction précise qui nécessite un environnement adapté pour le bon
fonctionnement de l'activité métabolique associée au compartiment cellulaire. Ainsi, les
membranes jouent un rble essentiel dans I'établissement et le maintien d’un équilibre dans
la composition interne d’un compartiment cellulaire. De plus, les membranes abritent de
nombreuses protéines qui participent a [l'activité et au bon fonctionnement du
compartiment et, par conséquent, chaque compartiment est délimité par une membrane qui

lui est spécifique avec une composition différente en protéines, en sucres, mais également
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en lipides. La modification de la composition lipidique des membranes entraine donc des
changements dans la fluidité et le dynamisme des membranes cellulaires, qui peuvent
perturber la perméabilité membranaire ainsi que de la composition des membranes en
protéines et en sucres. D’ou des modifications des équilibres ioniques normalement
maintenus dans chaque compartiment cellulaire et des altérations des fonctions de chaque
organite (Catald, 2014; Janshoff and Steinem, 2015; Wong-ekkabut et al., 2007). C'est
notamment le cas au niveau de la membrane interne mitochondriale avec la peroxydation
de la cardiolipine qui est un phospholipide riche en acides gras polyinsaturés (Paradies et al.,
2009). La cardiolipine est retrouvée essentiellement dans la membrane interne
mitochondriale et participe a I'organisation structurelle de nombreux complexes protéiques
dont le cytochrome c et les complexes IllI/IV de la chaine respiratoire (Paradies et al., 2011;
Zhang et al., 2005). La peroxydation de ce phospholipide déstabilise la structuration de ces
complexes, mais aussi la perméabilité de la membrane mitochondriale, notamment au ca®
qui est impliqué dans la régulation de nombreux processus biologiques au sein de la
mitochondrie (Brookes et al., 2004). L'afflux de Ca®* dans la mitochondrie, associé a
I’altération membranaire, favorise le relachement du cytochrome c dans le cytoplasme qui
peut induire la voie de I'apoptose et la mort cellulaire (Ott et al., 2007; Paradies et al., 2009;
Petrosillo et al., 2006). De plus, la déstabilisation des complexes de la chaine respiratoire
favorise la fuite des électrons et la production de ROS, ce qui peut amplifier I'intensité du
stress (Paradies et al., 2001, 2002, 2014). Cependant I'impact des ROS et des RNS sur les
membranes dépend de la force du stress, une faible augmentation des ROS/RNS entraine
une réponse de la cellule qui compense I'effet de la peroxydation. L'établissement d’un
stress plus important mais modéré entraine des altérations du métabolisme et favorise
I'activation de I'apoptose. Par contre, un stress oxydant trop important associé a un niveau
de peroxydation des lipides élevé entraine la lyse des membranes et la nécrose cellulaire

(Figure IV.4) (Girotti, 1998).
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Figure IV.4 : Représentation de I'impact d’un stress oxydant selon le niveau de ROS sur la peroxydation

lipidique et ses conséquences cellulaires. (d’aprés Girotti, 1998)
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IV.2.2. Impact du stress oxydant sur I’ADN.

Les ROS sont naturellement capables de traverser I'enveloppe nucléaire et d’atteindre ’ADN
qui peut étre soumis a des oxydations au niveau de la plupart de ses composants. En effet,
les bases purines et pyrimidine ainsi que les sucres qui composent '’ADN présentent de
nombreux atomes d’azote et d’oxygene qui sont sensibles aux électrophiles comme HO'. Par
conséquent, les ROS peuvent conduire a différents types de liésions a I’ADN en provoquant
des cassures de I’'hélice d’ADN (simple ou double-brin) et des modifications de bases dont la
plus fréquente est la 8-hydroxyguanine (8-OH-G) (figure 1V.5). Bien qu’il existe un systéeme de
répération de I’ADN, certaines modifications de bases peuvent perdurer et conduire a la
formation de mutations au sein de I’ADN (Dizdaroglu et al., 2002; Shigenaga et al., 1989;

pour revue Cooke et al., 2003a).
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Figure IV.5 : Représentation des différentes bases de ’ADN pouvant étre produites lors d’un stress oxydant
(tirée de Cooke et al., 2003a).
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En paralléle, la production de 4-HNE et de MDA affecte également I’ADN, suite a la
peroxydation lipidique. En effet, ces composés peuvent interagir directement avec I’ADN au
niveau des bases azotées. De plus, il a été montré que le 4-HNE peut affecter la télomérase,
une enzyme impliquée dans la réplication des extrémités chromosomique (Pizzimenti et al.,
2006; Winczura et al., 2012). Selon leur localisation dans le génome, ces mutations peuvent
inhiber ou favoriser la transcription d’'un gene, mais aussi l'inclusion d’un exon. Ces
mutations peuvent également induire des erreurs de réplication et une instabilité
génomique qui peuvent conduire a I'établissement de cancer (Cooke et al., 2003b; Valko et

al., 2006).

IV.2.3. Effet des ROS et des RNS sur les protéines.

Au méme titre que les lipides, les protéines peuvent subir également des oxydations qui
peuvent étre réversibles ou irréversibles selon la réaction d’oxydation réalisée et le niveau
du stress oxydant. Bien que tous les acides aminés qui composent une protéine puissent étre
oxydés, certains résidus sont plus sensibles a I'oxydation, particulierement les résidus
contenant au sein de leur chaine latérale un groupement amine (-NH,), hydroxyle (-OH) ou
un soufre (Levine et al., 1996). Il est a noter que ces résidus sont également des cibles
préférentielles pour les modifications post-traductionnelles des protéines, telles que la
phosphorylation, et sont généralement impliqués dans les sites actifs des enzymes (Spickett
et al., 2006). Les principales modifications d’acides aminés générées lors d’un stress oxydant
sont récapitulées dans la Figure IV.6. Les RNS peuvent également oxyder les chaines
latérales des acides aminés. Cependant, la nitrosylation par ONOO™ entraine une oxydation
irréversible des résidus cystéines, tyrosines, méthionines et tryptophanes qui ne peuvent
plus étre modifiés post-traductionnellement, altérant ainsi la localisation et la fonction de
certaines protéines (Radi et al., 2001). De plus, les dérivés carbonyles issus de la
peroxydation lipidique comme le 4-HNE et le MDA peuvent également réagir avec les
protéines en réalisant un pontage avec les chaines latérales de certains acides aminés
(Friguet and Szweda, 1997; Szweda et al., 1993). L’établissement de ces pontages conduits a
des produits protéiques inactifs qui peuvent s’agréger en complexes qui inhibent I'activité du

protéasome (Zhang et al., 2008b).
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Figure IV.6 : Principales modications des acides aminées cystéines, méthionine et tyrosine par des espéces
réactives de I'oxygene. (tirée de Spickett et al., 2006)

L'impact du stress oxydant sur les fonctions thiols (-SH) des résidus cystéines (Cys-SH) a été
particulierement étudié. Ces résidus sont souvent impliqués dans les domaines fonctionnels
ou régulateurs de nombreuses protéines dont I'activité dépend de I'état redox de la cellule.
Il est par ailleurs proposé que I'état réversible d’oxydation de ces résidus joue un role
important dans les voies de signalisation cellulaire. C’est notamment le cas de certaines
tyrosines phosphatases qui sont impliquées dans la régulation des modifications post-
traductionnelles des protéines. Ces enzymes possedent deux Cys-SH catalytiques qui sont
oxydées par les ROS en acide sulfénique (Cys-SOH). Les Cys-SOH sont particulierement
réactives et I'oxydation d’une des cystéines peut entrainer une réaction avec la fonction —SH
de la seconde, ce qui entraine la formation d’un pont disulfure (S-S). L'oxydation des
cystéines en acides sulféniques ou la formation d’un pont disulfure entre les deux résidus
cystéines est réversible mais entraine une inhibition de I'activité enzymatique de la protéine
(pour revue Meng et al., 2002; Reczek and Chandel, 2015). Il est cependant possible que les
résidus cystéines soient suroxydés de maniére irréversible en Cys-SO,H puis en Cys-SOsH

(Marnett et al., 2003). De plus, les résidus cystéines peuvent étre impliqués dans la
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structuration des domaines en doigt de zinc et I'oxydation de ces résidus déstabilisent la
conformation de ces domaines. Ainsi, lors d’un fort stress oxydant, les ROS favorisent
I’activation des protéines kinases C (PKC) par la perte de la conformation des domaines en
doigts de zinc de ces protéines (Giorgi et al., 2010). De maniére intéressante, I’oxydation des
résidus cystéines peut également entrainer la formation de ponts disulfures entre des
complexes protéiques et entrainer leur inactivation. C’est le cas du complexe SMN qui
participe a la maturation des snRNP. En effet, il a été mis en évidence la formation d’'un
pontage entre deux protéines SMN par l'intermédiaire d’'un pont disulfure lors d’un stress
oxydant qui entraine I'inactivité du complexe SMN (Wan et al., 2008). Par conséquent, au-
dela des altérations oxydatives des protéines qui altérent leur activité localement,
I’oxydation des protéines peut engendrer des modifications de mécanismes plus généraux
comme la maturation des snRNA, mais aussi les mécanismes de régulation de la cellule. En
effet, les tyrosines phosphatases et les PKC sont des protéines impliquées dans de
nombreuses voies métaboliques et dans la transduction du signal. Il est cependant a noter
que ces modulations dans la transduction du signal sont également nécessaires pour activer
la réponse au stress oxydant et permettre la survie cellulaire (pour revue Cosentino-Gomes

et al.,, 2012).

IV.3. LES PRINCIPAUX MECANISMES DE REPONSE AU STRESS OXYDANT.

Les modifications réversibles comme irréversibles des composants cellulaires induites par
I"augmentation des ROS participent a la transduction du signal. En effet, dans la signalisation
redox, I'oxydation de molécules cibles par les ROS et les RNS agit comme un signal
interrupteur pour I'activation ou l'inhibition de certaines voies de régulation. Dans la mesure
ou les bio-particules n’ont pas la méme sensibilité au stress oxydant, il est suggéré que le
niveau d’activation de certaines voies de régulation dépende de l'intensité du stress et de
ses effets sur les composants cellulaires. Ainsi, le niveau de modifications générées au sein
des protéines de la transduction du signal entraine une réponse cellulaire adaptée aux
différents stress afin de permettre la survie cellulaire. Le principal mécanisme de réponse au
stress oxydant est 'augmentation des capacités antioxydantes de la cellule et nécessite

I’activation de la protéine Nuclear factor-E2-related factor 2 (Nrf2) (Chen et al., 2015a).
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IV.3.1. Lavoie Nrf2 : la voie antioxydante.
IV.3.1.1. La protéine Nrf2 et son activation.

La protéine Nrf2 est un facteur de régulation transcriptionnel exprimé constitutivement dans
la cellule. Cette protéine est composée de 6 domaines Neh (Nehl a 6) qui sont hautement
conservés dans de nombreuses espéces (Figure IV.7). Les domaines Nehl et 2 contiennent
différents motifs qui permettent a la protéine Nrf2 d’interagir avec plusieurs protéines dont
notamment Keapl (pour Kelch-like ECH-associated protein 1) au niveau des motifs ETGE and
DLG du domaine Neh2 (McMahon et al., 2006; Tong et al., 2006). Le domaine Neh3
correspond au domaine C-terminal de la protéine et sa fonction n’a pas encore été
clairement élucidée. Les domaines Neh4 et 5 sont essentiels a la régulation de la
transcription par la protéine Nrf2. Enfin le domaine Neh6 est impliqué dans la régulation de

la stabilité de la protéine (pour revue Chen et al., 2015)(Figure IV.7).

Domaine d’activation de la transcription

l l Domaine associé a la dégradation de Nrf2

Domaine riche en résidus lysine Domaine d’interaction avec les séquences ARE
permettantla fixation de la protéine Keap1

Figure IV.7 : Schéma de I'organisation des domaines fonctionnels de la protéine Nrf2

Cette protéine est capable d’interagir avec ’ADN au niveau de promoteurs transcriptionnels
appelés antioxidant-response elements (AREs) qui sont associés aux génes codant la plupart
des protéines des systemes antioxydants, mais aussi d’autres systémes impliqués dans la
survie de la cellule. Cependant, dans des conditions physiologiques, cette protéine est
localisée dans le cytoplasme de la cellule en interaction avec la protéine Keapl. Keapl agit
comme un adaptateur pour la protéine cullin 3 (CUL3) qui va favoriser 'ubiquitination et la
dégradation de Nrf2 par ubiquitination (Kobayashi and Yamamoto, 2006). Par conséquent, la
protéine Nrf2 est continuellement dégradée dans des conditions physiologiques et ne

possede qu’une faible activité. Lors d’un stress oxydant, les résidus Cys de la protéine Keap1l
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sont oxydés, ce qui entraine la dissociation de la protéine avec Nrf2 qui est alors activée et
se relocalise dans le noyau (Kobayashi and Yamamoto, 2006) (Figure IV.8). En addition a
I'oxydation de Keapl, Nrf2 peut également étre dissociée de Keapl au travers de sa
phosphorylation par différentes kinase dont les PKC qui sont activées lors d’un stress
oxydant (Huang et al.,, 2002). Dans le noyau, Nfr2 va former un hétérodimere avec
différentes protéines qui vont moduler son activité, comme les protéines c-Jun, Maf et ATF-4
au niveau des AREs (pour revue Hayes and McMahon, 2001). La fixation de Nrf2 sur les AREs
va permettre de réguler la transcription de génes impliqués dans de nombreuses fonctions
cellulaires dont en particulier I'expression de protéines a activités antioxydantes et/ou anti-

apoptotiques (pour revue Huang et al., 2015b).

ROS - Survie cellulaire

Activation Kinases
(MAPK, PI3K, PKC,etc)

Oxydation des Cystéines 151,273 et 288
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Figure IV.8: Schéma du mécanisme d’activation de la voie Nrf2 suite a un stress oxydant et de I’activation de
'expression des génes ARE-dépendant. L’augmentation du taux de ROS dans le cytoplasme favorise
I’oxydation de la protéine Keap1l qui ne peut plus interagir avec la protéine Nrf2 et entrainer sa dégradation par
ubiquitination. Parallelement Nrf2 peut également étre phosphorylée (P) par I'activation de kinases suite au
stress oxydant. Nrf2 se relocalise dans le noyau ou il peut former un hétérodimére avec les protéines Jun/Maf
ou ATF-4. La reconnaissance des séquences ARE par Nrf2 active la transcription des génes de réponse au stress
oxydant comme notamment les superoxydes dismutases (SOD), la glutathione S-transferase (GST) et la catalase
(CAT).
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IV.3.1.2. Protéines dont I'expression est modulée par |'activation de la voie Nrf2.

Des études chez la souris ont montré que Nrf2 est impliquée dans la régulation de plusieurs
centaines de genes codant des protéines dont les fonctions suggérent que I'activation de
Nrf2 a un impact majeur dans la réponse au stress oxydant et dans la survie cellulaire (Kwak
et al., 2003; Malhotra et al., 2010). Ces études ont également montré que I'activation de la
protéine Nrf2 conduit a la surexpression de certaines catégories de protéines, telles que les
protéines de détoxification (la catalase, les SODs, la gluthatione-S-transférase et les
glutathions peroxydases) ou de la réparation de I’ADN comme PARP1, et a une diminution
de I'expression des protéines impliquées dans la synthese des ROS et RNS (NOX et iNOS)
(pour revue Chen et al., 2015). Ainsi, I’activation de la protéine Nrf2 conduit a limiter et a
réparer les dégats oxydatifs lors d’un stress oxydant. En parallele, de nombreuses protéines
associées aux voies de transduction du signal sont également moduler afin d’inhiber la voie
apoptotique et favoriser la survie cellulaire (Kumar et al., 2013b). De plus, certaines heat
shock proteins (HSP), qui sont des protéines chaperonnes impliquées dans la réponse au
stress thermique, sont également surexprimées, ce qui suggere des voies communes dans la
réponse a différents stress cellulaires (Alani et al., 2015; Dayalan Naidu et al., 2015; Hensen
et al., 2013). La réponse au stress oxydant au travers de l'activation de la protéine Nrf2

nécessite donc un remodelage du profil d’expression de I'ensemble du génome.

IV.3.2. Adaptation métabolique au stress oxydant : les granules de stress cytoplasmiques.

Le stress oxydant induit de nombreux dommages cellulaires et affecte la plupart des
processus cellulaires. Par conséquent, la cellule doit mobiliser de nombreuses ressources
afin de produire en masse les protéines nécessaires a sa survie comme les enzymes de
détoxification et de réparation, mais aussi permettre leur activité afin de rétablir son
homéostasie. Dans ce contexte, les cellules de mammiféres ont maintenu au cours de
I’évolution des mécanismes qui permettent I'arrét des processus dispensables, comme la
traduction d’ARNm non essentiels, et une redistribution des ressources vers les processus

indispensables a la survie cellulaire.
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IV.3.2.1. Formation des granules de stress cytoplasmique et blocage transitoire de la traduction
de certains ARNm.

Suite a divers stress dont le stress oxydant, des granules de stress (SG) se forment au sein du
cytosol des cellules. La formation de ces granules est liée a un événement clé qui est la
phosphorylation induite du facteur d’initiation de la traduction elF2a. Cet événement inhibe
la traduction coiffe-dépendante des ARNm en limitant I'action du complexe eiF2-GTP-
tRNAiIMet sur les ARNm, qui ne peut plus charger ’ARNt méthionine initiateur. Il en résulte
un blocage dans l'initiation de la traduction et une dissociation des polysomes. Les ARNm
ainsi non traduits, présents sous forme de ribonucléoprotéines messagers (RNPm), se
chargent alors avec plusieurs partenaires protéiques spécifiques notamment TIA1 et G3BP,
ce qui modifie la nature des RNPm. Les RNPm vont ensuite s’agréger par oligomérisation
pour former les granules de stress cytoplasmiques. La formation des SG favorise la
relocalisation transitoire d’'un grand nombre de molécules, en particulier des protéines
impliquées dans la stabilité et la traduction des ARNm tel que PABP, eiF3, eiF4G et hnRNP Al
mais aussi de ’ARNr 40S. Ainsi, la formation des granules de stress cytoplasmiques permet
de limiter la traduction coiffe-dépendante des ARNm qui ne sont pas essentiels a la survie
cellulaire (Bley et al., 2015). De plus, la formation des SG permet également de relocaliser
transitoirement les protéines associées a la prolifération cellulaire et les protéines pro-
apoptotigues ou impliquées dans les voies de signalisation de I'apoptose contribuant ainsi a
la survie cellulaire (Arimoto et al., 2008). Faits intéressant, il est proposé que les SG
participent également a l'inhibition de I'apoptose en réduisant la production de ROS au

cours d’un stress oxydant (Takahashi et al., 2013).

La plupart des SG sont retrouvé a proximité ou en interaction avec les P-bodies (PB) qui sont
des granules cytoplasmiques distincts des SG et qui ont pour principale fonction la
dégradation des ARNm et/ou la répression des ARNm. Les PB peuvent étre naturellement
présents dans le cytoplasme des cellules mais leur nombre augmente suite a un stress
oxydant. Les PB sont constitués de protéines spécifiques, mais il existe entre les PB et les SG
des liens tant au niveau de leur composition que de leurs fonctions qui suggéerent la mise en
place d’un cycle des ARNm depuis l'inhibition de leur traduction jusqu’a leur dégradation
(Kedersha et al., 2005; pour revue Buchan and Parker, 2009). De plus, il a été mis en

évidence que les SG se forment au niveau des PB lors d’un stress oxydant. Cependant, des
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SG peuvent également se former de maniere PB-indépendante (Mollet et al., 2008). La
cinétiqgue de formation de ces granules n’est pas encore completement élucidée et des
études suggérent qu’elle serait dépendante de la nature du stress et du type cellulaire
(Buchan et al., 2008; Kedersha et al., 2005). Néanmoins, une étude récente, basée sur des
prédictions informatiques et des résultats expérimentaux, a proposé un modeéle
d’assemblage des SG suite a un stress oxydant montrant une phase de latence apres
I'initiation du stress, puis une forte augmentation du nombre de SG dont la taille augmente
au cours du temps. De plus, ce modéle met en évidence un dynamisme dans |’espace des SG
qui se déplacent dans le cytoplasme par le biais des microtubules et d’un transport
antérograde vers la région périnucléaire (Loschi et al., 2009; Ohshima et al., 2015). Il existe
également un dynamisme important dans la composition des SG et des PB qui est
essentiellement di a des échanges de RNPm entre les SG et les PB, mais aussi entre ces
granules et le cytoplasme (Parker and Sheth, 2007). Ainsi, la séquestration de certains ARNm

n’est qu’un état transitoire et la traduction des ARNm peut étre réactivée.

IV.3.2.2. Traduction indépendante de la coiffe.

La formation des granules de stress cytoplasmiques (SG) régule I'expression des ARNm en
inhibant la traduction coiffe-dépendante. Cependant, les SG peuvent également favoriser la
traduction de certains ARNm par des processus non-canoniques tels que |'utilisation de sites
d’initiation internes d’entrée du ribosome (IRES pour internal ribosome entry site). Les
ARNm dont la traduction est IRES-dépendante recrutent les facteurs de traduction et le
ribosome de maniére coiffe-indépendante et sont préférentiellement traduits lors d’un
stress (Spriggs et al., 2008). La protéine hnRNP A1l qui est retrouvée dans les SG interagit
avec les IRES de certains ARNm et favorise ainsi leur traduction (Damiano et al., 2013). Il est
estimé que 10 a 15% des ARNm possedent un IRES au sein de leur région 5’-UTR. Ces ARNm
codent généralement des protéines impliquées dans la réponse aux stress, ainsi que dans la
survie cellulaire (Spriggs et al., 2008). C'est notamment le cas de ’ARNm codant la protéine

Nrf2 (Li et al., 2010).
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C’est la présence de cet IRES qui permet a la cellule de maintenir la réponse antioxydante
par I'expression constante de la protéine Nrf2 tout au long d’un stress oxydant. Ainsi, la
formation des SG et la traduction IRES-dépendante des protéines essentielles a la survie
cellulaire participent a la reprogrammation de I'expression des protéines. Néanmoins, des
études suggerent que la reprogrammation du profil d’expression des protéines se réalise

également en amont lors de I'épissage alternatif et du transport des ARNm.

IV.3.3. Adaptation métabolique au stress oxydant : les granules nucléaires.

La littérature reporte un effet du stress oxydant sur différentes structures nucléaires,
cependant beaucoup de ces structures, bien que portant des noms différents, référent en
fait a un méme type de granules. Par souci de clarté, je distinguerai ici deux types de
structures nucléaires : les corps nucléaires PML (PML NBs), appelés ainsi du fait de la
présence au sein de ces granules de la protéine promyelocytic leukemia (PML) et les

granules de stress nucléaires ou nSBs (pour nuclear stress bodies).

111.3.3.1. Les corps nucléaires PML (PML NBs).

Les PML NBs sont des structures de petite taille (0,1-1um), au nombre de 5 a 15 par cellule
(Lallemand-Breitenbach and de Thé, 2010). lls ne contiennent ni ARN, ni ADN et sont
principalement constitués de protéines, une centaine répertoriées a ce jour, dont la seule
propriété commune est leur capacité a étre sumoylées (Bernardi and Pandolfi, 2007). La
formation des PML NBs est un processus en 2 étapes : une étape initiale, redox-dépendante,
de multimérisation de la protéine PML, suivie du recrutement SIM-SUMO-dépendant des
autres composants protéiques des PML NBs (Sahin et al., 2014) (Figure IV.9). Ces granules, a
la différence des nSB, sont déja présents dans les cellules en absence de stress, cependant
leur morphologie et leur nombre sont affectés par les différents stress cellulaires ou
infections virales subis par la cellule. Ainsi, un stress oxydant a l'arsenite induit une
diminution du nombre de PML NBs et une augmentation de leur taille (Lallemand-
Breitenbach et al., 2001; Zhu et al., 1997), alors qu’un choc thermique va conduire a la
dispersion des PML NBs (Eskiw et al., 2003). Les processus cellulaires pouvant étre impactées
par les PML NBs sont assez diverses et comprennent aussi bien la régulation de la stabilité

du génome, que la réparation de I’ADN, le contrdle de la transcription ou la défense virale
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(pour revue Dundr and Misteli, 2010). Dans le cadre d’un stress oxydant a I'arsenite il est
proposé que I'augmentation du degré d’oxydation de PML favorise la formation de PML NBs
plus grands et augmente la sumoylation, la poly-ubiquitination et la dégradation
subséquente de certaines protéines présentes dans les PML NBs via le protéasome dont les
sous-unités sont relocalisées dans les PML NBs suite a un stress oxydant (Lallemand-
Breitenbach et al., 2008; Sahin et al., 2014). Beaucoup des protéines présentes au sein des
PML NBs étant impliquées dans la modification post-traductionnelle des protéines, il est
proposé que ce mécanisme permette de moduler le degré global de modifications post-
traductionnelles des protéines en fonction de I'intensité du stress oxydant subi par la cellule
et constituerait une étape clé dans la réponse des cellules a un stress oxydant, notamment

au travers de la régulation de la phosphorylation de p53 (Sahin et al., 2014).

A. B
o 0 g o o g
o 00 0O o 90 0
© o0, 0° © o0, 0°
o ¢% o g%
%0 SG)
Jros PROS Stress oxydant
© PML monomére
O—0 PML oxydées (formation d’un pont disulfure )
* Peptide SUMO
P ros G PML Sumoylées
‘ROS ” Protéines et enzymes présentant un domaine SIM
@ Interaction SIM/SUMO
’ROS
BJROS

PML

PML

Figure IV.9 : Schématisation de la formation des PML (Adaptée de Sahin et al., 2014). A. Formation redox-
dépendante des PML en absence de stress. B. Formation redox-dépendante des PML en condition de stress
oxydant. Les PML générés en conditions de stress ont une taille plus importante mais sont moins nombreux.
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111.3.3.2. Les granules de stress nucléaires (nSBs) et les ARN satellites Ill.

Les nSBs sont des structures plus grosses que les PML NBs (1-2um) et ils sont généralement
moins nombreux dans les cellules (2 a 6 nSBs par cellule), cependant leur taille et nombre
peuvent varier selon la nature du stress subit par la cellule (Dundr and Misteli, 2010). Les
nSBs sont également connus sous le nom de granules HSF1, granules HAP ou corps
nucléaires SAM68 induits par le stress (stress-induced Sam68 nuclear bodies ou stress-
induced SNB) (Biamonti, 2004). Contrairement aux PML NBs, leur formation requiert
I’'expression d’ARN spécifiques, les ARN satellites Ill. Les ARN Sat Ill sont de long ARN non
codants de taille variable, mais présentant une organisation similaire (Figure 1V.10). lls sont
tous constitués de deux types de séquences répétées. D’'une part, des séquences
pentanucléotidiques répétées en tandem caractérisées par une séquence consensus GGAAU,
qui peut présenter des variations au niveau d’'une des positions par rapport a la séquence
consensus. D’autre part, des décanucléotides, de consensus CAACCCGAGU, pouvant
présenter une plus grande variabilité dans les ARN Sat Ill. Au sein des ARN Sat Ill ces deux
types de séquences sont organisés sous forme d’unités structurelles composées de 1 a 39
pentanucléotides, suivis d’un seul décanucléotide. Cette unité structurelle est répétée un
certain nombre de fois au sein des ARN Sat Il et le nombre de répétitions détermine la taille
de I’ARN (Valgardsdottir et al., 2005) (Figure 1V.10). Les ARN Sat Ill sont transcrits par ’ARN
polymérase Il a partir de régions centromériques et péricentromériques des chromosomes
9, 12 et 15 (Denegri et al., 2002; Jolly et al., 2002). Initialement, ces régions ont été décrites
comme transcriptionnellement inertes dans la mesure ou elles sont structurées sous forme
d’hétérochromatine. Cependant, différents stress cellulaires peuvent induire leur
transcription et leur expression serait essentielle non seulement pour |'adaptation des
cellules a différents stress, mais également pour la formation des kinétochores lors de la

division cellulaire chez la drosophile (Valgardsdottir et al., 2008; Rosi¢ et al., 2014).
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ARN sat Il
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un décanucléotide plus dégenére
consensus : CAACCCGAGU

Figure 1V.10 : Organisation des séquences d’ARN Sat Ill (d’aprés Valgardsdottir et al., 2005). Chaque unité
structurelle est constituée de répétitions de pentanucléotides de consensus GGAAU (rectangles claires) suivies
d’un décanucléotide (rectangles foncés). Chaque ARN Sat Ill est constitué d’'un nombre variable d’unités
structurelles d’ou la taille variable des ARN Sat Ill.

[11.3.3.3. Transcription des ARN Sat Il et formation des nSBs lors d’un stress oxydant.

Les ARN Sat lll sont transcrits suite a différents stress cellulaires, cependant leur niveau
d’expression et la cinétique de leur transcription au cours de la réponse au stress différent
selon les stress (Figure IV.11). Ainsi, lors d’un choc thermique modéré (1 a 2h a 42°C, puis 1h
de récupération a 37°C, cellules Hela) I'induction de I'expression des ARN Sat Il est tres
rapide et trés forte (induction >1000 fois dés 30 minutes aprés le début du choc thermique)
et conduit a la formation de nombreux granules dans pres de 90 % des cellules, alors qu’un
stress hyperosmotique (8 h en présence de 0.8M sorbitol, cellules Hela) induit une
expression plus tardive et plus modérée des ARN Sat Ill : induction de 10 fois 2h apres la fin
du stress et de 100 a 1000 fois 16h apres la fin du stress associée a la formation de granules
moins nombreux et plus petits dans 30 % des cellules (Valgardsdottir et al., 2008). Deux
facteurs de transcription ont été décrits pouvoir activer la transcription des ARN Sat Il : le
facteur de transcription spécifique du choc thermique HSF1 (pour Heat Shock Factor 1) et le
facteur de transcription TonEBP (pour Tonicity Element Binding protein), également appelé
OREBP ( pour Osmotic Response Element Binding Protein) ou NFAT5 (Ferraris et al., 2002;

Valgardsdottir et al., 2008; Sengupta et al., 2009). Des sites de fixation pour chacun de ces
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facteurs de transcription, HSE (pour Heat Shock Element), de consensus nGAAn, pour HSF1
et TonE (pour Tonicity Element), de consensus TGGAAANN(C/T)N(C/T) pour TonEBP, ont été
trouvés dans plusieurs clones d'ADN satellite Ill. Bien qu’aucune étude exhaustive de
I'identité du facteur de transcription selon le stress subi n’ait été réalisée, on notera que
HSF1 est utilisée dans le cadre de la réponse au choc thermique, alors que TonEBP est
spécifique du stress osmotique, d’ou la question d’une corrélation possible entre la cinétique
et le niveau d’expression des ARN Sat Il et la nature du facteur de transcription responsable
de leur expression. Lors d’un stress oxydant (20 min d’exposition a 200 uM H,0,, cellules
Hela) I'induction de I'expression des ARN Sat Il est faible et tardive (<100 fois, 16 heures
aprés la fin du stress) et conduit a la formation de nSBs de treés petite taille et en faible
nombre (1 a 2 micro-nSBs par cellule) dans seulement 5% des cellules. Le facteur de
transcription responsable de la transcription des ARN Sat Il dans le cadre d’un stress

oxydant n’a pas été recherché.

Niveau d’induction

Pas d’induction Induction faible Induction moyenne Induction forte
Temps d’induction
Précoce MMS Sadmivim Choc thermique
(1h+régénération) 4
Hypoxie
Movenne Cobalt Etoposide Cadmium
y Thymidine Aphidicoline (6h constant)
Hypo-osmotique
Oxydant .
Tardif (20 min + 16h de i

Hyper-osmotique

Régnération)

Figure IV.11 : Effets de différents stress sur la production d’ARN sat Ill et la cinétique des nSB (adapté de
Valgardsdottir et al., 2008). Trois niveaux d’induction des ARN Sat Ill sont distingués, faible (<100x), moyen
(entre 100 et 1000x) et fort (>1000x). Les inductions aux temps précoces correspondent a I'apparition des nSB
entre 2h et 4h apres la fin du stress, entre 6h et 8h pour les temps moyens et plus de 10h pour les temps
d’inductions tardifs. Les différents stress ont été réalisés pendant 1h sauf indication dans les conditions
suivantes : cadmium : 50 uM de cadmium ; hyper-osmotique :0.8M sorbitol ou urée ou 0.1 NaCl; UV-C: 80
Jm?; oxydant 200uM H,0,; méthyl méthanosulfate (MMS) : 3.54 mM ; aphidicoline : 2ug/mL ; étoposide :
100uM ; thymidine : 2mM ; Cobalt : 21% d’O, + 100uM COCl, ; hypoxie : 3% O, ; hypo-osmotique : 30% DMEM+
70% eau et choc thermique : 42°C.
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De fagon intéressante, une augmentation du taux de ROS intracellulaires peut contribuer a
I'activation de HSF1 et TonEBP. En effet, un stress oxydant peut induire la formation d’un
pont disulfure impliquant les résidus Cys C35 et C105 de HSF1, restructurant ainsi HSF1 et
favorisant son activation et sa relocalisation dans le noyau par multimérisation (Ahn and
Thiele, 2003). Par ailleurs, une augmentation du taux de ROS intracellulaires est nécessaire
pour I'activation de TonEBP lors d’un stress hyperosmotique, mais ne suffit pas, a elle seule,
a activer TonEBP (Zhou et al., 2006a). Il est par conséquent tout a fait envisageable que ces
deux facteurs de transcription puissent étre impliqués dans I'expression des ARN Sat Il lors
d’un stress oxydant. La biogenéese des nSBs a été plus particulierement étudiée dans la cadre
d’un stress thermique. Un choc thermique modéré entraine la relocalisation de la protéine
HSF1 et la formation de granule HSF1 au niveau des régions péricentromérique des
chromosomes contenant les séquences Sat Il qui sont alors transcrites par I’ARN polymérase
Il (Eymery et al., 2010; Jolly et al., 2002, 2004). Les ARN Sat Il restent associés a leurs sites
de transcription au sein des granules HSF1 par un mécanisme encore non élucidé et
provoque la formation de nSBs par la relocalisation de plusieurs facteurs protéiques. De
nombreuses protéines associées au nSBs ont été identifiées suite a un choc thermique, dont
notamment des protéines de régulation de |'épissage alternatif comme SRSF1, SRSF7 et
SRSF9 suggérant un réle des nSBs dans la régulation de I'épissage alternatif (Metz et al.,
2004 ; Biamonti and Vourc’h, 2010). Dans le cas de SRSF1 cette relocalisation au sein des
nSBs est quasi-totale alors que pour certaines protéines, telles que SRSF7, cette
relocalisation est partielle ou transitoire dans la mesure ou SRSF7 est également présente
dans les speckles. Il a été établi que certaines protéines comme hnRNP HAP sont présentes
dans les nSBs suites a différents stress, suggérant que la composition des nSBs pourrait étre
identique indépendamment de la nature du stress subi par la cellule (Valgardsdottir et al.,
2008). Néanmoins, aucune démonstration formelle de ce point n’a été publiée. Concernant
le r6le des nSBs, la présence de nombreux facteurs de régulation de I'épisssage au sein de
ces granules, a conduit a proposer un réle majeur de ces granules et des ARN Sat Ill dans la
réponse et I'adaptation cellulaires au stress via la régulation de I'épissage alternatif. Ainsi, la
séquestration de plusieurs facteurs de régulation de I'épissage dans les nSB diminuerait leur
concentration effective dans le nucléoplasme et affecterait le profil d'épissage alternatif

global dans la cellule apreés le stress (Figure IV.12).
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Facteurs d’épis§age

Pré-ARNm
B.
Stress oxydant, thermique, Granules de stress nucléaire ‘
chimique, hyperosmotique, cadmium, UV

Pré-ARNm

Figure IV.12 : Modeéle proposé actuellement pour la régulation globale de I’épissage alternatif dans le noyau
par formation des granules de stress nucléaires. A. Cellules non stressées ou I'ensemble des facteurs de
régulation de I'épissage intervient dans la maturation des pré-ARNm. B. Cellules stressées avec formation de
granules de stress nucléaires qui entrainent la relocalisation de certaines protéines de régulation de I'épissage
et altere de ce fait la régulation de I'épissage alternatif.
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IV.3.4. Régulation de I'épissage et de |'épissage alternatif suite a différents stress.

Comme nous venons de le voir, les stress induisent de nombreuses perturbations du
métabolisme cellulaire, ainsi qu’une reprogrammation de |’expression génique au travers de
la régulation de divers processus cellulaires, dont I'épissage alternatif. Ainsi, un stress
génotoxique entraine des modifications de I'épissage alternatif de nombreux pré-ARNm et
notament de ceux codant différentes protéines de la famille des caspases. Ces modifications
conduisent a la production d’isoformes protéiques pro-apoptotiques favorisant la mort
cellulaire (Dutertre et al., 2010 et 2011; Mufioz et al., 2009). De méme, une reprogammation
globale de I'épissage alternatif suite a un stress thermique a été mise en évidence chez la
souris avec plus de 1000 modulations d’épissage alternatif détectées en plus d’une inhibition
massive de |'épissage post-transcriptionnel (Shalgi et al., 2014). L’épissage alternatif permet
donc de moduler la quantité (couplage avec le NMD), la localisation et I'activité des
protéines et de produire de nouvelles isoformes avec une activité différente ou plus adaptée
au contexte cellulaire (Biamonti and Caceres, 2009). Les pré-ARNm des protéines
régulatrices de I'épissage étant généralement eux-mémes soumis a épissage alternatif, il est
possible en réponse a différents stress de modifier trés rapidement le profil global
d’expression et d’épissage des ARNm. Par ailleurs, I'observation d’une relocalisation de
plusieurs protéines impliquées dans la régulation de I'épissage alternatif au sein de
structures nucléaires ou cytoplasmiques spécifiquement formées en réponse aux stress
pourrait participer a la modification des profils globaux d’épissage alternatif (Biamonti and

Caceres, 2009; Busa et al., 2010).

A I'heure actuelle aucune étude globale de I'effet d’un stress oxydant sur le profil global
d’épissage des ARNm n’a été publiée, cependant des variations du profil d’épissage
alternatif de certains ARNm lors d’un stress oxydant ont été reportées et ceci dans
différentes lignées cellulaires humaines (Kano et al., 2014; Cote et al., 2012; Maracchioni et
al., 2007). Parmi ces variations, la modulation de I'épissage alternatif du pré-ARNm codant la
protéine TRA2pB est I'une des plus étudiées. Le gene TRA2B humain se compose de 10 exons
et génere 5 isoformes d’ARNm (TRA2B1 a 5) par épissage alternatif. L'isoforme TRA2B1 est

I'isoforme majoritairement exprimée. Elle contient 9 exons et permet la production d’une
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protéine pleine longueur. L'isoforme TRA2B4 inclue un exon supplémentaire, I'exon 2, dont
I'inclusion introduit des codons stop prématurés. Par conséquent, I'isoforme TRA2B4 n’est
pas traduite et est dégradée par le systeme NMD. L’exposition de cellules AGS (lignée
gastrique cancéreuse humaine) a un stress oxydant généré par 100 uM d’arsenite, conduit,
dans les premiéres heures suivant l'initiation du stress a une augmentation de I'inclusion de
I’exon 2 et de I'isoforme TRA2B4 au dépend de la formation de I'isoforme TRA2B1 (Takeo et
al., 2009). Les bases moléculaires de cette augmentation de I'inclusion de I'exon 2 ont été
étudiées. Il s’avere qu’elle est liée a une augmentation de la phosphorylation des résidus S88
et T118 de la protéine HuR (phosphorylation Chk2- and p38™***-dépendante), qui favorise
I'interaction directe de HuR avec une séquence de 39 nucléotides en 5’ de I'exon 2 stimulant
ainsi linclusion de I'exon 2 (Akaike et al., 2014). La conséquence premiere de cette
modulation est une diminution d’expression et d’activité de la protéine TRA2B. Cette
protéine étant un facteur de régulation de I'épissage alternatif, cette diminution de son
activité a des répercussions sur la régulation de I'épissage alternatif d’autres pré-ARNm,
notamment les pré-ARNm codant les protéines CD44, SMN1, SMN2, RIPK2 et Tau (Takeo et
al., 2009; Akaike et al., 2014). Cet exemple illustre bien le role clé de I'épissage alternatif

dans la réponse cellulaire au stress oxydant.

De maniére intéressante, des études suggerent I'établissement d’un épissage alternatif dit
“aberrant” suite a un stress oxydant. Ainsi, une équipe a mis en évidence des modulations
de I'épissage du pré-ARNm codant I’ADN polymérase B (POLB) conduisant a la formation de
nombreuses isoformes qui ne sont pas connues pour étre générés dans des conditions
physiologique ou en réponse a d’autres évéenements. Ce type de modulation de I'épissage
alternatif peut étre également retrouvé dans la réponse au stress génotoxique ou une
modulation similaire de I'épissage du pré-ARNm codant la protéine MDM2, une ubiquitine
ligase impliquée dans la régulation de la protéine p53, a été observée (Dutertre et al., 2010).
Dans ce dernier cas, la diminution de I'inclusion de 8 des 12 exons de ce transcrit conduit a la
formation de plusieurs isoformes d’ARNm qui ne permettent pas d’aboutir a une forme
active de la protéine MDM?2 et leve la répression de p53 par MDM2 (Dutertre et al., 2010).
Ces résultats posent la question de la nature des variants d’épissages alternatifs, a savoir s’ils
participent a la réponse cellulaire ou s’ils sont issus d’'un épissage aberrant qui doit étre

corrigé (Disher and Skandalis, 2007; Skandalis and Uribe, 2004).
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IV.4. Objectifs.

Comme il a été mentionné dans l'introduction de cette partie, le stress oxydant représente
I"'une des plus importantes conditions de stress auxquelles les cellules de vertebrés doivent
s’adapter. De nombreuses études ont mis en avant l'impact du stress oxydant sur le
métabolisme cellulaire et les mécanismes de réponse au stress. L’épissage alternatif est un
processus essentiel dans la réponse a différents stress et de plus en plus de travaux mettent
en évidence lintérét de déterminer les profils d’épissage des cellules, notamment
cancéreuses a des fins thérapeutiques. Cependant, seules quelques altérations de I'épissage
alternatif ont été observées et étudiées suite a un stress oxydant. C'est pourquoi nous avons
entrepris une étude globale a I’échelle du génome humain de I'effet d’un stress oxydant sur
I’épissage alternatif des pré-ARNm.
Cette étude avait plusieurs objectifs :

i) évaluer le degré de modulation de I'épissage alternatif lors de la réponse des
cellules de vertébrés au stress oxydant,

ii) rechercher si les ARNm dont I'épissage est altéré correspondent a des fonctions
cellulaires bien définies,

iii) étudier les mécanismes cellulaires a I'origine des variations d’épissage observées
apres un stress oxydant au travers, en particulier, de I'étude de I'impact d’un stress oxydant
sur l'expression et la localisation des composants du spliceosome et des facteurs de

régulation de I'épissage.
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CHAPITRE V : RESULTATS DE L'ETUDE DES CONSEQUENCES
D’UN STRESS OXYDANT SUR L’EPISSAGE ALTERNATIF.

V.1. MISE AU POINT DES DIFFERENTES CONDITIONS EXPERIMENTALES POUR LA
GENERATION D’UN STRESS OXYDANT.

Afin de réaliser les différents objectifs de la these, il était nécessaire de mettre au point des
conditions expérimentales pour la génération d’un stress oxydant dans des cellules Hela. Sur
la base de données de la littérature, nous avons décidé dans un premier temps de tester
différents agents inducteurs d’un stress oxydant qui sont classiquement utilisés et que nous
disposions au laboratoire. Ainsi nous avons testé I'effet de I’'H,0,, du paraquat et du DNP
(dinitrophénol) a différentes doses sur des cellules HeLa. Comme il a été dit dans
I'introduction I’'H,0, est un ROS non radicalaire naturellement présent dans les cellules
humaine et dont la toxicité passe principalement par sa réaction avec le fer ferreux (Fe")
selon la réaction de fenton et de Haber-Weiss, qui entraine la formation de radicaux
hydroxyle (HO') qui sont les ROS les plus réactifs. Le paraquat est connu pour étre un
puissant poison pour I’'homme qui a la propriété d’inhiber la chaine respiratoire et favoriser
une faible production de ROS. Enfin le DNP découple la chaine respiratoire et entraine une
augmentation de ROS intracellulaire avec une diminution de l'activité mitochondriale. Afin
de déterminer les meilleures conditions expérimentales pour la réalisation de notre étude,
nous avons analysé I'impact de ces différents agents sur le taux de ROS intracellulaire et la
survie cellulaire en utilisant respectivement les kits OxySelect ROS Assay kit (Euromedex)
basé sur I'utilisation de la molécule H2DCFDA (dichlorodihydrofluorescein diacetate) et le kit
Vybrant MTT cell proliferation Assay Kit (Invitrogen). L'H2DCFDA est une molécule non
fluorescente qui peut traverser la membrane des cellules, qui une fois oxydée par des ROS
devient fluoresecente. Il est alors possible de messurer le niveau de ROS intracellulaire par
fluorométrie. Le dosage de la viabilité cellulaire repose sur un test colorimétrique par ajout
d’un sel de tétrazolium (MTT) (jaune) qui est réduit par la succinate déshyrogénase
mitochondriale qui est active seulement dans les cellules viables en formazan (violet).
L'intensité de la coloration violette est propotionnelle a I'activité métabolique des cellules et

a leur nombre.
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V.1.1. Importance du lot de cellules Hela utilisé et du nombre de passage des cellules pour la
réalisation de I'étude.

Afin de trouver les conditions expérimentales les plus adéquates pour notre étude et
permettant d’obtenir des résultats reproductibles j'ai testé I'effet du peroxyde d’hydrogéne
(100 puM, 200 uM et 500 pM), du paraquat (0,4 mM, 0,8 mM et 1ImM) et du DNP (50 uM,
100 uM et 200 uM) a des doses différentes sur le taux de ROS intracellulaires et sur la
viabilité des cellules Hela traitées a 90 % de confluence. Les doses utilisées ont été choisies
au regard de la littérature et différents parametres ont été pris en compte pour s’assurer de
la reproductibilié future des expériences tels que le lot de cellules Hela utilisé ou le nombre
de passages des cellules aprés décongélation. Ainsi j’ai induit les différents stress oxydants
sur 2 lots de cellules Hela différents (lot 1 et 2) ayant subi 3 ou 5 passages avant le début
des stress (P+3 et P+5). Chaque lot de cellules est issu de la méme lignée de cellules Hela
mais se distingue par leur historique d’utilisation et de protocoles de conditions de culture
par différents expérimentateurs avant le début de notre étude. Pour chacune des conditions
nous avons quantifié les ROS et la viabilité cellulaire 24h aprés le début des stress. En
paralléle nous avons réalisé une condition sans ajout d’agent oxydant (T) comme contréle
négatif de I'effet du peroxyde d’hydrogene et du paraquat et une condition en ajoutant de
méthanol comme contréle négatif du DNP (M) puisque ce dernier, pour des raisons de
solubilité, est dilué dans du méthanol. Les résultats obtenus sont illustrés dans la figure V.1.
De maniére générale, on constate que quelque soit le traitement réalisé, chaque agent
oxydant entraine une augmentation du taux de ROS intracellulaires et une diminution de la
viabilité cellulaire et cela indépendamment du lot de cellules ou du nombre de passages
réalisés (Figure V.1 A et B). Néanmoins on constate une différence de sensibilité aux agents
oxydants dans les cellules Hela du lot 1 en fonction du nombre de passages, ol pour chaque
traitement testé on observe pour les doses les plus faibles une augmentation moins
importante du taux de ROS intracellulaire dans les cellules ayant subi plus de passages. A

I'inverse, ces cellules montrent un plus grand % de mortalité aux doses les plus importantes.
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Figure V.1 : Analyse de la génération de ROS intracellulaires suite a un traitement de 24h par le peroxyde
d’hydrogéene (H,0,, 100 uM, 200 uM et 500 uM), le paraquat (0,4 mM, 0,8 mM et 1mM) et le DNP (50 pM,
100 pM et 200 uM) en fonction du nombre de passages et de I'origine des cellules Hela. Une condition
témoin eau (T) a été réalisée ainsi qu’un témoin méthanol (M) qui est utilisé pour dissoudre le DNP. La quantité
de ROS intracellulaires générée a été rapportée au nombre de cellules vivantes. A. Résultats obtenus pour les
cellules du lot 1 traitées par les différents agents apres 3 ou 5 passages (respectivement P+3 et P+5). B.
Résultats obtenus pour les cellules du lot 2 traitées par les différents agents aprés 3 ou 5 passages
(respectivement P+3 et P+5). C. Résultats obtenus pour les cellules du lot 1 et 2 et traités par les différents
agents apres 3 passages (P+3). D. Résultats obtenus pour les cellules du lot 1 traitées par les différents agents
apres 3 passages. Les barres d’erreur représentent la valeur +/- de I'erreur standard et un test de student a été

réalisé (n=3 ; ** : P<0.01 ; * : P<0.05).
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Cette constatation se retrouve également dans les résultats obtenus avec le lot 2 de cellules
Hela, en particulier suite au traitement au paraquat. En effet, on observe un pourcentage de
viabilité équivalent entre les cellules ayant subi 3 ou 5 passages, alors que le paraquat a un
effet plus de 2x plus important sur la production de ROS intracellulaires sur les cellules avec
moins de passage par rapport aux cellules avec le plus de passage. Ces résultats mettent en
évidence une sensibilité différente aux différents agents oxydants en fonction du nombre de
passages réalisés avant traitement. Lorsqu’on compare les résultats obtenus entre les
cellules des lots 1 et 2 avec le méme nombre de passage avant traitement, on constate
également une forte variabilité entre les cellules (Figure V.1 C). Bien qu’on observe un méme
pourcentage de viabilité cellulaire, on remarque que les différents agents oxydants
entrainent une plus forte augmentation du taux de ROS intracellulaires dans les cellules du
lot 1 par rapport a celles du lot 2. A partir de ces résultats, des conditions optimisées de
génération d’un stress oxydant sur des cellules HelLa ont été définies en utilisant le lot 1 de
cellules Hela. L’analyse des ROS et de la survie cellulaire dans ces nouvelles conditions
montrait un effet statistiquement reproductible des différents agents oxydants (Figure

V.1D).

V.1.2. Vérification des conditions expérimentales sur la modulation de I'épissage alternatif liée
au stress oxydant.

Afin de déterminer si le stress oxydant généré sur les cellules Hela était efficace en termes
de modulation de I'épissage alternatif, j'ai testé par RT-PCR si je pouvais détecter des
variants d’épissage d’ARNm dont |'épissage était connu étre modulé par le stress oxydant
dans des cellules humaines. Un phénoméne marqué d’épissage illégitime du pré-ARNm POLB
suite a un stress oxydant, généré par un traitement avec 500 uM d’H,0,, avait été décrit
(Skandalis et al., 2004). J'ai donc entrepris d’analyser I'épissage du pré-ARNm POLB 24 h
apres le début du traitement des cellules Hela par différentes doses de nos trois agents
oxydants. Les oligonucléotides utilisés pour I"'amplification et les conditions de PCR étaient

celles publiées (Disher et Skandalis, 2007). Les données obtenues montrent que le stress
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oxydatif généré par les différents agents oxydants entraine une variation de I'épissage
alternatif du pré-ARNm POLB (Figure V.2). En effet, pour chacune des conditions de stress
oxydant, l'apparition de variants d’épissage aberrants est observée aux plus fortes
concentrations des agents oxydants confirmant un phénomeéne d’épissage illégitime du pré-
ARNm POL B suite au stress oxydant. Cependant, on remarque que le profil d’épissage
observé pour chacun des stress est différent, indiquant une modulation de I'épissage du pré-
ARNm POLB spécifique a chacun des stress, voire méme a chacune des concentrations
d’agent oxydant puisque pour un méme agent oxydant on peut observer des profils
différents selon la concentration d’agent utilisée (Figure V.2) On note que c’est I'ajout de
500 puM d’H,0, qui entraine 'effet le plus marqué, mais également que le seul ajout de
méthanol module I'épissage alternatif du pré-ARNm POLB, rendant I'étude d’un stress
oxydant généré par le DNP déliquate et que le paraquat, pesticide hautement toxique pour
I’'home, n’affecte que modérément cet événement d’épissage. C'est pourquoi nous avons
décidé de ne garder que la condition d’un stress oxydant par ajout de 500 uM d’ H,O; sur
des cellules Hela du lot 1 apres trois passages pour réaliser notre analyse globale des profils

d’épissage suite a un stress oxydant.

ﬁﬁ-!i--qg'! s ARNM Wild type

———

variants d’épissage

T 100 200 500 0,4 08 1 M 50 100 200
. X |} . ]
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Figure V.2: Analyse par RT-PCR de [l'effet sur I'épissage alternatif du pré-ARNm POLB du peroxyde
d’hydrogene (H,0, 100 pM, 200 uM et 500 uM), du paraquat (0,4 mM, 0,8 mM et 1mM) et du DNP (50 pM,
100 pM et 200 pM) dans des cellules Hela. Une condition témoin eau (T) a été réalisée ainsi qu’un témoin
méthanol (M) qui est utilisé pour dissoudre le DNP.
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V.2. CARACTERISATION DE LA REPONSE DES CELLULES HELA A UN STRESS OXYDANT
GENERE PAR H,0,.

V.2.1. Impact du stress oxydant sur la viabilité cellulaire et le taux de ROS intracellulaires.

Ayant fait le choix d’utiliser H,0, comme agent oxydant pour réaliser notre étude. Il nous
fallait caractériser la réponse de nos cellules HeLa a cet agent afin de déterminer les
conditions expérimentales les plus pertinentes pour notre analyse globale de I'impact d’un
stress oxydant sur I'épissage alternatif. Les analyses préliminaires que je viens de vous
présenter avaient toutes étaient réalisées 24 heures apreés l'induction du stress oxydant,
cependant, comme nous I'avons vu dans l'introduction, le facteur temps est un parametre
important dans la réponse des cellules a un stress. C'est pourquoi j'ai entrepris d’analyser
I'impact d’un stress oxydant généré par I'ajout de 500 uM d’H,0, sur le taux de ROS
intracellulaires et la viabilité cellulaire a différents temps aprés I'induction du stress et non
plus uniqguement 24 h apres le début du stress. Pour cette expérience, nous avons choisi de
réaliser nos analyses 20 minutes, 1, 2, 4, 8, 16 ou 24 heures apres I'induction du stress. Les
résultats obtenus sont illustrés dans la figure V.3. Le suivi de la viabilité cellulaire au cours de
la réponse au stress oxydant montre une tres forte diminution de la viabilité au cours des 20
premieres minutes apres I'ajout de 500 uM d’H,0,, avec une perte de pres de 40 % des
cellules viables au cours de ces 20 minutes, suivie d’'une diminution plus modérée de la
viabilité jusque 16 heures aprées le début du stress, avec a 16 h seulement 18 % de cellules
viables (Figure V.3 A). Un doublement de la viabilité cellulaire est observé entre les temps 16
et 24 h, avec a 24 h 40 % de cellules viables (Figure V.3 A). On notera que le taux de cellules
viables 24 h apres le début du traitement est tout a fait dans la norme de ce qui est
généralement observé aprés un traitement similaire d’autres lignées cellulaires humaines
(Disher et Skandalis, 2007 ; Cote et al., 2012). Ces données révélent donc un effet marqué du
stress oxydant généré par 500 uM d’H,0, sur la viabilité des cellules lors des 16 premiéres
heures suivant I'ajout de I'agent oxydant dans le milieu de culture, suivi d’'une phase de
récupération des cellules a partir de 16 h. De fagon surprenante nous notions un maintien de

la viabilité cellulaire entre les temps 1 h et 2 h (Figure V.3 A).
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Figure V.3 : Analyse cinétique de la cytotoxicité et de I'induction de ROS par I’'H,0, dans des cellules Hela. Le
dosage de la viabilité cellulaire et des ROS intracellulaire a été réalisé par I'utilisation respective du MTT et du
H2DCFDA. La viabilité cellulaire est exprimée en % de cellules vivantes par rapport aux cellules contéles non
traitées. Le niveau de ROS dans les cellules traitées est utilisé comme référence pour déterminer le taux
d’induction des ROS dans les cellules expposées a I'H,0,. A. Cinétique de la viabilité cellulaire suite a un stress
oxydant réalisé avec une dose de 500 uM H,0,. B. Cinétique de la viabilité cellulaire suite a un stress oxydant
réalisé avec une dose de 250 uM H,0,. C. Cinétique d’induction de ROS intracellulaire suite a un stress
oxydant réalisé avec une dose de 500 uM H,0,. D. Cinétique d’induction de ROS intracellulaire suite a un
stress oxydant réalisé avec une dose de 250 uM H,0,. E. Représentation a une échelle différente de la
cinétique d’induction de ROS intracellulaire et de la viabilité cellulaire suite a un stress oxydant réalisé avec une
dose de 500 uM H,0, aux temps 20 min, 1 h, 2 h et 4 h. F. Représentation a une échelle différente cinétique
d’induction de ROS intracellulaire et de la viabilité cellulaire suite a un stress oxydant réalisé avec une dose de
250 uM H,0, aux temps 20 min, 1 h, 2 h et 4 h. Chaque barre d’erreur représente la valeur +/- de I'erreur
standard (n=3; * :P<0.05 ; ** :P<0.01 par rapport aux cellules non stréssées).
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Ce résultat a été observé dans chacun des trois réplicats biologiques réalisés et suggérait une
récupération partielle, mais non suffisante des cellules, puisque suivie ensuite a nouveau

d’une diminution de la viabilité cellulaire.

Afin de confirmer cette hypothese, nous avons réalisé la méme cinétique sur des cellules
Hela traitées avec seulement 250 uM d’H,0,. L'idée étant que si cette phase de stagnation
représentait effectivement une phase de récupération partielle des cellules, elle serait
probablement accentuée lors d’un traitement moins aggressif des cellules. Et c’est
effectivement ce que nous observons, puisque lors d’un traitement des cellules Hela avec
250 uM d’H, 0, la viabilité cellulaire diminue au cours de la lere heure aprés ajout de I'agent
oxydant, puis se maintient, voire augmente légérement entre 1 et 4h, pour ensuite chuter de
nouveau entre 4 et 8 h, puis reprendre définitivement jusqu’a 24 h ou I'on retrouve une
viabilité cellulaire d’environ 70 % (Figure V.3 B). Ces données nous ont conduits a proposer
que la réponse des cellules Hela a un stress oxydant généré par H,0, se ferait en 2 phases :
une phase de réponse précoce se produisant entre 1 et 4 h apres l'induction du stress (durée
de la phase variable selon l'intensité du stress) et une phase de réponse tardive se

produisant entre 16 et 24 h apres I'induction du stress.

En parallele de I'effet sur la viabilité cellulaire, j'ai analysé I'effet du stress oxydant généré
par I'addition de 500 ou 250 uM d’H,0, sur le taux de ROS intracellulaires. Les résultats
obtenus sont présentés dans les panneaux C et D de la figure V.3. On constate que la
diminution de la viabilité cellulaire est généralement corrélée a une augmentation du taux
de ROS intracellulaires et que les phases de récupération des cellules sont associées a une
diminution du taux de ROS. Ces données sont donc en parfait accord avec notre hypothése
d’une réponse en 2 phases et I'observation d’une diminution marquée du taux de ROS 2 h

apres l'induction d’un stress oxydant avec 500 uM d’ H,O, renforce cette hypotheése.
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V.2.2. Impact du stress oxydant sur I'expresssion des ARN sat Ill.

Comme mentionné dans lintroduction, I'équipe de G. Biamonti avait observé une
surexpression faible (induction < 100 fois) des ARN Sat Ill 16 h aprés la fin d’un stress
oxydant généré par I'ajout de 200 uM d’H,0; durant 20 minutes dans le milieu de culture de
cellules Hela (Valgadorsttir et al., 2008). L’expression des ARN Sat Ill et la formation des
granules de stress nucléaires étant proposées contribuer aux modulations d’épissage
alternatif au cours de la réponse a différents stress cellulaires, j’ai donc analysé par RT-qPCR
I’expression des ARN Sat Il au cours de la réponse au stress oxydant. Les oligonucléotides et
le protocole utilisés sont ceux initialement publiés par I’équipe de G. Biamonti et implantés
au laboratoire par V. Vautrot lors de sa thése. Les résultats obtenus sont illustrés dans la

figure V.4.
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Figure V.4 : Détermination par RT-qPCR du taux d’induction des ARN Sat Ill au cours de la réponse a un stress
oxydant généré par I'ajout de 500 uM d’H,0, sur des cellules Hela. Les barres d’erreur représentent la valeur
+/- de I'erreur standard et un test de student a été réalisé (n>3 ; ** : P<0.01 ; * : P<0.05).

De facon intéressante, alors qu’aucune induction de I'expression des ARN Sat Il n’est
détectée dans les premieres heures suivant l'induction du stress, une forte induction
(facteur 2800) est observée a partir de 16 h aprés I'induction du stress et est maintenue
jusqua au moins 24 h post-induction du stress. En accord avec les données de I'équipe de G.
Biamonti, nous observons donc une induction tardive de I'expression des ARN Sat Ill, mais
celle-ci est beaucoup plus forte que celle décrite par I'équipe de G. Biamonti. Cette
différence est probablement liée au fait que nous utilisons une concentration d’H,0, 2,5 fois
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supérieure a celle utilisée par G. Biamonti et que nous ne changeons pas le milieu de culture
20 minutes aprés le début du stress. Nous observons donc dans nos conditions
expérimentales une induction de I'expression des ARN Sat Ill quasiment équivalente a celle
observée suite a un choc thermique et concomitente avec la phase tardive d’augmentation

de la viabilité cellulaire.

Nous avons ensuite testé si cette induction de I'expression des ARN Sat Il était associée a la
formation de foyers nucléaires enrichis en ARN Sat Ill. Pour cela I. Behm-Ansmant et G.
Heckler (stagiaire Master 1) ont réalisé des expériences de RNA-FISH, permettant de
visualiser les ARN Sat Ill, a différents temps aprés l'induction d’un stress oxydant. Le
protocole utilisé a été mis au point au sein du laboratoire par V. Vautrot et C. Aigueperse et
est décrit dans le Matériel et Méthodes (Vautrot et al., 2015). Les résultats obtenus sont

présentés dans la figure V.5.

(2h 42°C + 1H 37°C) 4h 16h 20h 24h

Figure V.5 : Suivi par RNA-FISH de la localisation des ARN Sat Ill au cours de la réponse de cellules Hela S3 a
un stress oxydant généré par I'ajout de 500 uM d’H,0,. La position des noyaux est indiquée par DAPI. La
localisation des ARN Sat Il lors d’un choc thermique généré par 2 h d’incubation a 42°C suivies d’1 h de
récupération a 37°C est illustrée pour comparaison.
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On observe que 4 h aprés I'induction du stress oxydant, le signal de FISH des ARN Sat Il est
faible et présente une localisation a prédominance cytoplasmique (Fig V.5, 4 h). Ce profil de
localisation est équivalent a celui obtenu avec une sonde contrdle ne reconnaissant aucune
séquence humaine et utilisée comme contréle négatif (scramble), laissant suggérer que le
signal détecté serait aspécifique. Seize heures apres I'induction du stress oxydant, un voile
cytoplasmique est toujours observé, cependant des foyers nucléaires commencent a étre
détectés dans pres de 75 % des cellules. Ces foyer sont en moyenne au nombre de 5 par
cellule (Fig V.5). A 20 et 24 h, les ARN Sat lll sont uniqguement détectés au sein de foci
nucléaires tres similaires, en termes d’aspect, aux granules de stress nucléaires formés suite
a la réalisation d’un choc thermique. Cependant, alors que ces granules sont observés dans
plus de 90 % des cellules lors d’un choc thermique, seules 50 a 60 % des cellules soumises a

un stress oxydant présentent ces foyers nucléaires 20 a 24 h aprés I'induction du stress.

Afin de vérifier que ces foyers nucléaires correspondaient bien a des granules de stress
nucléaires, des expériences de RNA FISH couplées a des expériences d'immunofluorescence
ont été réalisées pour analyser simultanément la localisation des ARN Sat Ill et de la protéine
hnRNP HAP (SafB), un composant coeur de ces granules et ceci 24 h aprés l'induction du
stress oxydant (Figure V.6). On observe clairement une colocalisation des ARN Sat Ill et de la
protéine hnRNP HAP dans les cellules soumises au stress oxydant, indiquant que les foyers
d’ARN Sat Ill, observés en phase tardive de réponse au stress oxydant, sont tres

probablement des granules de stress nucléaires.

DAPI Satlll hnRNP HAP

500 uM
H,0,

Figure V.6 : Visualisation de la co-localisation entre les ARN sat Il et la protéine hnRNP HAP dans des cellules
Hela S3 soumises depuis 24 h a un stress oxydant par ajout de 500 uM d’H202. Le noyau est indiqué par
DAPI.
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Nos données mettaient donc en évidence qu’un stress oxydant pouvait induire, tout comme
le choc thermique, une surexpression forte des ARN Sat Ill et la formation de foyers
nucléaires contenant a la fois les ARN Sat Ill et la protéine hnRNP HAP. Leur taille, aspect,
nombre et la présence de la protéine hnRNP HAP au sein de ces foyers nucléaires
suggéeraient qu’ils correspondaient a des granules de stress nucléaires. Se posait alors la
question de la nature du facteur de transcription a l'origine de linduction de la

surexpression des ARN Sat Ill.

V.2.3. Identification du facteur de transcription responsable de |’expresssion des ARN sat Ill.

Comme mentionné dans l'introduction, deux facteurs de transcription avaient été décrits
pouvoir activer la transcription des ARN Sat Ill : le facteur de transcription spécifique du choc
thermique HSF1 et le facteur de transcription spécifique du stress osmotique TonEBP
(Ferraris et al., 2002; Valgardsdottir et al., 2008; Sengupta et al., 2009). Pour rappel, lors
d’un choc thermique modéré l'induction de I'expression des ARN Sat Ill par HSF1 est tres
rapide et tres forte (induction >1000 fois dés 30 minutes apres le début du choc thermique,
cellules Hela) et conduit a la formation de nombreux granules dans prés de 90 % des
cellules. Au contraire, un stress hyperosmotique (8 h en présence de 0.8M sorbitol, cellules
Hela) induit une expression plus tardive et plus modérée des ARN Sat Ill, induction de 10 fois
2 h apres la fin du stress et de 100 a 1000 fois 16 h aprés la fin du stress, associée a la
formation de granules moins nombreux et plus petits dans seulement 30 % des cellules. Les
observations de I'équipe de G. Biamonti reportaient une induction faible et tardive (<100
fois, 16 heures aprés la fin du stress) de |‘expression des ARN Sat Il et la formation de nSBs
de trés petite taille et en faible nombre (1 a 2 micro-nSBs par cellule) dans seulement 5 %
des cellules suite a un stress oxydant (20 min d’exposition a 200 uM H,0,). Si I'on fait
I’hypothése d’une corrélation directe entre la nature du facteur de transcription activant
I’expression des ARN Sat Il et la cinétique et le niveau d’expression des ARN Sat Ill, ainsi que
le nombre et I'aspect des granules de stress nucléaires formés, ces données initiales de
I’équipe de G. Biamonti étaient plutdt en faveur d’un réle de TonEBP dans I'activation de
I’expression des ARN Sat Il lors d’un stress oxydant. A I'opposé, nos données, en termes de

nombre et taille de granules, sont plus en faveur de I'implication de HSF1 dans ce processus,
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méme si l'induction de I'expression des ARN Sat Il demeure tardive. Le facteur de
transcription responsable de I'expression des ARN Sat Ill étant généralement présent dans
les granules de stress nucléaires, nous avons entrepris d’étudier la localisation de HSF1 et

TonEBP lors de la réponse a un stress oxydant généré par I'ajout de 500 uM d’H,0,.

Pour réaliser cette étude, nous avons entrepris de tester par immunofluorescence (IF) une
colocalisation éventuelle de HSF1 et/ou TonEBP avec la protéine hnRNP HAP, utilisée comme
marqueur protéique des granules de stress nucléaires. Nous disposions déja au laboratoire
d’anticorps, fonctionnant en IF, dirigés contre HSF1, cependant nous n’en avions pas pour
TonEBP. Nous avons commandé deux anticorps différents dont un était censé fonctionner en
IF, mais nous n’avons jamais réussi a obtenir de signal d’IF satisfaisant, ni méme réussi a
détecter TonEBP par Western blot dans des cellules HeLa soumises a un stress oxydant. En
I’absence d’un controle « stress osmotique », que nous mettons actuellement au point, nous
ne sommes donc pas en mesure de conclure quant a l'origine de ce probléme : niveau
d’expression trop faible de TonEBP et absence d’effet du stress oxydant sur I'expression et la
localisation de TonEBP ou anticorps non fonctionnels. Concernant HSF1, les données de
localisation sont illustrées dans la figure V.7. Nous observons, 1 h aprés I'induction du stress
oxydant par 500 uM d’H,0,, un signal HSF1 faible et diffus dans le noyau, alors que 2 h post-
induction le signal HSF1 augmente dans environ 15 % des cellules et 2 a 5 foci nucléaires de
petite taille apparaissent. Quatre heures post-induction HSF1 est présent sous formes de foci
nucléaires (3 a 6 par cellule) dans environ 60 % des cellules, mais la protéine hnRNP HAP
n’est pas enrichie au niveau de ces foci, ni d’ailleurs au niveau des foci observés 2 h post-
induction. Les ARN Sat Il n’étant pas non plus surexprimés 2 h et 4 h apres le début du stress
oxydant (Figure V.4). Ces foyers HSF1 tendent a disparaitre a 8 h post-induction et d’autres
foci nucléaires, contenant cette fois-ci la protéine hnRNP HAP, sont détectés a partir de 16 h
post-induction dans 40 %. Ces foci sont maintenus jusque 24 h post-induction dans environ
60 % des cellules, méme si a 24 h on observe de plus en plus fréguemment des foci de
protéine hnRNP HAP ne contenant plus HSF1. Il apparait donc que le facteur de transcription
HSF1 est présent au sein des granules de stress nucléaires observés entre 16 h et 24 h apres
I'induction du stress oxydant, suggérant un réle d’HSF1 dans I'induction de I'expression des

ARN Sat lll en phase tardive de réponse au stress oxydant.
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Figure V.7 : Suivi par immunofluorescence de la localisation des protéines HSF1 et hnRNP HAP au cours de la
réponse de cellules Hela S3 a un stress oxydant généré par I'ajout de 500 uM d’H,0,.
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Afin de confirmer le role d’HSF1 dans cette induction, j'ai déplété HSF1 dans des cellules
Hela S3 par emploi d’un cocktail de siRNA (GE Healthcare, Dharmacon) et testé I'induction
de I'expression des ARN Sat Il dans ces cellules 24 h apres I'induction d’un stress oxydant
(500 uM d’H,0,). Les conditions de déplétion de HSF1 avaient été mises au point au
laboratoire par C. Aigueperse dans le cadre d’un autre projet et sont décrites dans le
Matériel et Méthodes. L’efficacité de la déplétion d’HSF1 a été vérifiée par Western blot et
les ARN Sat Il ont été dosés par RT-qPCR. Comme illustré dans la figure V.8, nos conditions
de déplétion d’HSF1 sont efficaces et permettent de réduire le niveau d’expression de HSF1
a moins de 5 % de son niveau initial. Dans ces conditions, I'induction de I'expression des ARN
Sat lll 24 h aprés le début du stress oxydant passe de 756 fois (siNT) a 33 fois (siHSF1), soit
une diminution de prés de 95 % de l'induction des ARN Sat Il (Figure V.8). Ces données
établissent donc clairement le role central joué par le facteur de transcription HSF1 dans

I’expression des ARN Sat Il en réponse a un stress oxydant.
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Figure V.8 : Effet de la déplétion du facteur de transcription HSF1 sur I'induction de I‘expression des ARN Sat
Il en réponse a un stress oxydant généré par I'ajout de 500 uM d’H,0,. A. Vérification de I'efficacité de la
dépétion de la protéine HSF1 par Western blot. La protéine GAPDH est utilisée comme contrdle de charge. B.
Impact de la déplétion de la protéine HSF1 sur I’expression des ARN Sat Ill 24 h aprés I'induction d’un stress
oxydant par ajout de 500 uM d’H,0, dans le milieu de culture. La quantité d’ARN Sat Il au sein des cellules a
été estimée par RT-qPCR. Les barres d’erreur représentent la valeur +/- de I'erreur standard et un test de

student a été réalisé (n23 ; ** : P<0.01).
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Plusieurs études avaient déja établi un lien entre activation du facteur de transcription HSF1
et réponse au stress oxydant. Ainsi, comme mentionné dans l'introduction, il avait été
montré qu’un stress oxydant pouvait favoriser I'activation d’HSF1 et sa relocalisation dans le
noyau par multimérisation du fait d’'une restructuration d’"HSF1 conséquente a la formation
d’un pont disulfure impliquant les résidus Cys C35 et C105 (Ahn and Thiele, 2003). Par
ailleurs, plus récemment, il a été montré que la déplétion d’HSF1 affecte la réponse des
celules humaines au stress oxydant et conduit a une augmentation du taux de ROS
intracellulaires lors de ce stress, indiquant un réle crucial d’"HSF1 dans la réponse des cellules
humaines au stress oxydant (Yoo et al.,, 2014). Notre observation de l'induction de
I’'expression des ARN Sat lll de facon HSF1-dépendante en phase tardive de réponse au
stress oxydant et de facon concomitante a la reprise de la viabilité cellulaire et a une
diminution du taux de ROS intracellulaires pourrait constituer une des explications quant a

I'importance de HSF1 dans la réponse au stress oxydant.

Les données relatives a la caractérisation de la réponse des cellules Hela au stress oxydant
généré par H,0, présentées dans ce chapitre, font I'objet de la préparation d’un article, dont

je suis 1°" auteur et qui sera soumis d’ici ma soutenance de thése.
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V.3. ANALYSE GLOBALE DES EFFETS D’UN STRESS OXYDANT SUR L’EXPRESSION ET
L’EPISSAGE ALTERNATIF DES PRE-ARNM DE CELLULES HELA PAR UTILISATION DE
PUCES A ADN DETECTANT LES EXONS.

Ayant mis en évidence que la réponse des cellules HelLa S3 a un stress oxydant, généré par
I’ajout de 500 uM d’H,0, dans le milieu de culture, impliquait une phase précoce (1 a 4 h) et
une phase tardive (24 h) de réponse, nous avons alors entrepris une analyse globale des
effets de ce stress sur I'expression des genes et |'épissage alternatif des pré-ARNm a 4 temps
différents: 1 h, 2 h, 4 h et 24 h. Cette analyse a I’échelle du génome a été effectuée par
emploi de puces a ADN spécifiques des exons (Affymetrix Human Exon ST 1.0 Arrays) dont la

description suit.

V.3.1. Description des puces a ADN utilisées lors de cette étude.

Les puces Affymetrix Human Exon ST 1.0 Arrays sont des puces a ADN qui permettent de
détecter les exons des ARNm humains. Ces puces contiennent des sondes spécifiques de
tous les exons identifiées dans les ARNm humains dans la banque de données Ensembl
Transcripts, soit 306 583 exons. Le principe général des puces a exons est schématisé dans la
figure V.9. Chaque exon, dont la taille est supérieure a 100 pb, est ciblé au minimum par un
ensemble (« probeset ») de 4 sondes. Les exons de taille inférieure sont également détectés,
mais avec un nombre de sondes inférieur qui dépend a la fois de la longueur et de la
séquence de l'exon. Selon le procédé Affymetrix, plusieurs sondes identiques sont
directement synthétisées sur un point donné de la puce. Les ADNc d’un échantillon marqués
par un fluorophore sont ensuite hybridés sur la puce et chaque point renvoie un signal
fluorescent proportionnel a la quantité d’ADNc cibles hybridés. Par ce procédé, il ainsi
possible de déterminer la fréquence d’utilisation de chaque exon, ainsi que le niveau
d’expression de chaque ARNm. La manipulation des puces, ainsi que I'analyse des données

ont été réalisées en collaboration avec I'équipe de L.Vallar (CRP Luxembourg).
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Figure V.9 : Principe des puces a exons utilisées. A : Représentation des sondes, spécifiques a chaque exon,
utilisées dans les puces exons. B : Stratégie générale pour la comparaison des transcriptomes de cellules non
stressées et stressées par emploi de puces a ADN. Les ARN totaux a comparer sont rétrotranscrits puis marqués
grace a un fluorophore, puis hybridés sur les micropuces. Chaque « spot » de la puce comporte des sondes
s’hybridant a une région définie d’un transcrit donné. Le signal fluorescent obtenu pour chaque élément est
proportionnel au nombre de molécules d’ADNc cibles qui s’hybrident sur cet élément. La comparaison des
signaux fluorescents de chaque puce permet de quantifier la différence du taux d’expression des différents
segments pour un transcrit donné.
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V.3.2.Caractéristiques des échantillons analysés sur les puces a exons.

Les ARN utilisés pour I'étude provenaient de 3 expériences distinctes incluant chacune
I'isolement d’ARN a partir de cellules HeLa S3 contréle et de cellules HelLa S3 soumises a un
stress oxydant. Le stress oxydant a été réalisé par addition de 500 uM d’H,0, dans les
conditions expérimentales établies dans le chapitre précédent avec différents temps de
traitement : 1 h, 2 h, 4 h et 24 h. Pour chaque temps de traitement testé, un contréle négatif
sans ajout d’H,0, a été réalisé et I'intégrité des ARN totaux extraits a partir des cellules a été
vérifiée par électrophorese capillaire (voir Matériel et Méthodes). N. Nicot, de I'équipe de L.
Vallar au CRP Luxembourg, a ensuite soumis ces ARN totaux a différents traitement afin de
les convertir en ADNc marqués. Les ADNc ainsi obtenus ont été hybridés aux puces. Une fois
I'hybridation réalisée et les lavages effectués, le signal lumineux émis par chacun des spots a
été scanné, puis quantifié. Pour chaque expérience, les données obtenues dans les cellules
non stressées ont été comparées a celles obtenues dans les cellules stressées. Une
différence de signal indiquait une différence du taux d’expression du segment d’ARNm
correspondant a la sonde contenue dans le spot. Les différences obtenues au sein de
chacune des 3 expériences et ceci pour chacun des temps considérés ont été moyennées,
puis une analyse statistique a été réalisée par T. Kaoma de I'équipe de L. Vallar. A I'issue de

ces analyses, un tableau de synthése des résultats nous a été fourni.

V.3.3. Données concernant les variations d’expression des genes.

V.3.3.1. Génes dont I'expression est induite ou réprimée suite a un stress oxydant.

L’analyse globale de I'expression des génes montre une expression différentielle significative
(False Discovery Rate ou FDRSlO'S) de 51, 947, 1870 et 1376 genes, 1 h, 2h, 4 het 24 h
respectivement apres linduction du stress oxydant (voir Tableau V.1). De maniére
intéressante on constate une augmentation croissante du nombre de génes dont
I’expression est modulée suite au stress entre les temps 1h et 4h et ensuite une diminution a
24 h. De plus, on remarque qu’aux temps 1 h et 2 h pres de 80 % des genes modulés le sont
positivement, tandis qu’au temps 4 h on retrouve autant de geénes positivement que

négativement régulés et que 24 h apres le début du stress 61 % des genes dont I'expression
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est modulée le sont négativement. L'expression de nombreux genes est donc
préférentiellement activée au cours de la phase précoce de réponse au stress oxydant et

réprimée lors de phase de réponse tardive.

1H 2H 4H | 24H

Génes totaux dont

I'expression varient 51 947 1870 1376
Génes négativement

régulés 8 203 938 834

Génes positivement régulés 43 744 932 542

Tableau V.1 : Nombre de génes dont I’expression varie de maniére significative (p-value < 10'3) 1h,2h,4het
24 h apres le début du stress oxydant. Pour chacun des temps, le nombre de génes dont I'expression est
négativement ou positivement régulée est indiqué.

En ce qui concerne les variations d'expression de génes observées au cours de la réponse
précoce, on constate que tous les génes dont I’expression est modulée au temps 1 h voient
également leur expression régulée aux temps 2 h et 4 h, ce qui est en accord avec une
implication des produits de ces génes dans la réponse précoce au stress oxydant. Parmi, ces
génes, celui présentant la plus forte induction au temps 1 h, avec un taux d’induction de
3,4x, est le gene NGLY1 qui code la protéine N-glycanase 1, une protéine associée au
protéasome et qui participe a la dégradation des glycoprotéines mal repliées. L’expression
de ce gene est induite 5,5x et 2,6x, respectivement, aux temps 2 h et 4 h. De méme, on
retrouve des modulations positives de I'expression de génes codant des protéines de
réponse au stress oxydant tel que les génes POR (P450 oxydoréductase) et DDIT3 (DNA-
dommage_inductible transcript 3) qui interviennent, respectivement, dans les systemes de
détoxification de la cellule et de réparation de 'ADN. De maniére attendue, I'expression de
nombreux genes impliqués dans I'apoptose et la mort cellulaire est positivement régulée, en
particulier les génes FOS et FOSB (FBJ murine osteosarcoma viral oncogene homolog B) dont
I’expression est augmentée respectivement de 3.2x et 4.4x aux temps 4 h, ainsi que p53
(TP53) de 1,6x. Les génes codant des protéines, dont I'expression est connue étre induite
lors d’un stress oxydant, sont également présents parmi la liste de génes dont I’expression
est modulée au temps 4 h comme GADD45a et B (Growth Arrest And DNA-Damage-

Inducible), qui régulent la transition de » la phase G1 vers la phase S du cycle cellulaire. Il est
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a noter que le gene le plus surexprimé au temps 4 h code la protéine FBXW10, qui participe
au phénomene d’ubiquitination impliquant la protéine E3 ubiquitine ligase en association
avec le protéasome. Cependant, I'expression de ce géne ne semble pas étre modulée aux

tempslhet2h.

Le géne le plus réprimé au temps 1 h est le géne NEXN qui code la protéine nexilin qui est
proposée intervenir dans la régulation de I'adhésion et la migration cellulaire au travers de
son association avec le cytosquelette d’actine. Comme nous le verrons par la suite, les génes
dont I'expression est régulée au cours de la réponse cellulaire peuvent étre regroupés selon
leur fonction cellulaire et I'adhésion des cellules constituent I'un de ces groupes. Parmi les
génes les plus négativement régulés, on retrouve de nombreux génes d’histones dont
HIST1H3F (histone cluster 1, H3f) qui est négativement régulé de 2.5x au temps 2 h et 3.6x
au temps 4 h, mais aussi HIST1H4D (histone cluster 1, H4d) qui est négativement régulé aux
temps 1 h (-1,7x), 2 h (-1,9x) et 4 h (-2,9x). Cette régulation négative de I'expression de
certains génes d’histones a déja été observée dans d’autres stress, notamment suite a un

stress thermique (Kato et al., 2009; Takahashi et al., 2008).

En ce qui concerne les variations de I'expression des génes lors de la phase tardive, pres de
34 % des génes positivement régulés sont communs aux différents temps précoces testés et
16 % en ce qui concerne les genes négativement régulés. Ce résultat suggere une continuité
dans la réponse cellulaire au stress entre les deux phases. Cependant, on retrouve
également des genes dont I'expression est positivement régulée dans les temps précoces de
réponse et négativement régulée en phase tardive. Ainsi, I'expression du géene codant la
protéine TNFSF10 (pour Tumor Necrosis Factor Superfamily 10, appelé également Trail), qui
participe a l'induction de I'apoptose, est positivement régulée au temps 4 h (1,6x), puis
négativement régulée au temps 24 h (-1,6x). Parmi, les génes les plus positivement régulés
spécifiques au temps 24 h, on trouve le géne codant la protéine MMP1 (matrix
metalloproteinase 1), qui joue un roéle essentiel dans le développement des tumeurs

métastasiques, avec un taux d’induction de 4x.
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V.3.3.2. Analyse bio-informatique des voies de régulation et des groupes fonctionnels auxquels
appartiennent les génes dont I'expression est modifiée lors d’un stress oxydant.

Afin d’avoir une vision plus intégrée de I'effet du stress oxydant sur I'expression des genes
de cellules Hela, nous avons entrepris de rechercher si certaines voies de régulation ou
certaines fonctions étaient plus particulierement affectées au cours de la réponse au stress
oxydant. Plusieurs outils informatiques permettent de réaliser ce type d’analyse a partir de
données d'expériences a haut débit. Dans notre cas, en collaboration avec A. Muller de
I’équipe de L. Vallar au CRP de Luxembourg, nous avons réalisé cette analyse en utilisant les

logiciels DAVID et Ingenuity.

V.3.3.2.1. Analyse des données par le logiciel DAVID.

Le logiciel David (Database Annotation, Visualization and integrated Discory) utilise
simultanément plusieurs bases de données de termes ontologiques en particulier les bases
de données Interpro, Pir superfamily, ainsi que les termes GO (Gene Ontology) issus de la

base de données http://geneontology.org (Ashburner et al., 2000). Ces termes GO

correspondent a des dénominations standardisées attribuées a chaque géene suivant les
caractéristiques des produits qu’il exprime. Ainsi, chaque géne entré dans le logiciel David
est associé a un ou plusieurs GO caractérisant le processus biologique dans lequel intervient
la protéine associée a ce gene (prolifération cellulaire, cycle cellulaire, métabolisme des
protéines, apoptose...), sa fonction moléculaire (interaction avec I'’ADN, activité de
transduction du signal, interaction avec les protéines..) et sa localisation cellulaire. Le logiciel
David regroupe ensuite les différents génes en fonction des termes ontologiques qui leurs
sont associés et identifie d’éventuel enrichissement de termes biologiques. Pour chaque GO
identifié, un taux d’enrichissement est calculé et des tests statistiques sont effectués pour
évaluer le niveau de significativité de I'enrichissement du terme d’intérét. A partir de ces
résultats, le logiciel regroupe les GO biologiquement reliées entre eux en cluster et associe
un score d’enrichissement. Ce score d’enrichissement est directement lié a la p-value
calculée pour le groupe fonctionnel selon la formule suivante : score =-log(p-value), par
conséquent un score d’enrichissement > 2 correspond a une p-value < 0.01 et plus le score
d’enrichissement est élevé, plus I'enrichissement de ces termes est significatif. Les listes de
génes dont I'expression variait 1 h, 2 h, 4 h et 24 h aprés l'induction du stress oxydant ont

été soumises au logiciel DAVID.
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Du fait du faible nombre de génes dont I'expression variait 1 h post-induction, I'analyse par
le logiciel DAVID n’a pas permis de mettre en évidence un enrichissement significatif d’'un
qguelconque processus cellulaire a ce temps. Cependant, les données obtenues aux temps 2
h et 4 h ont permis de faire ressortir un enrichissement de plusieurs groupes fonctionnels
qui sont identiques a ces deux temps. Les trois groupes fonctionnels, possédant les plus

hauts scores d’enrichissement DAVID aux temps 4 h sont présentés dans le tableau V.2.

On constate que 4 h aprés le début du stress oxydant le groupe fonctionnel présentant le
plus haut score d’enrichissement est associé a la régulation de I'apoptose et a la survie
cellulaire. Ceci est tout a fait en accord avec la mortalité cellulaire observée au cours de la
réponse au stress oxydant. L’analyse par DAVID met également en évidence un effet marqué
du stress oxydant sur I'expression de genes dont la fonction est liée a l'actine et a
I'organisation du cytosquelette. Il est a noter que |'analyse par DAVID fait ressortir
également d’autres groupes fonctionnels associés au cytosquelette, mais avec un score
d’enrichissement moins important, mais néanmoins significatif, ce qui renforce le résultat
(données présentées en Annexe 1). L’analyse met également en évidence un enrichissement
de termes GO associés a la régulation de la transcription, indiquant une forte modulation de

la transcription lors de la réponse au stress oxydant.

L’analyse par DAVID des données obtenues au temps 24 h a été également réalisée et les
principaux résultats sont présentés dans le tableau V.3. La liste compléte des groupes
fonctionnels identifiés et des scores d’enrichissement associés est présentée en Annexe 2.
Comme pour les temps précoces, |I'analyse montre un enrichissement de GO associés au
cytosquelette, a la régulation de I'apoptose, mais aussi a la migration des cellules qui
représente le plus haut score d’enrichissement DAVID. De maniéere attendue, les groupes

fonctionnels présentant les 2°™° et 3°™°

plus hauts scores d’enrichissement correspondent a
la réponse aux vitamines, avec notamment la réponse a la vitamine A qui appartient aux
systemes antioxydants non enzymatiques, et a la réponse au stress oxydant, avec des genes
associés a la réponse au peroxyde d’hydrogéne. Enfin, 'analyse met également en évidence
un groupe fonctionnel associé a I'angiogenése parmi les plus hauts scores d’enrichissement

DAVID, ce qui, en association avec le groupe fonctionnel associé a la migration des cellules,

est en adéquation avec I'implication du stress oxydant dans le développement tumoral.
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Catégorie Terme Nombre % Enrichissement | PValue |Benjamini

G0:0043065~positive regulation of

terme GO BP apoptosis 71 4.6 2,0E+00 5,56-08 | 2,0E-04
G0:0043068~positive regulation of

terme GO BP programmed cell death 71 4.6 1,9E+00 7,3E-08 | 1,3E-04
G0:0010942~positive regulation of

terme GO BP cell death 71 4.6 1,9E+00 8,7E-08 | 1,1E-04

terme GO BP | GO:0042981~regulation of apoptosis | 110 7.1 1,6E+00 3,1E-07 | 1,2E-04

G0:0043067~regulation of

terme GO BP programmed cell death 110 7.1 1,6E+00 5,1E-07 | 1,6E-04

terme GO BP | GO:0010941~regulation of cell death | 110 7.1 1,6E+00 6,1E-07 | 1,5E-04

terme GO BP | GO:0006917~induction of apoptosis 53 3.4 2,0E+00 3,0E-06 | 5,9E-04

G0:0012502~induction of

terme GO BP programmed cell death 53 3.4 2,0E+00 3,3E-06 | 6,1E-04
G0:0043066~negative regulation of

terme GO BP apoptosis 52 3.4 1,7E+00 1,0E-04 | 1,2E-02
G0:0043069~negative regulation of

terme GO BP programmed cell death 52 3.4 1,7E+00 1,56-04 | 1,6E-02
G0:0060548~negative regulation of

terme GO BP cell death 52 3.4 1,7E+00 1,6E-04 | 1,6E-02

terme GO BP G0:0006916~anti-apoptosis 33 2.1 1,9E+00 5,3E-04 | 3,2E-02

Catégorie Terme Nombre % Enrichissement | PValue |Benjamini
Mot-clé Pir
Superfamily actin-binding 45 2.9 2,4E+00 1,0E-07 | 7,3E-06
G0:0008092~cytoskeletal protein

terme GO MF binding 75 4.9 1,8E+00 1,6E-06 | 1,7E-03

terme GO MF GO0:0003779~actin binding 54 3.5 2,0E+00 2,5E-06 | 1,4E-03

terme GOCC | G0:0015629~actin cytoskeleton 38 2.4 1,9E+00 3,0E-04 | 1,3E-02
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Catégorie Terme Nombre % Enrichissement | PValue |Benjamini
Mot-clé Pir
Superfamily nucleus 435 28.4 1,3E+00 7,4E-12 2,3E-09
G0:0031328~positive regulation of
terme GO BP cellular biosynthetic process 99 6.4 1,7E+00 1,0E-07 9,5E-05
G0:0010557~positive regulation of
terme GO BP | macromolecule biosynthetic process 95 6.2 1,7E+00 1,5E-07 1,1E-04
G0:0045893~positive regulation of
terme GO BP transcription, DNA-dependent 75 4.9 1,9E+00 1,76-07 | 1,1E-04
G0:0009891~positive regulation of
terme GO BP biosynthetic process 929 6.4 1,7E+00 2,1E-07 1,1E-04
G0:0051254~positive regulation of
terme GO BP RNA metabolic process 75 4.9 1,8E+00 2,4E-07 | 1,1E-04
G0:0045941~positive regulation of
terme GO BP transcription 84 5.4 1,8E+00 3,0E-07 | 1,3E-04

G0:0006357~regulation of
transcription from RNA polymerase |l
terme GO BP promoter 101 6.6 1,6E+00 5,1E-07 | 1,7E-04
G0:0051173~positive regulation of

nitrogen compound metabolic

terme GO BP process 92 6.0 1,7E+00 5,2E-07 | 1,5E-04
G0:0010628~positive regulation of
terme GO BP gene expression 85 L3 1,7E+00 5,56-07 | 1,5E-04

G0:0045935~positive regulation of
nucleobase, nucleoside, nucleotide

terme GO BP | and nucleic acid metabolic process 89 5.8 1,7E+00 8,7E-07 2,0E-04
G0:0010604~positive regulation of
terme GO BP | macromolecule metabolic process 113 7.3 1,6E+00 1,4E-06 3,0E-04
Mot-clé Pir
Superfamily Transcription 215 14.0 1,4E+00 1,5E-06 7,8E-05
Mot-clé Pir
Superfamily transcription regulation 211 13.7 1,4E+00 1,6E-06 7,6E-05

G0:0045944~positive regulation of
transcription from RNA polymerase Il
terme GO BP promoter 59 3.8 1,9E+00 2,9E-06 | 6,0E-04

Tableau V.2 : Groupes fonctionnels de génes pour lesquels des variations significatives d’expression sont
détectées avec les meilleurs scores statistiques par le logiciel DAVID au temps 4 h. Pour chaque groupe
fonctionnel sont présentés les différents termes associés et leurs origines (catégorie), le nombre de génes
concernés dans nos données (nombre) et le pourcentage de génes que cela représente (%) sur la totalité des
données analysées. L’enrichissement par rapport a la proportion que ces termes représentent dans la totalité
du génome humain est également indiqué. Le niveau de significativité des différents enrichissements est
déterminé par deux tests statistiques (P-value, Benjamini). A partir des p-values obtenues pour chacun des
termes, DAVID calcule un score d’enrichissement pour le groupe fonctionnel selon la formule “ score = -log(p-
value).
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Catégorie Terme Nombre % Enrichissement | PValue |Benjamini
G0:0030334~regulation of cell
terme GO BP migration 35 2,8 3,0E+00 1,6E-08 | 1,1E-05
G0:0040012~regulation of
terme GO BP locomotion 37 3,0 2,8E+00 4,1E-08 | 1,3E-05
G0:0051270~regulation of cell
terme GO BP motion 37 3,0 2,7E+00 4,7E-08 | 1,2E-05
G0:0030335~positive regulation of
terme GO BP cell migration 22 1,8 3,5E+00 5,7E-07 | 9,6E-05
G0:0040017~positive regulation of
terme GO BP locomotion 23 1,9 3,4E+00 7,7E-07 | 1,2E-04
G0:0051272~positive regulation of
terme GO BP cell motion 22 1,8 3,2E+00 3,1E-06 | 3,7E-04
Catégorie Terme Nombre % Enrichissement | PValue |Benjamini
terme GO BP |G0:0033273~response to vitamin 35 1,7 3,0E+00 1,6E-08 | 1,1E-05
0:0009991~response to
terme GO BP |extracellular stimulus 37 3,2 2,8E+00 4,1E-08 1,3E-05
terme GO BP |GO:0007584~response to nutrient 37 2,3 2,7E+00 4,7E-08 | 1,2E-05
(G0O:0031667~response to nutrient
terme GOBP |levels 22 2,8 3,5E+00 5,7E-07 | 9,6E-05
terme GO BP |GO:0033189~response to vitamin A 23 0,9 3,4E+00 7,7E-07 | 1,2E-04
Catégorie Terme Nombre % Enrichissement | PValue |Benjamini
G0:0010035~response to inorganic
terme GO BP substance 44 3,6 3,1E+00 4,9E-11 | 8,6E-08
G0:0006979~response to oxidative
terme GO BP stress 3 2,7 2,9E+00 8,9E-08 | 1,7E-05
G0:0000302~response to reactive
terme GO BP oxygen species 17 1,4 3,2E+00 4,8E-05 | 3,2E-03
G0:0042542~response to hydrogen
terme GO BP peroxide 12 1,0 3,1E+00 1,5E-03 | 4,4E-02
Catégorie Terme Nombre % Enrichissement | PValue | Benjamini
G0:0001568~blood vessel
terme GO BP development 43 3,5 2,5E+00 4,7E-08 | 1,3E-05
G0:0001944~vasculature
terme GO BP development 43 Bl 2,5E+00 9,4E-08 | 1,7E-05
terme GO BP G0:0001525~angiogenesis 26 2,1 2,5E+00 3,1E-05 | 2,2E-03
G0:0048514~blood vessel
terme GO BP morphogenesis 32 2,6 2,2E+00 6,3E-05 | 3,9E-03
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Catégorie Terme Nombre % Enrichissement | PValue | Benjamini
Mot-clé Pir
Superfamily actin-binding 38 3,1 2,4E+00 7,86-07 | 9,6E-05
G0:0008092~cytoskeletal protein
terme GO MF binding 65 53 1,8E+00 2,56-06 | 2,7E-03
terme GO MF G0:0003779~actin binding 46 3,7 2,0E+00 95E-06 | 5,2E-03
Catégorie Terme Nombre % Enrichissement | PValue | Benjamini
terme GO BP | GO:0042981~regulation of apoptosis 99 8,0 1,8E+00 2,6E-08 | 1,3E-05
G0:0043067~regulation of

terme GO BP programmed cell death 99 8,0 1,7E+00 4,3E-08 1,3E-05

terme GOBP | GO:0010941~regulation of cell death 99 8,0 1,7E+00 5,1E-08 | 1,2E-05
G0:0043068~positive regulation of

terme GO BP programmed cell death 57 4,6 1,9E+00 5,0E-06 5,7E-04
G0:0010942~positive regulation of

terme GO BP cell death 57 4,6 1,9E+00 5,7E-06 | 6,3E-04
G0:0043065~positive regulation of

terme GO BP apoptosis 56 4,5 1,9E+00 8,4E-06 | 7,8E-04
G0:0043066~negative regulation of

terme GO BP apoptosis 46 3,7 1,9E+00 6,4E-05 | 3,9E-03
G0:0043069~negative regulation of

terme GO BP programmed cell death 46 L7 1,8E+00 8,9E-05 | 4,7E-03
G0:0060548~negative regulation of

terme GO BP cell death 46 3,7 1,8E+00 9,6E-05 | 5,0E-03

G0:0012502~induction of

terme GO BP programmed cell death 41 e 1,8E+00 2,4E-04 1,0E-02

terme GOBP | GO:0006917~induction of apoptosis 40 3,2 1,8E+00 4,6E-04 | 1,8E-02

terme GO BP (G0:0006916~anti-apoptosis 28 2,3 1,9E+00 1,1E-03 | 3,7E-02

Tableau V.3 : Groupes fonctionnels de génes pour lesquels des variations significatives d’expression sont
détectées avec les meilleurs scores statistiques par le logiciel DAVID au temps 24 h. Pour chaque groupe
fonctionnel sont présentés les différents termes associés et leurs origines (catégorie), le nombre de génes
concernés dans nos données (nombre) et le pourcentage de génes que cela représente (%) sur la totalité des
données analysées. L’enrichissement par rapport a la proportion que ces termes représentent dans la totalité
du génome humain est également indiqué. Le niveau de significativité des différents enrichissements est
déterminé par deux tests statistiques (P-value, Benjamini). A partir des p-values obtenues pour chacun des
termes, DAVID calcule un score d’enrichissement pour le groupe fonctionnel selon la formule ~ score = -log (p-
value).
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V.3.3.2.2. Analyse des données par le logiciel Ingenuity.

Afin de compléter les analyses effectuées avec le logiciel DAVID, nous avons, toujours en
collaboration avec I'équipe de L.Vallar au CRP Luxembourg, analysé nos résultats en utilisant
le logiciel Ingenuity. Ce logiciel, tout comme DAVID, permet d’identifier des processus
cellulaires et des voies métaboliques associés a un nombre significatif de genes dont
I’expression varie suite a un traitement. Cependant, la particularité du logiciel Ingenuity est
qu’il permet également de réaliser une analyse dite en amont ("upstream analysis"). En
effet, Ingenuity prend en considération le niveau de variation des différents genes modulés,
c’est-a-dire s’ils sont négativement ou positivement régulés, et a partir d’'une base de
données incluant des résultats expérimentaux publiés, le logiciel permet de mettre en
évidence et d’identifier I'activation ou linhibition de voies métaboliques, mais aussi de
potentiels facteurs de régulations impliqués dans les variations d’expression observées dans
les données. Les éléments régulateurs considérés peuvent étre des facteurs de transcription,
mais également des microARN, des kinases ou des enzymes. Pour chacun des régulateurs
potentiels identifiés, des tests statistiques sont réalisés et une p-value, reflétant la
probabilité que I'enrichissement constaté dans nos données en expression des genes cibles

de I'élément régulateur soit d au hasard ou soit significatif, est calculée.

V.3.3.2.2.a. Analyse des voies métaboliques par le logiciel Ingenuity

Les listes de génes dont I'expression variait aux temps 1 h, 2 h, 4 h et 24 h ont été soumises
au logiciel Ingenuity afin de mettre en évidence des voies métabolique impliquées dans la
réponse au stress oxydant. Tout comme avec le logiciel DAVID aucun résultat significatif n’a
pu étre obtenu pour les données du temps 1 h du fait du faible nombre de génes dont
I’expression variait. Les principaux résultats obtenus pour chacun des autres temps sont
présentés dans le tableau V.4. L’analyse des résultats des temps 2 h et 4 h met en évidence
un enrichissement de genes impliqués dans divers voies métaboliques associées au systeme
immunitaire, mais aussi, comme attendu, dans la réponse au stress oxydant via le facteur de
transcription Nrf2 et I'action antioxydante de la vitamine C. Concernant les résultats au

temps 24 h, on observe un tres fort enrichissement de genes impliqués dans la biosynthese
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des cholestérols, mais aussi de genes impliqué dans la différenciation cellulaire. Ces
résultats, en accord avec ceux obtenus par le logiciel DAVID, mettent également en évidence
des voies de régulation associée a la survie cellulaire (p53 Signaling) et la transduction du
signal (Protein Kinase A Signaling). On notera également que, en accord avec nos données
concernant I'expression des ARN Sat Il de facon tardive au cours de la réponse au stress
oxydant, la réponse aux protéines dénaturées, qui repose en grande partie sur |'activité du
facteur de transcription HSF1, fait partie des voies métaboliques spécifiqguement enrichies a

24 h.

Les résultats des analyses par les logiciels DAVID et Ingenuity, bien que nécessitant d’étre
confirmés expérimentalement, nous permettaient donc d’avoir un apercu global de I'impact

d’un stress oxydant généré par I'ajout de 500 uM d’H,0, sur les cellules Hela.

Voie métabolique p-value Voie métabolique p-value
CD27 Signaling in Lymphocytes 1,5E-05 IL-17A Signaling in Gastric Cells 2,8E-05
TNFR1 Signaling 2,9E-04 Activation of IRF by Cytosolic Pattern Recognition Receptors 1,6E-04
GNRH Signaling 4,1E-04 Protein Kinase A Signaling 1,7E-04
NRF2 diated Oxidative Stress Resp 5,6E-04 Antioxidant Action of Vitamin C 4,8E-04
LPS-stimulated MAPK Signaling 6,6E-04 EGF Signaling 7,6E-04
CD40 Signali 1,5E-03 Cholecystokinin/Gastrin-mediated Signalin, 9,8E-04
Trans, trans-farnesyl Diphosphate Biosynthesis 1,9E-03 Role of RIG1-like Receptors in Antiviral Innate Immunity 1,1E-03
PPAR Signalil 2,8E-03 NRF2. diated Oxidative Stress R 1,5E-03
IL-10 Signaling 2,8E-03 RAN Signaling 1,9E-03
RANK Signaling in O: . 4,1E-03 Role of JAK1, JAK2 and TYK2 in Interferon Signaling 2,0E-03
TNFR2 Signaling 4,1E-03 April Mediated Signaling 2,1E-03
ILK Signali 4,6E-03 Regulation of IL-2 Expression in Activated and AnergicTL hocytes 2,5E-03
HGF Signaling 4,6E-03 Role of PKR in Interferon Induction and Antiviral Response 2,7E-03
p53 Signali 5,2E-03 B Cell Activating Factor Signaling 2,7E-03
4-1BB Signalingin T Lymphocytes 5,8E-03 iNOS Signaling 2,7E-03

Voie métabolique p-value

Hepatic Fibrosis / Hepatic Stellate Cell Activation 1,5E-07

Cholesterol Biosynthesis| 5,6E-07

Cholesterol Biosynthesis Il (via 24,25-dihydrolanosterol) 5,6E-07

Cholesterol Biosynthesis 11 (via D ol) 5,6E-07

Superpathway of Cholesterol Biosynthesis 3,0E-05

Superpathway of Serine and Glycine Biosynthesis | 1,8E-04

p53 Signaling 6,2E-04

Unfolded protein 8,3E-04

Folate Transformations | 1,1E-03

Regulation of the Epithelial-Mesenchymal Transition Pathway 1,4E-03

TR/RXR Activation 2,1E-03

IL-8 Signali 2,2E-03

ILK Signaling 2,7E-03

Protein Kinase A Signaling 3,0E-03

Ethanol Degradation IV 4,6E-03

Tableau V.4 : Voies métaboliques identifiées par le logiciel Ingenuity pour lesquelles I'expression d’un
nombre significatif de génes est modulée aux temps 2 h, 4 h et 24 h. Pour chaque temps sont listées les
différentes voies métaboliques et leur p-value associée.

199



Partie 2 : Chapitre V (Résultats)

V.3.3.2.2.b. Identification de potentiel facteur de régulations impliquées dans le stress oxydant
par le logiciel Ingenuity.

Comme mentionné précédemment, le logiciel Ingenuity permet aussi d’identifier de
potentiels facteurs régulateurs susceptibles d’avoir provoqué I'induction ou I'inhibition d’un
ensemble de genes dont I'expression est modulée suite a un traitement, ceci en se basant
sur des réseaux de régulation établis a partir de données expérimentales. Pour chaque
régulateur potentiel identifié comment pouvant contribuer a la modulation d’expression
d’un ensemble de génes, une p-value est déterminée afin de vérifier statistiquement le
niveau de significativité du résultat. De plus, en se basant sur le niveau d’activation ou
d’inhibition des genes cibles du régulateur potentiel identifié, Ingenuity prédit également
I'impact du traitement effectué sur les cellules sur le niveau d’activation de la protéine
régulatrice, a savoir si celle-ci est activée ou inhibée suite au traitement. Le niveau de
significativité de cette prédiction est estimé par le calcul d’un Z-score, une valeur de Z-score
élevée étant en faveur d’une activation du régulateur et une valuer de Z-score faible en
faveur de son inhibition. Ainsi une valeur de Z-score supérieure a 2, indique que le
régulateur potentiel identifié est probablement activé et plus la valeur de Z_score est
importante, plus la probabilité que I'activation soit réelle est importante. A l'inverse, une
valeur de Z-score inférieure a -2 indique une inhibition de I'activité du régulateur identifié et
plus la valeur de Z score est faible, plus la probabilité que l'inhibition soit réelle est

importante.

Ainsi, I'utilisation d’Ingenuity a permis l'identification aux temps 2 h, 4 h et 24 h de
respectivement 190, 179 et 298 régulateurs en amont potentiels dont I'expression des génes
cibles variait significativement dans nos données expérimentales (p-value < 0,01 ; listes
disponibles en Annexe 3). Les résultats obtenus au temps 2 h et 4 h sont, une fois encore,
assez semblables avec 63 régulateurs potentiels aux temps 4 h qui présentent un Z-score
significatif, c’est-a-dire 2 2 ou < -2. Les régulateurs potentiels ont été classés par Ingenuity en
différentes catégories selon leur fonction : régulateur de la transcription, cytokine, récepteur
membranaire, kinase, miRNA, enzyme, facteur de croissance... Les principaux résultats

obtenus au temps 4 h sont résumés dans le tableau V.5
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Le régulateur potentiel qui présente le Z-score le plus élevé est le facteur de transription
NUPR1 (=p8 ou COM1, p-value = 1,45.10, Z-score = 5,69) dont Ingenuity prédit une
activation suite au stress oxydant. Le fait que seule une augmentation faible, mais
néanmoins significative, du taux d’ARNm NUPR1 ait été détectée sur nos puces
(augmentation de 1,26 x, p-value = 6,5.10°), n’est pas en contradiction avec cette prédiction,
puisque I'activité de NUPR1, tout comme celle de nombreux facteurs de transcription, peut
étre régulée au niveau traductionnel ou post-traductionnel. Par ailleurs, NUPR1 a
récemment été montré étre impliqué dans le maintien de I'homéostasie redox et sa
déplétion entraine une augmentation de la quantité de ROS intracellulaires (Weis et al.,
2015). NUPR1 est également connu pour étre associé a la réponse a de nombreux stress,
notamment thermique et génotoxique, de part sa capacité a réguler I'expression de génes
de réponse aux stress, mais aussi de part son interaction avec la protéine p53 (TP53) qui est
également présente dans la liste des facteurs de régulation proposée par Ingenuity, mais
avec un Z-score non significatif (p-value = 1,9.107, Z-score = -0,37). Il est a noter que NUPR1
peut étre activé par ATF4 une autre protéine proposée par le logiciel comme étant activée
(Clark et al., 2008; Jin et al., 2009). D’autres régulateurs de la transcription comme FOS, JUN,
RELA et les complexe NFKB et Apl qui sont impliqués dans I'apoptose et la survie cellulaire
sont proposés étre activés lors de la réponse précoce au stress oxydant, ce qui est cohérent
avec les résultats obtenus lors de I'analyse avec le logiciel DAVID. Les résultats suggérent
également I'activation d’ERK1/2 qui est impliqué dans la stabilisation de la protéine Nrf2 et
son activation dans la réponse au stress oxydant ainsi que dans la survie cellulaire. De facon
surprenante cependant, la protéine Nrf2 ne ressort pas au niveau de cette analyse, alors que
I’'expression de certains de ses genes cibles avérés, tels que HMOX1 (heme oxygenase
(decycling) 1) et TXNDR1 (thioredoxin reductase 1), est positivement et significativement
régulée 4 h aprés I'induction du stress (1, 5x avec une p-value de 1,03.10 pour HMOX1 et
2,28x avec une p-value de 3,3.10° pour TXNDR1). De nombreuses cytokines semblent
également étre activées et sont a mettre en relation avec la protéine TREM1 qui stimule la
réponse inflammatoire et qui est également prédite pour étre activée. Il est a noter que
I'activité de TREM1 peut également étre régulée par la protéine Nrf2 qui régule la
transcription du géne TREM1 lors de processus inflammatoires non contrélés (Thimmulappa
et al., 2006). Le logiciel Ingenuity permet également de mettre en évidence I'implication

potentielle de certains miRNA et notamment, ici a 4 h, du miR-155-5p dont l'activité est
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prédite inhibée (p-value =1,34.10®, Z-core = -3,123). Ce miRNA est proposé é&tre impliqué
dans certaines pathologies cardiaques et certains cancers et intervient dans plusieurs
processus cellulaires comme la réponse inflammatoire et I'apoptose en régulant, par
exemple, I'expression de FOS, FOXO3 et STAT3 (Huang et al., 2015a; Lin et al., 2015; Zhang
et al., 2015). A4 h, le Z-score le plus bas (-3,276) correspond a I'inhibition des enzymes Hdac
(Histone déacétylase). Une diminution de I’expression de ces enzymes est généralement
associée au passage de I'hétérochromatine péricentromérique a un état d’euchromatine et
pourrait contribuer a I’expression des ARN Sat Ill cependant a ce temps aucune induction de
I’expression des ARN Sat Il n’est détectée. On notera par ailleurs, que le facteur HSF1 n’est
pas retrouvé au sein de la liste des régulateurs potentiels a 4 h et que parmi ces cibles
connues pour étre exprimées lors d’un stress oxydant seule I'expression du géne BAG3
(pour BCL2-Associated Athanogene 3 ou BIS ou CAIR-1 ou MCM®6) est significativement
activée (2,5x avec une p-value de 2,9.107). Il est par conséquent possible que I'absence
d’expression des ARN Sat Il 4 h aprés le début du stress soit liée a une faible activité du
facteur de transcription HSF1 a ce temps. Les données obtenues au temps 24 h sont assez
similaires a celles du temps 4 h avec notamment I’activation prédite de NUPR1, mais aussi
des protéines impliquées dans la survie cellulaire comme FOS, RELA et le complexe NFKB
(voir Tableau V.6). De méme, on observe également |'activation de nombreuses cytokines et
de TREM1. L'expression de miR-155-5p est également prédite étre inhibée au temps 24 h (p-
value de 8,9.10'4 et Z-score de -2,621), ainsi que celle de miR-34 (p-value de 2,7.10'2 et Z-
score de -2,219) qui est proposé favoriser la transcription du géne codant la protéine p53.
On constate cependant, que certaines des prédictions faites au temps 4 h ne le sont plus au
temps 24 h, suggérant des régulations spécifiques aux temps précoces et a la phase tardive.
C’est le cas d’ERK1/2 qui n’est plus prédit comme activé au temps 24 h. A l'inverse, d’autres
protéines prédites comme activées sont spécifiques aux temps 24 h comme la protéine
KDMS5B (lysine (K)-specific demethylase 5B) qui régule la déméthylation des histones H3K4. Il
est proposé que la protéine KDM5B contribue a l'inhibition de I'expression de certains
génes en favorisant le compactage de la chromatine, en particulier au niveau de génes
impliqués dans la sénescence cellulaire (Dai et al., 2014; Li et al., 2013). C’est également le
cas du facteur de transcription HSF1 qui, bien que non présenté dans le tableau V.6 ou seuls
les facteurs de régulation avec des Z-score > 2 ou < -2 sont listés, est présent dans la liste des

régulateurs potentiels & 24 h avec une p-value de 7,6.107, alors qu’il ne I'était pas a 4h
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(Annexe 3). Cette derniere observation est en accord avec |'observation de la surexpression
des ARN Sat Ill en phase tardive de réponse au stress oxydant. |l est nécessaire de rappeler
que les prédictions faites par Ingenuity et décrites dans ces derniers paragraphes
demandent a étre confirmées expérimentalement. Néanmoins, ces analyses nous ont permis
d’avoir un apercu des processus et des mécanismes qui peuvent étre mis en jeu dans les

différents de temps de réponse au stress oxydant.

lmm 5696 | 15614
m 3293 | 67807

—
mm
mmm
—mm-m
—m@
m—m

Hdac |nh|be —3 276 l,lE{JS

Immunoglob
ulin Activé 2,138 1,7E-03

_
_

m —

TRIB3 1, 082 |nh||}e -2 186 3 5E 03

D28 1,113 inhibé -2,159 1,8E-02 | | miR-155-5p inhibé -3,123 1,3E-05

Tableau V.5 : Principaux résultats des analyses et prédictions en amont des données d’expression des puces
par le logiciel Ingenuity au temps 4 h. Les protéines régulatrices prédites par le logiciel Ingenuity sont
regroupées selon leur fonction. Pour chaque protéine sont indiqués le taux d’induction de son expression
d’aprés les données de puces, la prédiction de son activation par Ingenuity (activé ou inhibé), le Z-score
correspondant a cette activation et le niveau de significativité de la protéine en tant que possible régulateur (p-
value).
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PDGF 38 _ 2987 | 93615

NFkB
comp olex Activated 6,9E-07

mm—
m

mm
_
m-

EHF 1, 154 Inhibited -2,333 1,4E-02

| ONMT3B | 1082 | Activated | 2538 | 39603 |

—mm mm
_ mm
m—

[ mir3a | 106 | Inhibited | 2218 | 27802 |

TREM1 | 1,003 | Activated | 3767 | 6sE1

Tableau V.6 : Principaux résultats des analyses et prédictions en amont des données d’expression des puces
par le logiciel Ingenuity au temps 24 h. Les protéines régulatrices prédites par le logiciel Ingenuity sont
regroupées selon leur fonction. Pour chaque protéine sont indiqués le taux d’induction de son expression
d’aprés les données de puces, la prédiction de son activation par Ingenuity (activé ou inhibé), le Z-score
correspondant a cette activation et le niveau de significativité de la protéine en tant que possible régulateur (p-
value).
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V.3.4. Données concernant les variations d’épissage alternatif.

V.3.4.1. Analyse globale des transcrits qui présentent une modulation de I'épissage alternatif.

L'analyse des données des puces pour la détection d’évenements d’épissage modulés en
réponse au stress oxydant a nécessité de nombreux traitements statistiques différents,
réalisés par T. Kaoma de I'équipe de L. Vallar, afin d’obtenir les résultats les plus significatifs.
Seuls les résultats ayant répondu de maniére satisfaisante aux différents tests statistiques
(p<0.05) ont été retenu pour I'analyse. Il est a noter qu’une analyse de données entre les
conditions témoins aux temps 24 h et 1 h a été réalisée afin d’identifier des modulations
d’épissage associées a la croissance cellulaire ou a I'appauvrissement du milieu de culture
dans le temps pour le point 24 h. Cette analyse, nous a permis de conserver seulement les
événements qui de maniere significative sont associés a la réponse au stress oxydant au

temps 24 h.

Le tableau V.7 récapitule le nombre d’événements de modulation d’épissage
significativement détectés pour chacun des temps d’analyse, ainsi que le nombre de
transcrits associés a ces modulations. De maniéere générale, on observe que c’est aux temps
2 het4 h que I'on détecte le plus de modulations d’épissage avec respectivement 399 et 388
évenements détectés contre 151 événements au temps 24 h et 43 évenements au temps 1
h. Les événements d'épissage modifiés au cours de la réponse au stress oxydant et repérés
grace aux puces ont été classés en 3 catégories : les exons cassette, les exons 5' alternatifs et
les exons 3' alternatifs. L'analyse de la distribution des événements régulés a 24 h au sein de
ces 3 catégories révele une proportion de 47.6 % d’exons cassette, 36.2 % d’exons 3’

alternatifs et 16,2 % d’exons 5’ alternatifs.

1H 2H | 4H | 24H

Evénements

d’épissage détecté 43 399 388 151

Geénes dont
I'épissage est modulé

43 347 291 101

Tableau V.7 : Nombre d’événements d’épissage modulé de maniére significative (p-value < 10%) 1 h, 2 h, 4 h
et 24 h apreés le début du stress oxydant. Pour chacun des temps, le nombre d’événements d’épissage modulé
au cours du stress ainsi que le nombre de génes concernés par ces modulations est indiqué.
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De fagon intéressante, plusieurs exons d’'un méme ARNm peuvent étre différentiellement
régulés au cours de la réponse au stress oxydant. Dans certains cas, cela est d0 a la
régulation simultanée d’un ensemble d’exons consécutifs, c’est notamment le cas lors d’un
choix alternatif de site de polyadénylation, par contre dans d’autres cas aucune corrélation
évidente ne semble exister entre les différents événements touchant un méme ARNm. Il faut
cependant garder a I'esprit que nous parlons ici de populations hétérogénes d’ARNm et que
chacun des événements détectés peut en fait étre spécifique a une sous-population d’ARNm
et que le fait que 2 modulations différentielles d’épissage soient détectées pour un méme
ARNm ne signifie pas que ces 2 modulations se produisent simultanément au sein d’une

méme molécule d’ARNm.

Dans un premier temps, nous avons cherché a savoir si des processus biologiques étaient
spécifiguement associés aux transcrits dont |'épissage était modulé en utilisant a nouveau le
logiciel DAVID (Annexe 4). Une fois de plus, I'analyse n’a pas pu étre effectuée sur les
données du temps 1 h du fait du trop faible nombre de modulations d’épissage détectées a
ce temps. Les principaux groupes fonctionnels présentant un score DAVID supérieur a 1,3 (ce
qui correspond a une p-value <0,05) aux temps 2 h, 4 h et 24 h sont présentés dans le
tableau V.8. Chaque groupe fonctionnel est nommé en fonction du terme GO le plus
représentatif au sein du groupe. De maniere générale, les groupes fonctionnels identifiés
présentent des scores DAVID plus faibles que ceux obtenus lors de I'analyse de |'expression
des génes. Cette différence s’explique en partie par le fait que moins de genes ont été entrés
dans le logiciel d’analyse. Le meilleur score obtenu au temps 2h concerne la régulation de la
transcription avec un score de 3.63. Ce groupe fonctionnel est également détecté au temps
4 h, mais avec un Z-score d’enrichissement inférieur a 1,3 et est donc considéré comme non
significatif. Les groupes fonctionnels présentant les meilleurs scores d’enrichissement au
temps 4 h sont des processus associés a |'activité des protéines kinases et aux ATPases avec
des scores respectifs de 2.07 et 1.63. Fait intéressant, I'analyse semble mettre en évidence
un lien entre les modulations d’épissage détectées et le métabolisme des lipides ainsi que la
structure du cytosquelette. De maniére générale, les résultats des analyses aux temps 2 h et
4 h sont assez proches et en accord avec les résultats obtenus lors de I'analyse de

I’expression des genes.
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Cette correspondance entre les deux analyses peut s’expliquer par le fait que 30 % des
transcrits présentant une modulation d’épissage alternatif au temps 2 h sont exprimés de
maniére différentielle au temps 4 h. Les résultats obtenus au temps 24 h sont différents de
ceux obtenus aux temps précoces et les meilleurs scores d’enrichissement DAVID
concernent des processus de différenciation cellulaire. De maniére intéressante, parmi les
meilleurs scores, on observe de nombreux processus associés a la migration et a I'adhésion
cellulaires. Par conséquent, il est raisonnable de penser que suite a un stress oxydant et une
premiere réponse anti-oxydante dans les temps précoces afin de limiter les dégats
cellulaires, la cellule par le biais de I'épissage alternatif favorise sa migration vers un nouvel

environnement.

—

Régulation de la transcription 3,63 Différenciation neuronale 3,53
Régulation des protéines d'oxydo/réduction 2,39 Contraction musculaire 2,18
Cycle cellulaire 2,18 Migration cellulaire 2,02
Réponse aux stress 2,03 Développement cardiaque 1,2
Processus Catabolique des protéines 1,99 Jonction cellulaire 1,83
Régulation de l'apoptose 1,99 Adhésion des cellules 1,68
Métabolismes des lipides 1,84 Cytosquelette/microtubules 1,63
Adhérences des cellules 1,81 Collagéne 1,61
Cytosquelette/microtubules 1,59 Activité des cytokines 1,59
Cytosquelette/actine 1,44 Matrice extracellulaire 1,58

Activité des protéines kinases 2,07

Activité des protéines ATPase 1,63

Organisation de I'actine/cytosquelette 1,54

Métaholisme des sucres 1,43

Fixation du Ca2* 1,43

Métabolisme des phospholipases 1,4

Tableau V.8: Groupes fonctionnels établis par le logiciel DAVID a partir des listes de géenes pour lesquels des
variations d’épissage significatives ont été détectées 2 h, 4 h ou 24 h apres induction du stress oxydant.
Chacun des groupes est nommé en fonction du terme GO le plus représentatif du groupe. Le score
d’enrichissement DAVID est calculé pour 'ensemble du groupe fonctionnel selon la formule ~ score = -log(p-
value)
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V.4. CONFIRMATION PAR RT-PCR OU RT-QPCR DES EVENEMENTS D’EPISSAGE
ALTERNATIF DETECTES APRES UN STRESS OXYDANT.

Comme il a été dit précédemment, les données obtenues par les puces sont soumises a
différents traitements statistiques qui peuvent entrainer dans certains cas I'apparition de
faux positifs. Bien que ['utilisation de plusieurs outils statistiques tende a réduire la
possibilité d’un tel événement, il demeure nécessaire de confirmer expérimentalement les

variations d’épissage alternatif détectées par les puces.

Au travers de cette étude, notre but ultime n’était pas de valider de fagon exhaustive toutes
les variations d’épissage observées au cours de la réponse au stress oxydant, mais plutot de
constituer une liste d’évenements d’épissage différentiels communs ou spécifiques a chacun
des temps en vue de caractériser par la suite les effets du stress oxydant sur les composants
du spliceosome et la régulation de I'épissage. C'est pourquoi nous avons choisi, dans un
premier temps, de ne valider qu’un nombre restreint d’événements, en basant nos choix sur
I'intensité de I'effet observé, sa spécificité a un temps donné ou au contraire sa
généralisation a tous les temps et enfin sur l'intérét biologique potentiel de la variation

observée. Il est a noter que cette étape de validation est actuellement toujours en cours.

Pour réaliser ces validations, nous avons réalisé, selon la localisation de I'’exon d’intérét au
sein de son transcrit (exon cassette, exon 5’- ou 3’-alternatif) soit des expériences de RT-PCR
semi-quantitatives, soit des expériences de RT-gPCR (RT-PCR quantitatives). Dans les deux
cas, nous avons utilisé les ARN totaux utilisés pour réaliser I'hybridation des puces, mais
également des ARN totaux extraits a partir de séries supplémentaires de cellules Hela
soumises ou non a un stress oxydant réalisé par ajout de 250 uM ou 500 uM d’H,0, dans le
milieu de culture. Les ARN totaux ont été ensuite rétrotranscrits en utilisant un
oligonucléotide dT;s s’hybridant au niveau de la queue polyA des ARNm ou un
oligonucléotide hexamérique dégénéré (Ng) s’hybridant aléatoirement tout au long de la
séquence des ARNm. Dans le cas de la validation de l'inclusion différentielle d’un exon
cassette, j'ai réalisé une PCR semi-quantitative en utilisant des oligonucléotides s’hybridant
au sein des exons flanquants I'exon d’intérét. La PCR réalisée permettait de détecter
simultanément les isoformes présentant ou non l'inclusion de I'exon d’interét au sein de la

méme amplification. Les différents produits PCR obtenus ont été ensuite séparés dans un gel
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d’agarose, puis quantifiés grace au logiciel SynGene et les résultats sont exprimés en
proportion relative de chacune des isoformes. Dans le cas de la validation de l'inclusion
différentielle d’'un exon 5’- ou 3-terminal, il n’était pas possible d’utiliser la méme stratégie
puisque les exons terminaux ne sont pas encadrés d’exons flanquants et j’ai donc du réaliser
une PCR quantitative en utilisant des oligonucléotides spécifiques de I'exon d’intérét et des
oligonucléotides rapporteurs qui ciblent un autre exon du transcrit auquel appartient I'exon
d’intérét et qui est prédit pour étre inclus de facon constitutive et donc étre invariant. Pour
chaque validation, les expériences ont été réalisées trois fois minimum et les résultats
obtenus ont été moyennés et soumis a un test statistique (t-student) afin de déterminer si

les variations observées étaient significatives.

V.4.1. Validation de la modulation de I'épissage de I'exon 3 du pré-ARNm codant la protéine
TRA2B, un facteur de régulation de I'épissage alternatif.

Comme présenté dans le chapitre de l'introduction dédié a I'épissage, Tra2J3 est une
protéine dite SR-like qui participe a de nombreux processus cellulaires dont la régulation de
I’épissage alternatif de plusieurs pré-ARNm et qui est connue pour étre impliquée dans
certaines pathologies comme I'artériosclérose et certains cancers. Pour rappel, le géne tra2f3
est composé de 10 exons qui permettent la production de 5 isoformes d’ARNm dont tra231
qui est I'isoforme majoritaire. Tra231 comporte I'ensemble des exons a I’exception de I'exon
2 et permet la synthése d’'une protéine active composée de deux domaines SR et d'un

domaine RRM (Figure V.10).
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Figure V.10 : Représentation schématique des différentes isoformes d’ARNm du géne Tra2f et de la protéine
tra2p de taille entiére (adapté de Takeo et al., 2009). A. Schéma des isoformes d’ARNm tra231 a 5. Les exons
sont représentés par un rectangle bleu hormis I'exon 3 pour lequel une inclusion différentielle a été détectée
sur puces et qui est représenté par un rectangle violet. Pour chaque isoforme, la localisation du codon AUG
initiateur de la traduction est représentée par une fleche bleue. B. Schéma des domaines structuraux
principaux de la protéine tra2.

Des études, présentées dans le chapitre d’introduction dédié au stress oxydant, avaient
montré qu’un stress oxydant a I'arsenite induisait une augmentation de l'inclusion de I'exon
2 au sein des ARNm tra2f3 favorisant ainsi la formation de 'isoforme tra2f34 (Takeo et al.,
2009). Dans notre cas, c’est une exclusion préférentielle de I'exon 3 que nous détections sur
nos puces aux temps précoces de réponse a un stress oxydant. L’exon 2 pouvant étre aussi
alternatif, la validation de cet évenement d’épissage a été réalisée par RT-PCR semi-
guantitative en utilisant des oligonucléotides s’hybridant au niveau des exons 1 et 4 afin
d’observer I'impact du stress oxydant sur I'inclusion des exons 2 et 3. Les résultats obtenus
sont illustrés dans la figure V.11. Dans les cellules non stressées nous détectons une
production majoritaire de lI'isoforme tra231 (+ Exon 3) et minoritaire (environ 10%) de
I'isoforme tra2P33 (- Exon 3), alors que dans les cellules stressées avec 500 uM d’H,0; des
quantités équivalentes des isoformes tra2f31 et tra233 sont détectées. Cette augmentation
de l'isoforme tra233 est détectée durant les 16 premiéres heures aprées le début du stress
oxydant, mais n’est plus visible au temps 24 h. Il est a noter que nous n’avons pas réussi a

détecter I'isoforme tra234 qui présente I'inclusion de I'exon 2. L'inclusion de I’exon 2 au sein
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de 'ARNm conduit a la dégradation de I’ARN par le systeme NMD. Par conséquent, cette
isoforme n’est pas stable dans le temps et la méthode de détection par RT-PCR ne permet
pas de détecter son augmentation. Dans les études qui avaient permis de détecter son
augmentation au cours d’un stress oxydant les auteurs avaient utilisé la technique de
Northern blot et a partir de 20 pug d’ARN total, ils avaient comparé les signaux obtenus en
utilisant une sonde correspondant a I’ORF entiére ou une sonde spécifique de I’exon 2. Cette
approche, bien que nécessitant une quantité d’ARN 20 fois supérieure a celle que nous
utilisons pour les expériences de RT-PCR semi-quantitative, semble plus adaptée pour la
détection des ARNm contenant I'exon 2 (Takeo et al.,, 2009). La perte de I'exon 3 a été
décrite dans la littérature et entraine l'introduction d’un codon stop prématuré par décalage
du cadre de lecture. Cependant, il existe un codon d’initiation de la traduction au sein de
I’exon 4, dont l'utilisation est dans ce cas favorisée et entraine la production d’une protéine
qui ne possede pas le premier domaine RS de la protéine Tra2f. Bien que cette isoforme soit
peu exprimée dans les cellules Hela, il a été observé qu’elle peut, dans certains types
cellulaires tels que les cellules nerveuses et le foie, étre autant exprimée que l'isoforme
tra231 (Nayler et al., 1998). A I'heure actuelle, la fonction de la protéine traduite a partir de
I'isoforme tra233 n’est pas connue, mais il est raisonnable de penser que |'absence du ler
domaine RS modifie I'affinité et la reconnaissance de la protéine vis-a-vis de ses cibles. Les
conséquences fonctionnelles de cette modulation d’épissage alternatif, lors d’un stress
oxydant reste a étre déterminées expérimentalement. Néanmoins, une expérience de siRNA
dirigée contre I'exon 3 de I'ARNm codant tra2 a été réalisée et une modulation
subséquente de I'épissage alternatif d’'un ensemble d’exon du pré-ARNm codant la protéine
CD44 a pu étre mise en évidence, modulation qui est également détectée suite a un stress

oxydant a été observée (Takeo et al., 2009).



Partie 2 : Chapitre V (Résultats)

A. 2h
KM H,0,
0 250 500
—
Tra2p1 — e w=—=  300pb
Tra2p3 — e
w0 100pb
TRA2B
2
-
g *%
% 35 * ok
E
6 3
s
L 55 *
© * *k
T
(=4
g o
= 15
=
§ 1
E
=
RS
-
% 0
5 T 1h 2h ah gh 16h 24h
[

m250 m500

Figure V.11 : Analyse du taux d’augmentation de I’exclusion de I’exon 3 au sein des ARNm tra2p au cours de
la réponse a un stress oxydant. A. Analyse par RT-PCR des quantités relatives des isoformes tra21l et 3 2 h
apres l'induction d’un stress oxydant par ajout de 250 ou 500 uM d’H,0,. Les amplifications ont été réalisées
en utilisant des oligonucléotides spécifiques s’hybridant au sein des exons 1 et 4. Les amplicons ont été
séparés sur un gel d’agarose a bas point de fusion a 2 % et identifiés a partir de leur taille. B. Quantification par
RT-PCR du taux d’augmentation de I'isoforme tra233 différents temps (1 h, 2 h, 4 h, 8 h, 16 h, et 24 h) suite a
I'induction d’un stress oxydant par ajout de 250 uM d’H,0, (bleu) ou 500 uM d’H,0, (rouge). Le controle (T) a
été réalisé pour chague temps sans ajout d’H,0,. Les barres d’erreur représentent la valeur +/- de I'erreur
standard et un test de student a été réalisé (n=3 ; ** : P<0.01 ; * : P<0.05)

V.4.2. Validation de la modulation de I'épissage de I'exon 22 du pré-ARNm codant la protéine
SERCA2, un transporteur d’ions Ca**

De nombreux événements différentiels d’épissage détectés par les puces sont associés a des
ARNmM codant des transporteurs d’ions. Parmi ces transporteurs, la protéine SERCA2 est un
une pompe calcique du réticulum endoplasmique chargée du maintien du taux de calcium
intracytoplasmique. Le ca® joue un réle essentiel pour la contraction cardiaque, mais aussi
comme second messager dans la transduction du signal a travers la protéine kinase C et
permet 'activation du facteur NF-KB (Giorgi et al., 2010; Zhou et al., 2006b). Des études

récentes sur les cellules dendritiques suggérent méme qu’une diminution de I'expression de
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SERCA2 pourrait favoriser les capacités migratoires de ces cellules en raison de
I"'augmentation du niveau de calcium dans le cytoplasme (Choi et al., 2015). A l'inverse, une
augmentation de I'expression de SERCA2 a pu étre corrélée au développement du cancer
colorectal et a un stress du réticulum endoplasmique (Caspersen et al., 2000; Fan et al.,
2014). Par conséquent des modulations de I'expression et de I'épissage des ARNm codant
cette protéine, pourraient jouer un role important dans |'adaptation des cellules a un stress
oxydant. Le géne SERCA2 (ATP2A2) est composé de 22 exons, dont plusieurs étaient décrits
comme alternatifs, et 4 isoformes différentes, nommées Serca2a a Serca2d, produites par
épissage alternatif et pouvant présenter une localisation tissu-spécifique, avaient été
décrites (Figure V.12). L’épissage alternatif du pré-ARNm SERCA2 se distingue par des
modulations d’épissage d’exons non traduits dont l'inclusion modifie la séquence de la
région 3’-UTR de I’ARNm. C’est le cas, en particulier de I'exon 22, dont une augmentation de
I’exclusion était détectée sur nos puces principalement 24 h apres l'induction du stress
oxydant. Cet exon étant terminal, les validations ont été effectuées par RT-qPCR en utilisant
un couple d’oligonucléotides spécifique de I'exon 22 et un second couple spécifique de
I’exon 19. Ce dernier exon, présent au sein de toutes les isoformes d’ARNm SERCA2, a été
utilisé comme référence interne. Les analyses par RT-gPCR confirment une diminution
significative de I'inclusion de I'exon 22 d’environ 65 %, 24 h aprés le début du stress oxydant
(Figure V.13). Cette diminution, bien que retrouvée également aux temps précoces 1 h, 2 h
et 4 h suite a un stress oxydant généré par 500 uM d’H,0, est cependant plus marquée a

24 h (Figure V.13).

Cette variation du taux d’inclusion de I'exon 22 modifie la région 3’-UTR de ’ARNm SERCA2
et notamment conduit a la perte de 3 des 5 motifs AU-rich présents au sein de cette région.
Ceci pourrait affecter la fixation de la protéine AUF1 connue pour se fixer sur cette région et
altérer la régulation de la stabilité de ’ARNm SERCA2 par AUF1 (Misquitta et al., 2005; Blum
et al., 2005). Etant donné gu’une augmentation de I'expression de SERCA2 a pu étre corrélée
au développement du cancer colorectal et que I'expression de SERCA2 a été proposée
comme margueur prognostique potentiel de ce cancer, cette variation d’épissage pourrait
impacter la progression tumorale et il sera important de tester si la variation observée dans
les cellules Hela est observée avec des lignées cellulaires de cancer colorectal (Chung et al.,

2006 ; Huang et al., 2012).
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Figure V.12: Représentation schématique des séquences exoniques et introniques alternatives de la
séquence 3’-UTR du gene SERCA2 et des différentes isoformes connues de ARNm SERCA2 (adaptée de
Kimura et al., 2005). A. Représentation des séquences exoniques et introniques alternatives de la séquence 3’-
UTR du gene SERCA2. Les exons sont représentés par des rectangles bleus et 'exon 22 est représenté par un
rectangle violet. Les traits rouge, vert et jaune représentent les séquences introniques qui peuvent étre
retenues au sein de 'ARNm. Les sites de polyadénylation sont indiqués par une fleche bleue. B. Schéma des
différentes isoformes connus de I’ARNm SERCA2. Pour chaque isoforme est indiqué le type cellulaire ou cette
isoforme est préférentiellement exprimée. On notera que I'isoforme SERCA2b regroupe en réalité 3 isoformes
différentes.
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Figure V.13 : Analyse du taux d’inclusion de I’exon 22 au sein de ’ARNm SERCA2 au cours de la réponse a un
stress oxydant. L’analyse par RT-gPCR a été réalisée en utilisant des oligonucléotides spécifiques de I'exon 22
et le signal obtenu a été rapporté au signal obtenu en utilisant des oligonucléotides spécifiques de I'exon 19
constitutif et prédit invariant. La quantification par RT-PCR du taux d’inclusion de I'exon 22 a été réalisée aux
temps1h,2h,4h,8h, 16 h, 24 h suite a I'induction d’un stress oxydant par ajout de 250 uM H202 (bleu) ou
500 uM H202 (rouge). Le contréle (T) a été réalisé pour chaque temps sans ajout H202. Les barres d’erreur
représentent la valeur +/- de I’erreur standard et un test de student a été réalisé (n=3 ; ** : P<0.01 ; * : P<0.05).
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V.4.3. Validation de la modulation de I'épissage des exons 7 et 10 du pré-ARNm codant la
protéine ECM2.

Les analyses bio-informatiques des données des puces ont montré un impact du stress
oxydant sur I'épissage alternatif d’'un nombre significatif de pré-ARNm codant des protéines
impliquées dans I'adhésion et la migration des cellules. Parmi ces variations, les variations
des taux d’inclusion des exons 7 et 10 du pré-ARNm codant la protéine ECM2 sont les plus
importantes détectées au temps 24 h. La protéine ECM2 est une protéine de la matrice
extracellulaire qui promeut I'adhésion des cellules et qui régule négativement la croissance
et la prolifération cellulaires (Claeskens et al., 2000). Son expression est significativement
diminuée dans de nombreux cancers et I'absence d'expression intratumorale de ce géne est
associée a la récidive du cancer de la prostate (Hurley et al., 2012, Hurley et al., 2015; Xiang
et al., 2013). C'est pourquoi nous avons cherché a confirmer I'augmentation de I'inclusion
des exons 7 et 10 par RT-qPCR. L'exon 5, constitutif et prédit invariant, a été utilisé comme
référence interne. Les résultats nous ont permis de confirmer I'augmentation de I'inclusion
de ces deux exons, avec une augmentation de 1,5x de l'inclusion de I’'exon 7 et de 6x de celle

de I’'exon 10, 24 h apres le début du stress oxydant (Figure V.14).
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Figure V.14: Analyse du taux d’inclusion des exons 7 et 10 au sein de TARNm ECM2 24 h aprés I'induction
d’un stress oxydant. L’analyse par RT-qPCR a été réalisée en utilisant des oligonucléotides spécifiques des
exons 7 et 10 et le signal obtenu a été rapporté au signal obtenu en utilisant des oligonucléotides spécifiques
de I'exon 5 constitutif et prédit invariant. La quantification par RT-PCR du taux d’inclusion de I'exon 22 a été
réalisée au temps 24 h suite a I'induction d’un stress oxydant par ajout de 250 ou 500 uM d’H,0,. Le controle
(T) a été réalisé sans ajout d’H,0,. Les barres d’erreur représentent la valeur +/- de I'erreur standard et un test
de student a été réalisé (n=3; ** : P<0.01; * : P<0.05).
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D’apres les banques de données transcriptomiques, il existe une isoforme d’ARNm d’ECM2
produite par modulation de I'épissage de I'exon 10, mais dont la fonction n’a pas été
étudiée. L'exon 7, quant a lui, n'est pas décrit pour étre un exon alternatif et notre
observation d’une inclusion différentielle de cet exon au cours de la réponse a un stress
oxydant pourrait constituer la lere description d’un épissage alternatif de cet exon. Par
conséquent, il pourrait étre intéressant d’étudier les fonctions de ces différents exons et

comprendre leur implication dans la mobilité cellulaire.

V.4.4. Validation de la modulation de I'épissage de I'exon 1 du pré-ARNm codant la protéine
FBXW10.

FBXW10 (F-box and WD Repeat Containing 10) est une protéine de 120 kDa, contenant un
motif F-box de 40 aa, impliquée dans I'activité de I'E3 ubiquitine ligase. En association avec
les protéines SKP1 et cullin, elle forme le complexe SCF qui joue un réle essentiel de la
spécificité de reconnaissance des substrats de I'E3 ubiquitine ligase lors du processus de
dégradation des protéines. Il existe peu d’études concernant la fonction de la protéine
FBXW10. Cependant, il a été montré que son activation peut entrainer une altération des
protéines lamines et de I'enveloppe nucléaire et favoriserait la dégradation de protéines
spécifiques de I'hétérochromatine (Chaturvedi and Parnaik, 2010). En lien avec notre étude,
les données de puces ont révélées que le géne le plus exprimé au temps 4 h était FBXW10.
De plus, I'une des plus fortes modulations d’épissage détectées par les puces au temps 24 h
correspond a la diminution de l'inclusion de I'exon 1 du pré-ARNm codant FBXW10. Une
diminution de pres de 60 % du taux d’inclusion de I'exon 1 de FBXW10 a pu étre
expérimentalement confirmée par RT-qPCR au temps 24 h et ceci que le stress soit induit
avec 250 uM ou 500 uM d’H,0, (Figure V.15) Il est a noter qu’il existe une isoforme
alternative de FBXW10 comportant un 1°" exon alternatif mais la fonction de cette isoforme

n’a pas été étudiée.
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Figure V.15: Analyse du taux d’inclusion de I’exon 1 au sein de ’ARNm FBXW10 24 h apreés l'induction d’un
stress oxydant. L’analyse par RT-qPCR a été réalisée en utilisant des oligonucléotides spécifiques de I'exon 1 et
le signal obtenu a été rapporté au signal obtenu en utilisant des oligonucléotides spécifiques de I'exon 14
constitutif et prédit invariant. La quantification par RT-PCR du taux d’inclusion de I'exon 1 a été réalisée au
temps 24 h suite a I'induction d’un stress oxydant par ajout de 250 ou 500 uM d’H,0,. Le contréle (T) a été
réalisé sans ajout d’H,0,. Les barres d’erreur représentent la valeur +/- de I'erreur standard et un test de
student a été réalisé (n=3 ; ** : P<0.01 ; * : P<0.05).

Taux relatif d'inclusion de I'exon 1
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V.4.5. Validation de la modulation de I'épissage de I'exon 3 du pré-ARNm codant la protéine
NR4A3.

La famille de protéine NR4A (pour nuclear receptor subfamily 4) est composée de trois
protéines, NR4A1, NR4A2 et NR4A3 (appelée aussi Nor-1). Ces protéines sont répertoriées
comme récepteurs orphelins dans la mesure ou leurs ligands ne sont pas encore connus.
Elles sont impliquées dans de nombreux processus biologiques en réponse a différents
stimuli, en particulier lors de la réponse précoce a différents stress (Safe et al.,, 2015).
Plusieurs études ont mis en évidence un réle de ces protéines dans les cancers notamment
en tant que suppresseurs de tumeurs, mais aussi dans |'angiogenése, la prolifération
cellulaire et dans la régulation de ’lhoméostasie cellulaire. Bien que la plupart des fonctions
associées aux protéines NR4A soient redondantes, ces protéines ont également des
fonctions et des partenaires spécifiques, comme NRA43 qui est impliqué plus
spécifiguement dans le métabolisme oxydatif des muscles squelettiques et qui permet
I'induction d’AMPc dans les hépatocytes et dans le foie (Beard et al., 2015; Safe et al., 2015).
Les résultats des puces mettent en évidence la surexpression de ces 3 protéines, mais aussi
la modulation de I'épissage alternatif de I'’exon 3 du pré-ARNm codant NR4A3 dans les
temps précoces de réponse a un stress oxydant, en particulier au temps 4 h. Le gene codant
la protéine NR4A3 est composé de 9 exons qui permettent de générer 3 isoformes connues
(Figure V.16), NR4A3a et NR4A3pB qui sont les isoformes majoritaires, et NR4A3a+exon3 qui

est la seule isoforme incluant I’exon 3.
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Figure V.16 : Représentation schématique des isoformes NR4A3a, NR4A3(3 et NR4A3a+exon3 produites a
partir du géne NR4A3. Les rectangles roses représentent les exons et I’exon 3 alternatif est représenté par un
rectangle gris, le rectangle violet représente la séquence intronique retenue au sein de I’ARNm codant NR4A3p.
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Figure V.17: Analyse du taux d’augmentation de I’exclusion de I’exon 3 au sein de ’ARNm NR4A3 au cours de
la réponse a un stress oxydant. A. Analyse par RT-PCR des quantités relatives des différentes isoformes NR4A3
4 h apres l'induction d’un stress oxydant par ajout de 250 ou 500 uM d’H,0,. Les amplifications ont été
réalisées a partir de 3 séries biologiques indépendantes en utilisant des oligonucléotides spécifiques
s’hybridant au sein des exons 1 et 4. Les amplicons ont été séparés sur un gel d’agarose a bas point de fusion a
2 % et identifiés a partir de leur taille. B. Quantification du taux d’augmentation de I'isoforme NR4A3a+exon 3
a différents temps (1 h, 2 h, 4 h, 8 h, 16 h, et 24 h) suite a I'induction d’un stress oxydant par ajout de 250 uM
d’H,0, (bleu) ou 500 uM d’H,0, (rouge). Le contréle (T) a été réalisé pour chaque temps sans ajout d’H,0,. Les
barres d’erreur représentent la valeur +/- de I'erreur standard et un test de student a été réalisé (n=3; **:
P<0.01; * : P<0.05).
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Nous avons cherché a valider I'augmentation de l'inclusion de I'exon 3 au cours de la
réponse précode au stress oxydant par RT-PCR semi-quantitative en utilisant des
oligonucléotides s’hybridant au sein des exons 1 et 4. Les résultats obtenus confirment une
augmentation significative de I'isoforme NR4A3a+exon3 d’un facteur 2 en moyenne aux
temps 2 h et 4 h, ainsi qu’une plus faible augmentation au temps 24 h (Figure V.17). De
facon intéressante le codon d’initiation de la traduction est normalement présent au tout
début de I'exon 4 et l'inclusion de I'exon 3 entraine l'utilisation d’un site d’initiation de la
traduction alternatif, en phase avec le site d’initiation normalement utilisé, et génére une
protéine NR4A3 possédant 11 acides aminés supplémentaires en N-terminal. Il est a noter
gu’une étude récente a mis en évidence qu’une inhibition des HDAC entrainait une
activation rapide de la transcription de NR4A3 en favorisant le recrutement d’un régulateur
transcriptionnel, la protéine CREB phosphorylée et que cette activation s’accompagne d’une
augmentation de la stabilité de la protéine NR4A3 (Zhao et al., 2014). En lien avec cette
observation, nos données montrent que le stress oxydant impacte significativement
I’expression de nombreuses histones, mais aussi des HDAC notamment aux temps précoces
de réponse et la protéine CREB est également prédite par Ingenuity étre activée lors de la
phase précoce de réponse. On notera que parmi les acides aminés supplémentaires
introduits du fait de l'inclusion de I'exon 3, on retrouve un résidu serine qui peut étre
phosphorylé par des kinases. Il est probable gu’une telle modification post-traductionnelle
puisse influencer la stabilité de la protéine. En effet, il a été montré que NR4A3 peut étre
phosphorylée par la voie des MAPKs et de PI3K-AKT (Masuyama et al., 2001) pour le
maintien de '"homéostasie cellulaire, mais I'impact de ces phosphorylations n’a été étudié et
il serait intéressant de vérifier expérimentalement si 'inclusion de I'exon 3 favorise la

stabilité de la protéine en augmentant son degré de phosphorylation.
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V.5. ETUDE DES MECANISMES CELLULAIRE A L'ORIGINE DES VARIATIONS D’EPISSAGE
OBSERVEES APRES UN STRESS OXYDANT.

Le 3°™ objectif de mon projet était d’étudier les mécanismes cellulaires a I'origine des
variations d’épissage observées apres un stress oxydant au travers, en particulier, de I'étude
de l'impact du stress oxydant sur |'expression et la localisation des composants du
spliceosome et des facteurs de régulation de I'épissage. Comme mentionné dans
I'introduction, le stress oxydant peut affecter I'activité du complexe SMN, complexe qui joue
un role essentiel dans la biogenése des UsnRNA spliceosomaux transcrits par I’ARN
polymérase Il. Ainsi, I'inactivation du complexe SMN, bien que n’inhibant ni la transcription,
ni I'épissage, affecte de facon tissus dépendante la quantité de certains UsnRNA et peut
conduire a la modulation de I'épissage alternatif de nombreux pré-ARNm. C’est pourquoi
nous avons entrepris d’analyser les effets du stress oxydant sur la quantité des UsnRNA
spliceosomaux et sur |'expression et la localisation de leurs partenaires protéiques
spécifiques. Pour cela j'ai dosé par RT-qPCR la quantité des UsnRNA spliceosomaux au cours
de la réponse au stress et j'estimé par Western blot la quantité de certaines protéines coeur
des spliceosomes majeurs et mineurs, ainsi que des protéines auxiliaires qui modulent

I'activité de ces spliceosomes.

V.5.1. Etudes de la variation de la quantité de snRNA spliceosomaux au cours de la réponse a un
stress oxydant.

Pour réaliser cette étude nous avons extrait les ARN totaux de cellules non stressées et de
cellules stressées par ajout de 250 ou 500 uM d’H,0, a différentes temps apres I'induction
du stress oxydant. Les ARN totaux ont été ensuite rétrotranscrits a I'aide d’un
oligonucléotide hexamerique dégénéré. Les ADNc obtenus ont été ensuite amplifiés par
gPCR en présence de couple d’oligonucléotides spécifiques de chacun des UsnRNA des
spliceosomes majeur et mineur. Pour chaque couple d’oligonucléotides I'efficacité et la
spécificité des couples ont été déterminées et vérifiées. Seul le couple d’oligonucléotide
permettant la détection spécifique du snRNA U5 ne satisfaisait pas les critéres de spécificité
et I’étude concernant ce snRNA n’a pas été réalisée. Afin de normaliser les données de gPCR,
nous avons utilisé deux couples d’oligonucléotides permettant la détection spécifique de

’ARNr 5S et de 'ARNm GAPDH. La quantité des différents UsnRNA a été déterminée au
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cours de la réponse au stress oxydant en utilisant systématiquement au minimum trois
essais biologiques aux différents temps testés.

Les résultats obtenus ont été rapportés sur chacun des deux rapporteurs, puis moyennés.
Les valeurs déterminées a partir de chacun des rapporteurs ne présentaient pas de
différences significatives. Les résultats sont présentés dans la figure V.18 et représentent les
valeurs obtenues en utilisant la GAPDH comme rapporteur. Concernant les UsnRNA associés
au spliceosome majeur, on observe une augmentation du taux du snRNA U1 de 1,4x au
temps 2 h de maniere significative, ainsi que du snRNA U4 suite a un stress oxydant a une
dose de 500 uM H,0,. Les autres UsnRNA associé au spliceosome majeur semblent étre
invariant dans les temps précoces de réponse au stress oxydant. Durant la phase tardive de
réponse au stress, on observe que les UsnRNA du spliceosome majeur sont globalement
surexprimés aux temps 16 h et qu’au temps 24 h, seul le snRNA U6 diminue de maniére
significative. Bien que les résultats obtenus au temps 16 h ne répondent pas aux critéres de
significativité, il est a noter que pour chaque UsnRNA testé, une augmentation a été
détectée dans toutes les séries biologiques testées. Les résultats obtenus pour les UsnRNA
associés au spliceosome mineur montrent une plus forte augmentation des snRNA U4atac et
U1l aux temps 2 h et 4 h que leurs homologues Ul et U4, ainsi qu’'une tres faible
augmentation du snRNA U12, ce qui suggere un impact important du stress oxydant sur le
spliceosome mineur. Tout comme pour les UsnRNA du spliceosome majeur, on observe une
augmentation de I'ensemble des UsnRNA du spliceosome mineur au temps 16 h, mais avec
une diminution significative du snRNA U12 au temps 24 h. Ces résultats mettent donc en
évidence une augmentation de la quantité des snRNA U1, U4, U11, Udatac et U12 lors de la
phase précoce de réponse au stress oxydant, ainsi qu’une augmentation générale des

UsnRNA au début de la phase tardive (16 h), mais qui n’est pas retrouvée au temps 24 h.
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Figure V.18 : Analyse de la quantité des UsnRNA des spliceosomes majeur et mineur au cours de la réponse
au stress oxydant. Les expériences ont été réalisées sur 3 séries biologiques pour chacun des stress oxydant.
Les cellules ont été prélevées aux temps 1 h, 2 h, 4 h, 8 h, 16 h et 24 h suite a I'induction d’un stress oxydant
par ajout de 250 uM H,0, (bleu) ou 500 uM H,0, (rouge). Pour chaque UsnRNA testé, le taux d’induction de
I’ARN a été déterminé et un contréle (T) a été réalisé pour chaque temps sans ajout H,0,. Les barres d’erreur
représentent la valeur +/- de I’erreur standard et un test de student a été réalisé (n=3 ; ** : P<0.01 ; * : P<0.05).
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Des études avaient déja mis en évidence une augmentation de pres de 2x du taux de snRNA
U4atac chez des patients atteints d’'un déficit en hormone de croissance lié a une mutation
du gene RNPC3 qui code une protéine essentielle pour la formation de la di-snRNP U11/U12
(Argente et al., 2014). Dans le cas de cette pathologie I'augmentation du taux de snRNA
U4atac était associée a une réduction de la stabilité de la disnRNP U11/U12 et,
contrairement a ce que nous observons lors du stress oxydant, la quantité de snRNA U11
n’était pas affectée et une faible diminution de la quantité de snRNA U12 était observée. Ces
modulations de la quantité des UsnRNA mineurs et de la stabilité de la di-snRNP U11/U12
avaient pour conséquences des défauts d’épissage d’environ 4 % des introns U12-
dépendants se traduisant par des phénomenes de rétention d’introns (Argente et al., 2014).
A notre connaissance aucune étude a ce jour n’a reporté une augmentation de la quantité
de snRNA U11 dans le cadre d’une pathologie ou d’un stress cellulaire. C'est pourquoi, afin
de mieux caractériser |'effet de 'augmentation de la quantité des snRNA U11 et Udatac, j’ai
recherché si des modulations d’évenement d’épissage Ul2-dépendant pouvaient étre

observées suite a un stress oxydant.

V.5.2. Analyse d’événement d’épissage U12-dépendant par RT-PCR.

Pour savoir si les variations de la quantité des snRNA U4atac et U11 détectées aux temps 2 h
et 4 h pouvait entrainer un défaut d’épissage des introns U1l2 dépendants, nous avons
recherché dans un premier temps I'ensemble des introns de type U12 dans la U12 intron

DataBase (http://genome.crg.es/cgi-bin/ul2db/ul2db.cgi). Une des questions qui se posait

était de savoir si 'augmentation de la quantité des snRNA U11 et U4atac était plutét espérée
activer ou inhiber I'épissage des introns U12-dépendant. En effet plusieurs cas de figures
étaient envisageables: i) ces augmentations pouvaient induire une augmentation de la
guantité de snRNP U11 et Udatac et augmenter l'efficacité de I'épissage, ou ii) ces
augmentations pouvaient n’avoir aucun effet sur I'épissage des intron Ul2-dépendant du
fait que les UsnRNA fonctionnent souvent sous forme de di- ou tri-snRNP composées de
guantités stoechiométriques de chacunes des UsnRNP et qu’une augmentation du taux de
snRNA Ud4atac non associée a une augmentation du taux de snRNA U6atac n’allait pas

forcément donner lieu a une augmentation de la quantité de di-snRNP U4atac/Ub6atac, de


http://genome.crg.es/cgi-bin/u12db/u12db.cgi
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méme pour I'augmentation du taux de snRNA U11 et la formation de la disnRNP U11/U12,
ou enfin iii) 'augmentation du taux des snRNA Ud4atac et Ull pouvaient conduire a
I’agrégation dans la cellule de snRNP U12 et U6atac non fonctionnelles et au final inhiber
I’épissage des introns U12-dépendant. Dans la mesure ol les puces que nous avions utilisées
ne permettaient pas d’analyser directement les phénoménes de rétention d’intron, nous
avons fait I’hypothese qu’'un phénomeéne de rétention d’intron avait toutes les chances
d’introduire un codon STOP prématuré et de conduire soit a la dégradation nucléaire de
I’ARNm par I'exosome, soit a sa dégradation cytoplasmique par la machinerie du NMD. C'est
pourquoi nous avons recherché si, parmiles 726 génes contenant un ou plusieurs introns de
type U12, certains voyaient leur expression diminuer aux temps 2 h et 4 h, temps auxquels la
surexpression des snRNA U1l et Udatac est la plus forte. Nous avons ainsi listé 59 génes
négativement régulés aux temps 2 h et 4 h et présentant au sein de leurs pré-ARNm un ou
plusieurs introns de type U12. Pour chacun des 59 genes, nous avons analysés les séquences
et la taille des introns afin de déterminer des cibles potentielles dont la rétention d’intron
pouvait étre observable par RT-PCR semi-quantitative. Les criteres utilisés pour réaliser cette
sélection étaient les suivants :1) une expression avérée dans des cellules Hela, 2) la taille de
I'intron d’intérét devait étre inférieure a 1kB afin de pouvoir détecter simultanément les
produits d’amplifications contenant ou non l'intron U12 et 3) les exons bordant I'intron
d’intérét devait permettre I'élaboration d’un couple d’oligonucléotides efficace dont un
spécifique d’une jonction exon-exon afin de détecter uniquement les ARN épissés. A I'issue
de cette analyse, nous avons retenus 6 introns Ul2-dépendants qui respectaient nos

critéres (Tableau V.9).

Symbole du géne u12-|¢;1;;>oerrl1dant
GBP1 Intron 4
MORC3 Intron 4
MORC3 Intron 7
MARCH6 Intron 13
SBNO1 Intron 10
RNF38 Intron 13

Tableau V.9 : Génes dont I’expression diminue sur les puces, qui contiennent un ou plusieurs introns de type
U12 et qui respectent les critéres minima pour une analyse par RT-PCR.
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L’analyse par RT-PCR des ARNm produits a partir de ces genes aux temps de la phases
précoce de réponse au stress oxydant n’a pas permis d’observer de phénomeénes de
rétentions d’introns a I'exception de l'intron 4 du pré-ARNm GBP1 au temps 2 h ou l'on
observe une augmentation de 2x de I'isoforme présentant I'intron au sein de I’ARNm (Figure
V.19). Dans la mesure ou la rétention d’un intron entraine une dégradation rapide des ARN
par I'exosome ou par la machinerie de NMD, il est difficile de pouvoir observer par RT-PCR la
présence d’ARNm présentant une rétention d’intron. Pour cette raison, nous avons entrepris
d’essayer de stabiliser ces especes en bloquant leur dégradation en déplétant par emploi de
siRNA soit la protéine Upfl, un composant essentiel de la machinerie de NMD, soit la
protéine Rrp4l , une sous-unité de I'exosome, dont la déplétion a été montrée ralentir la
cinétique de dégradation des ARNm ayant retenus des introns de type U12 (Niemela et al.,
2014). Les conditions de déplétion de ces protéines sont actuellement en cours de mises au
point et par conséquent les résultats de ces expériences ne peuvent pas étre présentés dans

ce manuscrit.

On notera que nos données obtenues au temps 4 h permettent néanmoins de confirmer la
diminution de I'expression de I'ensemble des genes testés, avec des diminutions allant de
20 a 70 %. Il est proposé que le spliceosome mineur participe a la régulation de I'expression
des genes présentant des introns de type U12 en favorisant l'inclusion d’intron et la
dégradation d’ARNm par I'exosome afin de limiter I'expression de certaines genes en
réponse a des stimuli extracellulaires. Des analyses complémentaires de la fonction de ces
génes devront étre réalisées afin de voir si une diminution programmée de I'expression de

ces geénes par le splicecosome mineur aurait un sens physiologique.
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Figure V.19 : Analyse de la rétention d’introns U12 —dépendants au sein d’ARNm dont I'expression diminue
lors de la phase précoce de la réponse au stress oxydant. A. Analyse par RT-PCR des différentes isoformes
MORC3 aux temps 1h et 4h et de GBP1 aux temps 2h et 4h. Aprés traitement a différentes doses de peroxyde
d’hydrogene, les ARN totaux ont été extraits, traités a la DNase, puis rétro-transcrits. Les ADNc ainsi générés
ont servi de matrice pour une réaction de polymérisation en chaine (PCR). Les amplicons ont été séparés sur un
gel agarose a bas point de fusion a 2%. Trois séries biologiques distinctes sont présentées aux doses de 0, 250
et 500 uM et un marqueur de taille a été déposé (A). B. Une quantification des produits d’amplification
contenant ou non l'intron 4 GBP1 a été exprimée en taux d’augmentation de 'inclusion de l'intron. Les barres
d’erreur représentent la valeur +/- de I'erreur standard. C. Analyse RT-PCR de la quantité des différents ARNm
(GBP1, MORC3, MARCH6, SBNO1, RNF38) au temps 4 h. La quantité d’ARNm GAPDH a été analysée comme
contrdle. D. Une quantification des produits d’amplification des différents ARNm (GBP1, MORC3, MARCHS6,
SBNO1, RNF38) a été réalisé en utilisant la quantité de GAPDH comme valeur rapportrice. Les barres d’erreur
représentent la valeur +/- de I’erreur standard).
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V.5.3. Etude de la relocalisation des UsnRNP et UsnRNA spliceosomaux dans le cytoplasme.

A I'heure actuelle, bien que la localisation nucléaire des UsnRNA du spliceosome majeur soit
établie, il a été suggéré, bien que ces résultats sont contestés, que certains UsnRNA, associés
au spliceosome mineur, puissent avoir également une localisation cytoplasmique (Konig et
al., 2008). Par ailleurs, il a été mis en évidence chez la drosophile I'existence de foci
cytoplasmiques, enrichis en UsnRNP et en facteur d’assemblage de ces UsnRNP dont le
complexe SMN, qui fonctionneraient comme lieu de stockage des UsnRNP avant leur
réimport dans le noyau. Ces foci ont été nommeés U-bodies et semblent liés au P-bodies (Liu
and Gall, 2007). Par conséquent, nous avons cherché a savoir s’il était possible d’observer
une relocalisation des snRNA vers le cytoplasme suite a un stress oxydant, mais aussi si les
protéines associées aux différentes UsnRNP étaient également soumises a une relocalisation
cytoplasmique lors d’'un stress oxydant, pouvant ainsi expliquer éventuellement les
variations d’épissage observées au cours du stress oxydant. Afin de réaliser cette étude,
nous avons entrepris de réaliser des expériences de fractionnement cytoplasme/noyau sur
des cellules Hela traitées ou non par de I'H,0, aux doses de 250 uM et 500 uM pendant 1 h,
2 h et 4 h, temps auxqguels nous retrouvons les plus fortes variations des taux de snRNA
Udatac et U1l. A lissue des différents stress nous avons réalisé des fractionnements des
compartiments cytoplasmique et nucléaire selon le protocole décrit dans la partie Matériel
et Méthodes. Pour chaque compartiment nous avons réalisé une extraction des protéines
afin de vérifier la qualité des fractionnements. Les protéines ont été fractionnées sur un gel
SDS-PAGE 10% et transférées sur une membrane de nitrocellulose qui a été coloré au rouge
ponceau. Le signal obtenu est présenté dans la figure V.20 et met en évidence une
diminution significative, dans la fraction cytoplasmique, des protéines de bas poids
moléculaire qui a 'inverse sont enrichies dans la fraction nucléaire. Afin de confirmer la
qualité du fractionnement et I'absence de contamination de la fraction nucléaire par des
protéines cytoplasmiques, nous avons également réalisé un western blot en utilisant un
anticorps dirigé contre la protéine GAPDH qui est majoritairement cytoplasmique. Le
résultat nous permet de valider que la fraction nucléaire n’est pas contaminée par des

protéines du cytoplasme.
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Figure V.20 : Vérification de la qualité du fractionnement des compartiments cytoplasmiques et nucléaires.
Pour chaque fraction obtenue, les protéines ont été fractionnées dans un gel SDS-PAGE 10% puis transférées
sur une membrane de nitrocellulose. A. Une coloration au rouge ponceau a été réalisée pour observer le profil
général des protéines pour chaque échantillon déposé. Un marqueur de taille a été déposé et le poids
moléculaire est indiqué a gauche en KDa. B. Western blot réalisé avec I'utilisation d’anticorps dirigés contre la
protéine GAPDH.

En parallele, nous avons également réalisé une extraction des ARN totaux afin d’analyser par
RT-qPCR la quantité relative des U snRNA au sein de chaque compartiment. Cependant, nous
n‘avons pas été en mesure de pouvoir réaliser une quantification des snRNA a |'heure
actuelle, dans la mesure ou les oligodésoxynucléotides utilisés lors de I"analyse précédente
sur des ARN totaux ne permettent pas d’obtenir des résultats analysables. En effet,
I'efficacité des oligodésoxynucléotides dépend de la composition générale en ARN et en
ADNc des échantillons. Par conséquent, il est possible que I'absence dans la fraction
nucléaire des ARN ribosomiques entraine une altération de [I'efficacité des
oligodésoxynucléotides qui ne permettent plus de réaliser une quantification dans des
conditions optimisées. Néanmoins nous avons commencé l'analyse par Western blot de Ia
guantité des protéines SNRNP40, U1A et Sartl qui sont associées respectivement aux snRNP
U5, U1 et a la tri-snRNP U4/U6.U5. Les premiers résultats obtenus sont présentés dans la
figure V.21. L'analyse de ces données semble suggérer des variations d’expressions des
protéines Sartl, U1A et SNRNP40 au cours de la réponse précoce au stress oxydant. De plus
il semble apparaitre des changements de localisation cellulaire des protéines SNRNP40 et
U1A au temps 4 h. En effet, on observe que la protéine est dans les temps 1 h et 2 h

majoritairement dans le noyau puis se relocalise dans le cytoplasme 4 h apres le début du
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stress oxydant. A l'inverse, on remarque que la quantité de protéine U1A diminue fortement
dans le cytoplasme et augmente faiblement dans le noyau. Ces résultats restent a étre
confirmés par I'analyse des autres séries biologiques mais semblent néanmoins montrer que
le stress oxydant a un impact sur I'expression et la localisation cellulaire de certaines

protéines des UsnRNP.

Afin de compléter cette étude, nous avons également entrepris d’étudier I'effet du stress
oxydant sur d’autres protéines associées au UsnRNP et en particulier des protéines
spécifiques de la di-snRNP U11/U12 telles que la protéine ZCRB1 pour mieux comprendre
I'impact d’'une augmentation de la snRNA U11 sur I'épissage des introns U12-dépendant lors
la réponse précoce au stress oxydant. Une analyse par Western blot de la quantité et de la
localisation des facteurs d’épissage appartenant a la famille des protéines SR et hnRNP est
également en cours de réalisation. Cette étude permettra d’évaluer si certaines modulations
d’épissage observées au cours du stress oxydant peuvent étre expliquées par des variations

de la quantité de protéines SR et hnRNP ou par une altération de leur localisation cellulaire.
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Figure V.21: Analyse préliminaire de I'effet du stress oxydant sur I’expression et la localisation des protéines
SART1, U1A et SNRNP40 aux temps 1 h, 2 h et 4 h. Les différentes fractions totales, cytoplasmiques et
nucléaires ont été fractionnées sur un gel SDS-PAGE 10% puis transférées sur une membrane de nitrocellulose.
Des anticorps (Ac) dirigés spécifiquement contre les protéines SART1, U1A et SNRNP40 ont été utilisés. Une
quantification des différents signaux obtenus a été réalisée en utilisant comme rapporteur le signal obtenu
pour la GAPDH. Les signaux obtenus dans les fractions nucléaires ont été rapportés en utilisant les signaux
obtenus lors de la coloration au rouge ponceau. Différentes doses de peroxyde d’hydrogéne ont été testées :
250 uM et 500 pM. Un contrdle négatif a été réalisé en absence de stress oxydant (T).
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V.6. CONCLUSION ET PERSPECTIVES.

Cette seconde partie de mon travail de these avait pour objectifs initiaux i) d’évaluer le
degré de modulation de I'épissage alternatif lors de la réponse des cellules de vertébrés au
stress oxydant, ii) de rechercher si les ARNm dont I'épissage était altéré au cours de la
réponse au stress correspondaient a des fonctions cellulaires bien définies et iii) d’étudier les
mécanismes cellulaires a l'origine des variations d’épissage observées aprés un stress
oxydant au travers, en particulier, I'étude de I'impact du stress oxydant sur I'expression et la

localisation des composants du spliceosome et des facteurs de régulation de I'épissage.

Afin de répondre a ces objectifs j’ai d(i, dans un premier temps, établir des conditions de
stress oxydant (choix de I'agent oxydant, concentration de cet agent, lot de cellules a utiliser,
nombre de passages de ces cellules..) permettant d’induire un stress oxydant significatif,
c’est-a-dire suffisamment fort pour pouvoir observer de facon reproductible une réponse
cellulaire, mais modéré afin de ne pas décimer ma population de cellules et pouvoir
observer sur une période de temps relativement courte (24 h) la récupération des cellules.
Notre choix s’est porté sur le traitement de cellules HelLa S3 par 250 ou 500 uM de peroxyde

d’hydrogéne.

J'ai ensuite entrepris d’étudier et de caractériser la réponse des cellules Hela S3 a ce stress
oxydant afin de choisir au mieux la cinétique de notre analyse transcriptomique. Cela m’a
permis d’établir que la réponse des cellules Hela au stress oxydant impliquait deux phases
de réponse : une phase précoce (1h-4h) caractérisée par un fort taux de mortalité associé a
une forte augmentation du taux d’entités oxygénées réactives (ROS) intracellulaires et une
phase tardive (16h-24h) caractérisée par une augmentation de la viabilité cellulaire, une
diminution du taux de ROS intracellulaires et une forte surexpression des ARN satellites Ill.
Concernant I'augmentation de la viabilité cellulaire, la nature du test de viabilité effectué
(test MTT, qui permet d’estimer le nombre de cellules vivantes et métaboliquement actives),
ne permet pas de conclure quant a I'origine de cette augmentation, a savoir une reprise de
I'activité métabolique ou de la prolifération cellulaire. Pour répondre a cette question des
expériences complémentaires, basées sur I'analyse en temps réel de I'impédance des
cellules par le systéeme xCELLigence et permettant d’obtenir des informations quantitatives

sur |'état physiologique de la cellule (adhésion, prolifération, viabilité, morphologie), sont
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envisagées a court terme. Concernant la surexpression des ARN Sat Ill nos données
montrent qu’elle est corrélée a la formation de granules de stress nucléaires contenant les
protéines HSF1 et hnRNP HAP (SafB) et que la transcription des ARN Sat Il est HSF1-
dépendante. Nos données révelent également la formation transitoire de foyers nucléaires
contenant la protéine HSF1, mais ne contenant ni SafB, ni les ARN Sat Il lors de la phase
précoce de réponse au stress oxydant et dont la fonction et la contribution a I'adaptation

des cellules Hela au stress oxydant restent a déterminer.

Sur la base de ces premieres observations, une analyse globale du transcriptome par emploi
de puces a exons (Affymetrix) a été réalisée a partir d’ARN totaux isolés 1 h,2 h,4 h et 24 h
aprés le début d’un stress oxydant généré par ajout de 500 uM d’H,0,. Nous avons ainsi
identifi¢ des modulations d’expression et d’épissage spécifiques de chacune des deux
phases. Bien que la validation expérimentale des variations d’expression de génes détectées
sur les puces soit toujours en cours, une analyse préliminaire des données par des outils bio-
informatiques a été réalisée. Cette analyse a permis de mettre en évidence des fonctions
cellulaires bien définies qui semblent étre affectées séquentiellement lors de la réponse au
stress oxydant. Ainsi, lors de la phase précoce de réponse, qui est associée a une forte
diminution de la viabilité cellulaire, ce sont les groupes fonctionnels correspondant a la
régulation de I'apoptose et a la survie cellulaire qui sont les plus enrichis, suivis de prés par
des genes relatifs a I'organisation du cytosquelette et a la régulation de la transcription.
Alors qu’en phase tardive, les groupes fonctionnels les plus significativement enrichis sont
impliqués dans la migration des cellules, la réponse au stress oxydant, la réponse a la
vitamine A, mais également a l'angiogenése. Les résultats des analyses par le logiciel
Ingenuity suggerent un role prépondérant du facteur de transcription Nuprl dans la réponse
des cellules Hela au stress oxydant, ce qui est en accord avec |'observation d’une déplétion
de Nuprl qui entraine une forte augmentation du taux de ROS intracellulaires (Weis et al.,
2015). Des expériences de stress oxydant seront réalisées dans des cellules préalablement
déplétées en Nuprl par ARN interférence afin de confirmer la contribution de Nuprl dans la
réponse des cellules Hela au stress oxydant et tester son éventuel impact sur les

modulations d’épissage alternatif détectées lors du stress.
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Concernant la modulation de I'épissage alternatif, nos données révelent qu’elle concerne de
nombreux ARNm et la validation expérimentale des évenements les plus significatifs sera
poursuivie afin d’une part de mieux appréhender l'importance fonctionnelle de ces
modulations et d’autre part de constituer des listes plus grandes d’événements validés. Ces
listes seront essentielles pour notre étude a plus long terme de I'effet du stress oxydant sur
la machinerie d’épissage et pour la compréhension des mécanismes de régulation de
I’épissage au cours de la réponse au stress oxydant. A ce propos, la contribution des ARN
Sat Il aux modulations d’épissage observées 24 h apres le début du stress sera testée en
déplétant ces ARN par emploi de LNA gapmers. Les conditions de déplétion ont d’ores et
déja été mises au point au laboratoire par Christelle Aigueperse et permettent, tout comme
la déplétion d’HSF1, de quasiment totalement abolir I'expression des ARN Sat Ill, ainsi que la
formation des granules de stress nucléaires. Le transcriptome de cellules Hela, n’exprimant
plus les ARN Satlll ou le facteur de transcription HSF1, et soumis a un stress oxydant, sera
analysé par I'approche puces a exons afin d’évaluer plus précisément la contribution des
ARN Sat Il et d’"HSF1 dans les modulations de I'expression des génes et d’épissage. L'effet de
la déplétion des ARN Sat Ill a déja été testé sur I'occurrence de deux événements d’épissage
spécifiguement observés au temps 24 h et il semblerait que I'absence de ces ARN interfére
avec ces modulations d’épissage. Ces données constitueraient la 1°® preuve expérimentale
de I'hypothése émise depuis quelques années de l'implication des ARN Sat lll dans la

régulation de I'épissage alternatif.

L'analyse du type d’évenements d’épissage altérés suite a un stress oxydant est également
informative. Elle montre, en effet, que 52,4 % des événements d’épissage alternatifs
détectés sur les puces changent la nature du premier ou des derniers exons des ARNm. Pour
comparaison, notre analyse globale de I'effet d’un stress thermique (2h a 42°C suivies de 1 h
a 37°C) réalisé sur les mémes cellules Hela, révele que seuls 10 % des 420 événements
détectés touchent des exons terminaux et que plus de 75 % des événements concernent des
exons cassette (résultats non publiés). Il s’avere donc que, pour un méme type cellulaire, la
nature des événements d’épissage régulés differe selon le type de stress subit par les
cellules. En lien avec cette observation, moins de 4 % des variations d’épissage détectées

suite a un stress oxydant (tous temps confondus) sont retrouvées lors d’un stress thermique
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et cette fraction commune tombe a moins de 2 % si la comparaison est effectuée avec les
données obtenues lors d’un stress génotoxique induit par la camptothécine (Dutertre et al.,
2010). On notera cependant que dans ce dernier cas, le stress a été effectué sur des cellules
MCF-7 et non de cellules Hela, et que seules les données relatives aux exons dont I'inclusion
diminue suite au stress, soit 354 exons, étaient disponibles et ont été prises en compte lors
de notre analyse comparative. De fagon surprenante cependant, on constate que 10 a 25%
des genes dont I'épissage est affecté suite a un stress oxydant voient leur épissage alternatif
également affecté lors d’un stress thermique ou d’un stress génotoxique. Ces données
suggerent donc que la réponse cellulaire a ces 3 stress pourrait faire intervenir la régulation
de I'épissage alternatif d’'un socle commun de génes, mais que cette régulation toucherait
des exons différents d’'un méme pré-ARNm selon la nature du stress subit. Se pose alors la
qguestion de I'impact fonctionnel des variations d’épissage détectées et de facon plus large
de la possibilité d’attribuer a chacun des exons d’'un géne une fonction particuliere. De
nombreuses bases de données regroupant les motifs et domaines protéiques en fonction de
leurs fonctions existent, mais, a notre connaissance, aucune base de données de ce type
n’existe au niveau exonique. Or il pourrait étre intéressant de comparer les séquences des
exons spécifiquement régulés lors d’un stress donné afin de rechercher si les modulations
observées pourraient affecter une fonction bien précise des protéines codées par les pré-
ARNm dont I'épissage est modulé. L’équipe de Didier Auboeuf (LBMC-ENS, Lyon) travaille au
développement d’une base de données d’ontologie des exons qui permettrait de prédire les
conséquences fonctionnelles des changements d’épissage alternatif. Un contact a été pris
avec cette équipe afin de rechercher si les exons dont l'inclusion varie suite a un stress

oxydant peuvent étre associées a des fonctions particulieres.

Enfin, nos données mettent en évidence un effet marqué du stress oxydant sur I'expression
de certains snRNA appartenant au spliceosome mineur lors de la phase précoce de réponse.
La recherche expérimentale d’éventuels défauts d’épissage des introns mineurs a été
débutée et est actuellement poursuivie, mais a I’heure actuelle nos données ne permettent
pas de conclure sur I'effet d’un stress oxydant sur I'épissage des introns de type U12. C'est
pourquoi, en vue de mieux appréhender |'origine des variations des snRNA U4atac et U11,
ainsi que leur impact sur la fonctionnalité du spliccosome mineur, une collaboration avec

I’équipe de Mikko Frilander (Université d’Helsinki), spécialiste international du spliceosome
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mineur, a été établie. Cette équipe a développé des approches permettant d’analyser le taux
de formation et la stabilité des différentes di- et tri-snRNP spliceosomales mineures (Argente
et al., 2014 ; Niemela et al., 2014). Une étude de la localisation cellulaire des snRNA mineurs
au cours de la réponse au stress oxydant a également été entreprise afin de tester
I’hypothése d’une agrégation cytoplasmique de certaines UsnRNP mineures. Nous espérons
au travers de ces expériences pouvoir apporter des informations importantes sur I'impact du

stress oxydant sur la composition et la fonction du spliceosome mineur.
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ANNEXE 1 : RESULTATS DE L’ANALYSE FONCTIONNELLE PAR LE LOGICIEL DAVID
DES TERMES GO ASSOCIES AUX GENES DONT L'EXPRESSION EST MODIFIEE LORS
D’UN STRESS OXYDANT AU TEMPS 4 H.

L'analyse a été réalisée en utilisant les genes dont I'expression est modifiée 4 h aprés le
début d’un stress oxydant. Pour chaque GO identifié, un taux d’enrichissement est calculé et
des tests statistiques sont effectués pour évaluer le niveau de significativité de
I’enrichissement du terme d’intérét. A partir de ces résultats, le logiciel regroupe les GO
biologiquement reliées entre eux en cluster et associe un score d’enrichissement. Ce score
d’enrichissement est directement lié a la p-value calculée pour le groupe fonctionnel selon la
formule suivante : score =-log(p-value), par conséquent un score d’enrichissement > 2
correspond a une p-value < 0.01 et plus le score d’enrichissement est élevé, plus
I’enrichissement de ces termes est significatif. Les groupes fonctionnels indiqués sont ceux

qui ont un score d’enrichissement supérieur ou égal a 2.

Catégorie Terme Nombre % Enrichissement | PValue |Benjamini

G0:0043065~positive regulation of

terme GO BP apoptosis 71 4.6 2,0E+00 5,56-08 | 2,0E-04
G0:0043068~positive regulation of

terme GO BP programmed cell death 71 4.6 1,9E+00 7,3E-08 | 1,3E-04
G0:0010942~positive regulation of

terme GO BP cell death 71 4.6 1,9E+00 8,7E-08 | 1,1E-04

terme GO BP | GO:0042981~regulation of apoptosis | 110 7.1 1,6E+00 3,1E-07 | 1,2E-04

G0:0043067~regulation of

terme GO BP programmed cell death 110 7.1 1,6E+00 5,1E-07 | 1,6E-04

terme GO BP | GO:0010941~regulation of cell death | 110 7.1 1,6E+00 6,1E-07 | 1,5E-04

terme GO BP | GO:0006917~induction of apoptosis 53 3.4 2,0E+00 3,0E-06 | 5,9E-04

G0:0012502~induction of

terme GO BP programmed cell death 53 3.4 2,0E+00 3,3E-06 6,1E-04
G0:0043066~negative regulation of

terme GO BP apoptosis 52 3.4 1,7E+00 1,0E-04 | 1,2E-02
G0:0043069~negative regulation of

terme GO BP programmed cell death 52 3.4 1,7E+00 1,56-04 | 1,6E-02
G0:0060548~negative regulation of

terme GO BP cell death 52 3.4 1,7E+00 1,6E-04 | 1,6E-02

terme GO BP G0:0006916~anti-apoptosis 33 2.1 1,9E+00 5,3E-04 | 3,2E-02
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Catégorie Terme Nombre % Enrichissement | PValue |Benjamini
Mot-clé Pir
Superfamily actin-binding 45 2.9 2,4E+00 1,0E-07 7,3E-06
G0:0008092~cytoskeletal protein
terme GO MF binding 75 4.9 1,8E+00 1,6E-06 | 1,7E-03
terme GO MF GO:0003779~actin binding 54 3.5 2,0E+00 2,5E-06 | 1,4E-03
terme GOCC | G0:0015629~actin cytoskeleton 38 2.4 1,9E+00 3,0E-04 | 1,3E-02
Catégorie Terme Nombre % Enrichissement | PValue |Benjamini
Mot-clé Pir
Superfamily nucleus 435 28.4 1,3E+00 7,4E-12 2,3E-09
G0:0031328~positive regulation of
terme GO BP cellular biosynthetic process 99 6.4 1,7E+00 1,0E-07 9,5E-05
G0:0010557~positive regulation of
terme GO BP | macromolecule biosynthetic process 95 6.2 1,7E+00 1,5E-07 1,1E-04
G0:0045893~positive regulation of
terme GO BP transcription, DNA-dependent 75 4.9 1,9E+00 1,7E-07 | 1,1E-04
G0:0009891~positive regulation of
terme GO BP biosynthetic process 929 6.4 1,7E+00 2,1E-07 1,1E-04
G0:0051254~positive regulation of
terme GO BP RNA metabolic process 75 4.9 1,8E+00 2,4E-07 | 1,1E-04
G0:0045941~positive regulation of
terme GO BP transcription 84 5.4 1,8E+00 3,0E-07 | 1,3E-04
G0:0006357~regulation of
transcription from RNA polymerase Il
terme GO BP promoter 101 6.6 1,6E+00 5,1E-07 | 1,7E-04
G0:0051173~positive regulation of
nitrogen compound metabolic
terme GO BP process 92 6.0 1,7E+00 5,2E-07 | 1,5E-04
G0:0010628~positive regulation of
terme GO BP gene expression 85 L3 1,7E+00 5,56-07 | 1,5E-04
G0:0045935~positive regulation of
nucleobase, nucleoside, nucleotide
terme GO BP | and nucleic acid metabolic process 89 5.8 1,7E+00 8,7E-07 2,0E-04
G0:0010604~positive regulation of
terme GO BP | macromolecule metabolic process 113 7.3 1,6E+00 1,4E-06 3,0E-04
Mot-clé Pir
Superfamily Transcription 215 14.0 1,4E+00 1,5E-06 7,8E-05
Mot-clé Pir
Superfamily transcription regulation 211 13.7 1,4E+00 1,6E-06 7,6E-05
G0:0045944~positive regulation of
transcription from RNA polymerase Il
terme GO BP promoter 59 3.8 1,9E+00 2,9E-06 | 6,0E-04
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Catégorie Terme Nombre % Enrichissement | PValue |Benjamini
Mot-clé Pir
Superfamily atp-binding 161 10,53 1,59 2,47E-09 | 2,58E-07
UP SEQ nucleotide phosphate-binding
FEATURE region:ATP 123 8,04 1,67 1,84E-08 | 3,82E-05
Mot-clé Pir
Superfamily nucleotide-binding 187 12,23 1,45 1,07E-07 | 6,72E-06
UP SEQ
FEATURE binding site:ATP 74 4,84 1,78 1,62E-06 | 2,24E-03
Mot-clé Pir
Superfamily serine/threonine-protein kinase 56 3,66 1,92 3,45E-06 | 1,55E-04
Mot-clé Pir
Superfamily kinase 87 5,69 1,66 3,58E-06 | 1,50E-04
UP SEQ
FEATURE domain:Protein kinase 65 4,25 1,81 4,63E-06 | 3,83E-03
INTERPRO IPRO00719:Protein kinase, core 68 4,45 1,77 5,22E-06 | 9,45E-03
G0:0032559~adenyl ribonucleotide
terme GO MF binding 174 11,38 1,38 5,98E-06 | 2,21E-03
terme GO MF G0:0005524~ATP binding 172 11,25 1,38 6,12E-06 | 1,70E-03
terme GO MF (G0:0001882~nucleoside binding 184 12,03 1,35 9,37E-06 | 2,08E-03
G0:0030554~adenyl nucleotide
terme GO MF binding 179 11,71 1,34 1,78E-05 | 3,28E-03
G0:0001883~purine nucleoside
terme GO MF binding 181 11,84 1,34 1,97E-05 | 3,13E-03
INTERPRO IPRO17442:Serine/threonine protein
kinase-related 55 3,47 1,83 2,66E-05 | 1,60E-02
INTERPRO IPRO17441:Protein kinase, ATP
binding site 63 4,12 1,71 3,17E-05 | 1,43E-02
terme GO MF
G0:0004672~protein kinase activity 81 5,30 1,58 3,50E-05 | 4,85E-03
UP SEQ
FEATURE
active site:Proton acceptor 80 5,23 1,58 4,47E-05 | 2,29E-02
terme GO BP G0:0006468~protein amino acid
phosphorylation 86 5,62 1,53 6,72E-05 | 8,87E-03
terme GO MF G0:0004674~protein
serine/threonine kinase activity 61 3,99 1,68 7,07E-05 | 8,69E-03
INTERPRO IPRO08271:Serine/threonine protein
kinase, active site 51 3,34 1,78 7,27E-05 | 2,61E-02
G0:0032555~purine ribonucleotide
terme GO MF binding 199 13,02 1,28 9,26E-05 | 1,02E-02
terme GO MF | GO:0032553~ribonucleotide binding 199 13,02 1,28 9,26E-05 | 1,02E-02
terme GO BP | GO:0006793~phosphorus metabolic
process 116 7,59 1,41 9,82E-05 | 1,17E-02
terme GOBP | GO:0006796~phosphate metabolic
process 116 7,59 1,41 9,82E-05 | 1,17E-02
terme GO MF G0:0017076~purine nucleotide
binding 204 13,34 1,26 2,18E-04 | 2,00E-02
terme GO BP
G0:0016310~phosphorylation 97 6,34 1,44 2,25E-04 | 1,88E-02
INTERPRO
transferase 142 9,29 1,33 2,72E-04 | 7,74E-03
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Catégorie Terme Nombre % Enrichissement | PValue | Benjamini
Mot-clé Pir
Superfamily metal-binding 311 20,34 1,37 1,15E-09 | 1,45E-07
Mot-clé Pir
Superfamily zinc 230 15,04 1,38 2,24E-07 | 1,28E-05
Mot-clé Pir
Superfamily zinc-finger 179 11,71 1,36 1,09E-05 | 4,26E-04
G0:0046914~transition metal ion
terme GO MF binding 284 18,57 1,21 1,84E-04 | 1,84E-02
terme GO MF G0:0008270~zincion binding 232 15,17 1,19 1,91E-03 | 1,01E-01
terme GO MF G0:0043167~ion binding 398 26,03 1,11 5,02E-03 | 2,08E-01
terme GO MF G0:0043169~cation binding 392 25,64 1,11 5,74E-03 | 2,18E-01
terme GO MF G0:0046872~metal ion binding 388 25,38 1,11 6,16E-03 | 2,11E-01
Catégorie Terme Nombre % Enrichissement | PValue |Benjamini
UP SEQ
FEATURE domain:Leucine-zipper 25 1,64 2,96 1,15E-09 | 2,50E-03
IPRO04827:Basic-leucine zipper (bZIP)
INTERPRO transcription factor 16 1,05 3,73 2,24E-07 | 1,13E-02
SMART SMO0O0338:BRLZ 16 1,05 3,17 1,09E-05 | 2,86E-02
IPRO11616:bZIP transcription factor,
INTERPRO bZIP-1 10 0,65 3,99 1,84E-04 | 1,57E-01
UP SEQ
FEATURE DNA-binding region:Basic motif 18 1,18 1,46 1,91E-03 | 9,84E-01
Catégorie Terme Nombre % Enrichissement | PValue |Benjamini
Mots-clé Pir
Superfamily isopeptide bond 47 3,07 1,93 2,18E-05 | 7,59E-04
Mots-clé Pir
Superfamily ubl conjugation 67 4,38 1,49 1,00E-03 | 2,30E-02
cross-link:Glycyl lysine isopeptide
UP SEQ (Lys-Gly) (interchain with G-Cter in
FEATURE ubiquitin) 29 1,90 1,90 1,32E-03 | 2,29E-01
Catégorie Terme Nombre % Enrichissement | PValue |Benjamini
terme GO CC G0:0070161~anchoring junction 32 2,09 2,45 5,03E-06 | 3,47E-04
terme GO CC G0:0005912~adherens junction 29 1,90 2,46 1,36E-05 | 8,35E-04
G0:0005924~cell-substrate adherens
terme GO CC junction 20 1,31 2,48 3,54E-04 | 1,39E-02
terme GO CC G0:0005925~focal adhesion 19 1,24 2,45 6,08E-04 | 2,08E-02
G0:0016323~basolateral plasma
terme GO CC membrane 30 1,96 1,95 6,98E-04 | 2,24E-02
terme GO CC | GO:0030055~cell-substrate junction 20 1,31 225 7,20E-04 | 2,07E-02
terme GO CC G0:0030054~cell junction 58 3,79 1,47 2,77E-03 | 4,40E-02
Mots-clé Pir
Superfamily cell junction 41 2,68 1,35 4,63E-02 | 3,35E-01
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Catégorie Terme Nombre % Enrichissement | PValue |Benjamini
G0:0007010~cytoskeleton
terme GO BP organization 58 3,79 1,58 5,58E-04 | 3,24E-02
G0:0030029~actin filament-based
terme GO BP process 36 2,35 1,77 1,04E-03 | 5,07E-02
G0:0030036™actin cytoskeleton
terme GO BP organization 34 2,22 1,78 1,30E-03 | 5,92E-02
Catégorie Terme Nombre % Enrichissement | PValue |Benjamini
G0:0006913~nucleocytoplasmic
terme GO BP transport 32 2,09 2,43 5,29E-06 | 9,34E-04
G0:0006606~protein import into
terme GO BP nucleus 22 1,44 3,03 6,46E-06 | 1,09E-03
terme GO BP (G0:0051169~nuclear transport 32 2,09 2,40 6,95E-06 | 1,12E-03
terme GO BP G0:0051170~nuclear import 22 1,44 2,96 9,50E-06 | 1,47E-03
G0:0034504~protein localization in
terme GO BP nucleus 22 1,44 2,77 2,79E-05 | 3,97E-03
G0:0033365~protein localization in
terme GO BP organelle 27 1,77 2,19 2,00E-04 | 1,84E-02
terme GO BP GO:0017038~protein import 25 1,64 2,26 2,22E-04 | 1,90E-02
terme GO BP G0:0006605~protein targeting 34 2,22 1,87 5,40E-04 | 3,23E-02
terme GO BP | GO:0046907~intracellular transport 78 5,10 1,41 1,74E-03 | 7,07E-02
G0O:0000060~protein import into
terme GO BP nucleus, translocation 9 0,59 3,14 6,21E-03 | 1,68E-01
Mots-clé Pir
Superfamily protein transport 51 3,34 1,38 1,81E-02 | 1,98E-01
terme GO BP G0:0008104~protein localization 92 6,02 1,24 2,37E-02 | 3,51E-01
G0:0045184~establishment of
terme GO BP protein localization 81 5,30 1,25 2,74E-02 | 3,80E-01
G0:0034613~cellular protein
terme GO BP localization 47 3,07 1,36 2,85E-02 | 3,85E-01
terme GO BP G0:0015031~protein transport 80 5,23 1,24 3,02E-02 | 3,92E-01
G0:0070727~cellular macromolecule
terme GO BP localization 47 3,07 1,35 3,21E-02 | 4,02E-01
G0:0006886~intracellular protein
terme GO BP transport 42 2,75 1,33 4,91E-02 | 4,92E-01
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Catégorie Terme Nombre % Enrichissement | PValue |Benjamini
G0:0010605~negative regulation of
terme GOBP | macromolecule metabolic process 96 6,28 1,55 1,33E-05 | 1,97E-03
G0:0010558~negative regulation of
terme GO BP | macromolecule biosynthetic process 71 4,64 1,54 2,61E-04 | 2,08E-02
G0:0031327~negative regulation of
terme GO BP cellular biosynthetic process 72 4,71 1,52 3,25E-04 | 2,48E-02
G0:0010629~negative regulation of
terme GO BP gene expression 66 4,32 1,55 3,44E-04 | 2,43E-02
G0:0016564~transcription repressor
terme GO MF activity 46 3,01 1,72 3,52E-04 | 2,96E-02
G0:0009890~negative regulation of
terme GO BP biosynthetic process 72 4,71 1,49 5,93E-04 | 3,28E-02
G0:0051253~negative regulation of
terme GO BP RNA metabolic process 49 3,20 1,60 1,08E-03 | 5,15E-02
G0:0045892~negative regulation of
terme GO BP transcription, DNA-dependent 48 3,14 1,60 1,34E-03 | 6,05E-02
G0:0016481~negative regulation of
terme GO BP transcription 57 3,73 1,47 3,08E-03 | 1,05E-01
G0:0045934~negative regulation of
nucleobase, nucleoside, nucleotide
terme GO BP | and nucleic acid metabolic process 60 3,92 1,39 8,22E-03 | 1,94E-01
G0:0051172~negative regulation of
nitrogen compound metabolic
terme GO BP process 60 3,92 1,37 1,09E-02 | 2,25E-01
G0:0000122~negative regulation of
transcription from RNA polymerase Il
terme GO BP promoter 33 2,16 1,47 2,57E-02 | 3,67E-01

Catégorie Terme Nombre % Enrichissement | PValue |Benjamini
G0:0002237~response to molecule of
terme GO BP bacterial origin 20 1,31 2,76 7,78E-05(2,58E-03
GO0:0032496~response to
terme GO BP lipopolysaccharide 16 1,05 2,46 1,70E-03|7,08E-02
terme GOBP | GO:0009617~response to bacterium 25 1,64 1,54 3,48E-02 |4,19E-01
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Catégorie Terme Nombre % Enrichissement | PValue |Benjamini
G0:0042325~regulation of
terme GO BP phosphorylation 64 4,19 1,63 1,12E-04 | 1,25E-02
G0:0051174~regulation of
terme GO BP phosphorus metabolic process 65 4,25 1,59 2,02E-04 | 1,81E-02
G0:0019220~regulation of phosphate
terme GO BP metabolic process 65 4,25 1,59 2,02E-04 | 1,81E-02
G0:0043549~regulation of kinase
terme GO BP activity 51 3,34 1,69 2,43E-04 | 1,98E-02
G0:0051338~regulation of
terme GO BP transferase activity 52 3,40 1,66 3,55E-04 | 2,41E-02
G0:0045859~regulation of protein
terme GO BP kinase activity 49 3,20 1,68 3,77E-04 | 2,46E-02
G0:0051347~positive regulation of
terme GO BP transferase activity 33 2,16 1,63 6,32E-03 | 1,66E-01
G0:0033674~positive regulation of
terme GO BP kinase activity 32 2,09 1,64 6,49E-03 | 1,66E-01
G0:0045860~positive regulation of
terme GO BP protein kinase activity 31 2,03 1,65 7,08E-03 | 1,75E-01
G0:0043085~positive regulation of
terme GO BP catalytic activity 58 3,79 1,32 2,33E-02 | 3,47E-01
G0:0044093~positive regulation of
terme GO BP molecular function 64 4,19 1,29 2,59E-02 | 3,65E-01
G0:0032147~activation of protein
terme GO BP kinase activity 17 1,11 1,77 2,94E-02 | 3,87E-01
Catégorie Terme Nombre % Enrichissement | PValue |Benjamini
G0:0048514~blood vessel
terme GO BP morphogenesis 33 2,16 1,85 8,01E-04 | 4,22E-02
G0:0001568~blood vessel
terme GO BP development 36 235 1,74 1,39E-03 | 6,10E-02
G0:0001944~vasculature
terme GO BP development 36 2,35 1,70 2,11E-03 | 8,02E-02
terme GO BP G0:0001525~angiogenesis 23 1,50 1,84 6,27E-03 | 1,66E-01
Catégorie Terme Nombre % Enrichissement | PValue |Benjamini
terme GO CC (G0:0031674~1 band 13 0,85 3,11 7,07E-04 | 2,15E-02
terme GO CC G0:0030016~myofibril 19 1,24 2,25 1,67E-03 | 3,50E-02
terme GO CC (G0:0043292~contractile fiber 20 1,31 2,18 1,86E-03 | 3,60E-02
terme GO CC G0:0030018~7 disc 11 0,72 3,15 1,99E-03 | 3,60E-02
terme GO CC | G0:0044449~contractile fiber part 19 1,24 2,21 2,06E-03 | 3,60E-02
terme GO CC G0:0030017~sarcomere 16 1,05 2,15 6,82E-03 | 9,23E-02
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Catégorie Terme Nombre % Enrichissement | PValue |Benjamini
Mots-clé Pir
Superfamily ubl conjugation pathway 64 4,19 1,65 9,44E-05 | 2,96E-03
G0:0009057~macromolecule
terme GO BP catabolic process 93 6,08 1,41 5,56E-04 | 3,27E-02
G0:0044265~cellular macromolecule
terme GO BP catabolic process 85 5,56 1,39 1,58E-03 | 6,76E-02
G0:0030163~protein catabolic
terme GO BP process 74 4 84 1,41 2,24E-03 | 8,30E-02
G0:0051603~proteolysis involved in
terme GO BP cellular protein catabolic process 71 4,64 1,40 3,16E-03 | 1,07E-01
G0:0044257~cellular protein
terme GO BP catabolic process 71 4,64 1,40 3,57E-03 | 1,13E-01
G0:0043632~modification-dependent]
terme GOBP | macromolecule catabolic process 68 4,45 1,40 3,79E-03 | 1,18E-01
(G0O:0019941~modification-dependent
terme GO BP protein catabolic process 68 4,45 1,40 3,79E-03 | 1,18E-01
terme GO BP G0:0006508~proteolysis 102 6,67 1,15 9,09E-02 | 6,40E-01
Catégorie Terme Nombre % Enrichissement | PValue |Benjamini
terme GO BP |G0:0006417~regulation of translation 25 1,64 2,16 4,44E-04 | 2,75E-02
G0:0017148~negative regulation of
terme GO BP translation 10 0,65 3,49 1,57E-03 | 6,80E-02
G0:0010608~posttranscriptional
terme GO BP regulation of gene expression 32 2,09 1,80 1,62E-03 | 6,84E-02
G0:0032268~regulation of cellular
terme GO BP protein metabolic process 57 3,73 1,43 6,15E-03 | 1,67E-01
Mots-clé Pir
Superfamily translation regulation 12 0,78 2,35 1,20E-02 | 1,52E-01
Catégorie Terme Nombre % Enrichissement | PValue |Benjamini
terme GO CC G0:0000267~cell fraction 110 7,19 1,34 1,13E-03 | 2,94E-02
terme GOCC | GO:0005624~membrane fraction 85 5,56 1,38 1,80E-03 | 3,62E-02
terme GO CC G0:0005626~insoluble fraction 87 5,69 1,37 2,35E-03 | 3,98E-02
terme GO CC G0:0005792~microsome 30 1,96 1,67 7,16E-03 | 9,22E-02
terme GO CC (G0:0042598~vesicular fraction 30 1,96 1,62 1,06E-02 | 1,20E-01
Catégorie Terme Nombre % Enrichissement | PValue | Benjamini
G0:0046983~protein dimerization
terme GO MF activity 70 4,58 1,53 3,53E-04 | 2,76E-02
G0:0042803~protein
terme GO MF homodimerization activity 42 2,75 1,49 9,73E-03 | 3,04E-01
terme GO MF |G0:0042802~identical protein binding 70 4,58 1,29 2,06E-02 | 4,23E-01
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Catégorie Terme Nombre % Enrichissement | PValue |Benjamini
UP SEQ
FEATURE domain:DHR-1 6 0,39 7,11 8,23E-04 | 1,82E-01
UP SEQ

FEATURE domain:DHR-2 6 0,39 7,11 8,23E-04 | 1,82E-01

INTERPRO IPRO10703:Dedicator of cytokinesis 3 0,20 5,30 1,04E-01 | 9,21E-01

Catégorie Terme Nombre % Enrichissement | PValue |Benjamini

Mots-clé Pir

Superfamily motor protein 23 1,50 2,28 4,08E-04 | 1,06E-02

terme GO MF G0:0003774~motor activity 25 1,64 2,08 7,74E-04 | 5,24E-02
G0O:0003777~microtubule motor

terme GO MF activity 15 0,98 2,31 4,69E-03 | 2,03E-01

terme GO CC G0:0005874~microtubule 34 2,22 1,63 5,49E-03 | 7,88E-02

Mots-clé Pir

Superfamily microtubule 30 1,96 1,70 5,56E-03 | 9,25E-02
G0:0007017~microtubule-based

terme GO BP process 34 2,22 1,59 7,80E-03 | 1,89E-01
G0O:0007018~microtubule-based

terme GO BP movement 18 1,18 1,89 1,35E-02 | 2,63E-01

G0:0005875~microtubule associated
terme GO CC complex 15 0,98 1,94 2,17E-02 | 2,08E-01
Catégorie Terme Nombre % Enrichissement | PValue |Benjamini
G0:0001501~skeletal system

terme GO BP development 44 2,88 1,64 1,38E-03 | 6,14E-02

terme GO BP G0:0060348~bone development 20 1,31 1,93 7,06E-03 | 1,76E-01

terme GO BP G0:0001503~ossification 18 1,18 1,86 1,59E-02 | 2,88E-01
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Catégorie Terme Nombre % Enrichissement | PValue |Benjamini
terme GO BP |GO:0051270~regulation of cell motion 33 2,16 2,03 1,58E-04 | 1,58E-02
G0:0030334~regulation of cell
terme GO BP migration 28 1,83 1,96 9,00E-04 | 4,60E-02
G0:0040012~regulation of

terme GO BP locomotion 29 1,90 1,79 2,96E-03 | 1,04E-01
G0:0051272~positive regulation of

terme GO BP cell motion 18 1,18 2,18 3,20E-03 | 1,06E-01
G0:0051271~negative regulation of

terme GO BP cell motion 12 0,78 2,26 1,53E-02 | 2,85E-01
G0:0030336~negative regulation of

terme GO BP cell migration 11 0,72 2,29 1,96E-02 | 3,23E-01
G0:0040013~negative regulation of

terme GO BP locomotion 11 0,72 2,14 3,02E-02 | 3,91E-01
G0:0040017~positive regulation of

terme GO BP locomotion 15 0,98 1,81 3,49E-02 | 4,19E-01
G0:0030335~positive regulation of

terme GO BP cell migration 14 0,92 1,87 3,51E-02 | 4,20E-01

Catégorie Terme Nombre % Enrichissement | PValue |Benjamini

terme GO CC G0:0042641~actomyosin 8 0,52 3,90 3,27E-03 | 5,04E-02

terme GO CC G0:0001725~stressfiber 7 0,46 3,84 7,73E-03 | 9,48E-02

terme GO CC | G0:0032432~actin filament bundle 7 0,46 3,54 1,16E-02 | 1,28E-01
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Catégorie Terme Nombre % Enrichissement | PValue |Benjamini
IPR0O18097:EGF-like calcium-binding,
INTERPRO conserved site 19 1,24 2,45 6,09E-04 | 1,46E-01
IPR0O13032:EGF-like region, conserved
INTERPRO site 41 2,68 1,73 7,31E-04 | 1,53E-01
UP SEQ
FEATURE domain:EGF-like 2; calcium-binding 13 0,85 2,97 1,10E-03 | 2,13E-01
INTERPRO IPRO06209:EGF 22 1,44 2,14 1,25E-03 | 1,87E-01
INTERPRO IPRO01881:EGF-like calcium-binding 18 1,18 2,32 1,65E-03 | 2,06E-01
INTERPRO IPR0O13091:EGF calcium-binding 15 0,98 2,58 1,65E-03 | 1,94E-01
Mots-clé Pir
Superfamily egf-like domain 31 2,03 1,76 2,76E-03 | 5,28E-02
INTERPRO IPRO06210:EGF-like 29 1,90 1,78 3,22E-03 | 3,07E-01
IPRO00152:EGF-type
aspartate/asparagine hydroxylation
INTERPRO conserved site 17 1,11 2,17 4,63E-03 | 3,75E-01
UP SEQ
FEATURE domain:EGF-like 6 10 0,65 3,03 4, 66E-03 | 4,54E-01
UP SEQ
FEATURE domain:EGF-like 3; calcium-binding 9 0,59 3,17 6,10E-03 | 5,15E-01
SMART SMO00179:EGF_CA 18 1,18 1,97 8,56E-03 | 6,33E-01
INTERPRO IPRO00742:EGF-like, type 3 26 1,70 1,66 1,35E-02 | 5,39E-01
UP SEQ
FEATURE domain:EGF-like 7; calcium-binding 7 0,46 3,38 1,47E-02 | 7,45E-01
UP SEQ
FEATURE domain:EGF-like 1 17 1,11 1,85 2,10E-02 | 8,04E-01
SMART SMO00181:EGF 29 1,90 1,51 2,53E-02 | 5,93E-01
UP SEQ
FEATURE domain:EGF-like 4; calcium-binding 7 0,46 2,76 3,73E-02 | 9,01E-01
UP SEQ
FEATURE domain:EGF-like 5; calcium-binding 7 0,46 2,46 6,05E-02 | 9,52E-01
UP SEQ
FEATURE domain:EGF-like 3 9 0,59 1,56 2,16E-01 | 9,98E-01
UP SEQ
FEATURE domain:EGF-like 6; calcium-binding 4 0,26 2,08 3,00E-01 | 1,00E+00
Catégorie Terme Nombre % Enrichissement | PValue | Benjamini
UP SEQ
FEATURE domain:C2 17 1,11 2,77 3,25E-04 | 9,85E-02
IPRO00008:C2 calcium-dependent
INTERPRO membrane targeting 21 1,37 1,90 6,97E-03 | 3,99E-01
SMART SM00239:C2 21 1,37 1,61 3,46E-02 | 6,42E-01
IPR018029:C2 membrane targeting
INTERPRO protein 15 0,98 1,75 4,60E-02 | 7,83E-01
Catégorie Terme Nombre % Enrichissement | PValue | Benjamini
G0:0015630~microtubule
terme GO CC cytoskeleton 67 4,38 1,61 1,16E-04 | 5,82E-03
G0:0005815~microtubule organizing
terme GO CC center 27 1,77 1,40 7,00E-02 | 4,27E-01
terme GO CC G0:0005813~centrosome 24 1,57 1,41 8,49E-02 | 4,75E-01
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Catégorie Terme Nombre % Enrichissement | PValue |Benjamini
G0:0042035~regulation of cytokine
terme GO BP biosynthetic process 15 0,98 2,40 3,18E-03 | 1,06E-01
G0:0001817~regulation of cytokine
terme GO BP production 27 1,77 1,77 5,01E-03 | 1,45E-01
G0:0042108~positive regulation of
terme GO BP cytokine biosynthetic process 9 0,59 2,22 4,57E-02 | 4,76E-01
Catégorie Terme Nombre % Enrichissement | PValue |Benjamini
G0:0006984~ER-nuclear signaling
terme GO BP pathway 10 0,65 3,39 1,96E-03 | 7,62E-02
G0:0051789~response to protein
terme GO BP stimulus 19 1,24 2,11 3,47E-03 | 1,12E-01
G0:0034976™response to
terme GO BP endoplasmic reticulum stress 9 0,59 3,14 6,21E-03 | 1,68E-01
G0:0034620~cellular response to
terme GO BP unfolded protein 7 0,46 25 6,36E-03 | 1,65E-01
G0:0030968~endoplasmic reticulum
terme GO BP unfolded protein response 7 0,46 3,95 6,36E-03 | 1,65E-01
terme GO BP | GO:0006983~ER overload response 4 0,26 474 4 57E-02 | 4,75E-01
G0:0006986~response to unfolded
terme GO BP protein 11 0,72 1,84 7,32E-02 | 5,94E-01
Catégorie Terme Nombre % Enrichissement | PValue | Benjamini
terme GO BP (G0:0048870~cell motility 40 2,62 1,54 6,37E-03 | 1,64E-01
terme GO BP G0:0051674~localization of cell 40 2,62 1,54 6,37E-03 | 1,64E-01
terme GO BP G0:0016477~cell migration 36 2,35 1,55 9,62E-03 | 2,14E-01
terme GO BP G0:0006928~cell motion 54 3,53 1,35 2,10E-02 | 3,32E-01
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ANNEXE 2 : RESULTATS DE L’ANALYSE FONCTIONNELLE PAR LE LOGICIEL DAVID
DES TERMES GO ASSOCIES AUX GENES DONT L'EXPRESSION EST MODIFIEE LORS
D’UN STRESS OXYDANT AU TEMPS 24 H.

L'analyse a été réalisée en utilisant les génes dont I'expression est modifiée 24 h apres le
début d’un stress oxydant. Pour chaque GO identifié, un taux d’enrichissement est calculé et
des tests statistiques sont effectués pour évaluer le niveau de significativité de
I’enrichissement du terme d’intérét. A partir de ces résultats, le logiciel regroupe les GO
biologiquement reliées entre eux en cluster et associe un score d’enrichissement. Ce score
d’enrichissement est directement lié a la p-value calculée pour le groupe fonctionnel selon la
formule suivante: score =-log(p-value), par conséquent un score d’enrichissement > 2
correspond a une p-value < 0.01 et plus le score d’enrichissement est élevé, plus
I’enrichissement de ces termes est significatif. Les groupes fonctionnels indiqués sont ceux

qui ont un score d’enrichissement supérieur ou égal a 3.

Catégorie Terme Nombre % Enrichissement | PValue |Benjamini
G0:0030334~regulation of cell
terme GO BP migration 35 2,8 2,9647162 1,59E-08 | 1,12E-05
G0:0040012~regulation of

terme GO BP locomotion 37 3,0 2,75868607 4,13E-08 | 1,32E-05

terme GO BP |G0:0051270~regulation of cell motion 37 3,0 2,74439236 4,75E-08 | 1,19E-05
G0:0030335~positive regulation of

terme GO BP cell migration 22 1,8 3,53862434 5,72E-07 | 9,58E-05
G0:0040017~positive regulation of

terme GO BP locomotion 23 1,9 3,35972357 7,75E-07 | 1,18E-04
G0:0051272~positive regulation of

terme GO BP cell motion 22 1,8 3,21364863 3,06E-06 | 3,71E-04

Catégorie Terme Nombre % Enrichissement | PValue |Benjamini

terme GO CC (G0:0031012~extracellular matrix 56 4,5 2,30017674 7,97E-09 | 1,96E-06

G0:0005578~proteinaceous
terme GO CC extracellular matrix 52 4,2 2,3027439 2,85E-08 | 4,68E-06
Mots-clé Pir

Family extracellular matrix 40 3,2 2,63627673 4,94E-08 | 1,52E-05

terme GO CC |GO:0044420~extracellular matrix part 27 2,2 3,27016886 1,18E-07 | 1,16E-05

terme GO CC | GO:0005604~basement membrane 20 1,6 3,63352095 1,35E-06 | 8,33E-05

G0:0005201~extracellular matrix
terme GO MF structural constituent 18 1,5 2,97631116 8,41E-05 | 2,27E-02
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Catégorie Terme Nombre % Enrichissement | PValue |Benjamini
terme GO CC G0:0000267~cell fraction 124 10,0 1,622502984 4,23E-08 | 5,22E-06
terme GO CC G0:0005626~insoluble fraction 97 7,8 1,63833251 1,13E-06 | 9,26E-05
terme GO CC G0:0005624~membrane fraction 94 7,6 1,64653743 1,34E-06 | 9,47E-05

Catégorie Terme Nombre % Enrichissement | PValue |Benjamini
terme GO BP G0:0033273~response to vitamin 21 1,7 4,554882155 1,15E-08 | 1,34E-05

G0:0009991~response to
terme GO BP extracellular stimulus 40 3,2 2,602789803 5,57E-08 | 1,15E-05
terme GO BP (G0:0007584~response to nutrient 29 2,3 2,96532124 3,32E-07 | 5,83E-05
G0:0031667~response to nutrient
terme GO BP levels 35 2,8 2,543335213 7,52E-07 | 1,20E-04
terme GO BP | G0:0033189~response to vitamin A 11 0,9 3,74925674 4,92E-04 | 1,87E-02
Catégorie Terme Nombre % Enrichissement | PValue |Benjamini
G0:0010035~response to inorganic
terme GO BP substance 44 3,6 3,072561621 4,89E-11 | 8,60E-08
G0:0006979~response to oxidative
terme GO BP stress 33 2,7 2,88052652 8,90E-08 | 1,74E-05
G0:0000302~response to reactive
terme GO BP oxygen species 17 1,4 3,244811287 4,77E-05 | 3,22E-03
G0:0042542~response to hydrogen 0,00146806
terme GO BP peroxide 12 1,0 3,067573696 5 4,36E-02
Catégorie Terme Nombre % Enrichissement | PValue |Benjamini
G0:0001568~blood vessel
terme GO BP development 43 3,5 2,51 4,66E-08 | 1,26E-05
G0:0001944~vasculature
terme GO BP development 43 3,5 2,45 9,42E-08 | 1,74E-05
terme GO BP (G0:0001525~angiogenesis 26 2,1 2,51 3,12E-05 | 2,15E-03
G0:0048514~blood vessel
terme GO BP morphogenesis 32 2,6 2,17 6,27E-05 | 3,86E-03
Catégorie Terme Nombre % Enrichissement | PValue |Benjamini
Mots-clé Pir
Family actin-binding 38 3,1 2,44 7,81E-07 | 9,62E-05
G0:0008092~cytoskeletal protein
terme GO MF binding 65 5,3 1,83 2,47E-06 | 2,69E-03
terme GO MF G0:0003779~actin binding 46 3,7 2,01 9,48E-06 | 5,16E-03
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Catégorie Terme Nombre % Enrichissement | PValue |Benjamini
terme GO BP G0:0007155~cell adhesion 83 6,7 1,70 1,96E-06 | 2,55E-04
terme GO BP G0:0022610~biological adhesion 83 6,7 1,69 2,10E-06 | 2,64E-04
Mots-clé Pir

Family cell adhesion 52 4,2 1,96 5,76E-06 | 4,44E-04

Catégorie Terme Nombre % Enrichissement | PValue |Benjamini

G0:0010033~response to organic

terme GO BP substance 100 8,1 1,99 3,30E-11 | 1,16E-07

GO0:0009719~response to
terme GO BP endogenous stimulus 61 4,9 2,16 1,96E-08 | 1,15E-05
G0:0009725~response to hormone

terme GO BP stimulus 56 4,5 2,18 5,18E-08 | 1,14E-05
G0:0043434~response to peptide

terme GO BP hormone stimulus 27 2,2 2,51 2,20E-05 | 1,65E-03
(G0:0032868~response to insulin

terme GO BP stimulus 19 1,5 2,72 1,71E-04 | 7,89E-03
G0:0032869~cellular response to

terme GO BP insulin stimulus 15 1,2 3,16 2,09E-04 | 9,13E-03
G0:0032870~cellular response to

terme GO BP hormone stimulus 22 1,8 2,37 3,44E-04 | 1,37E-02

G0:0008286~insulin receptor

terme GO BP signaling pathway 9 0,7 3,48 3,42E-03 | 7,98E-02

Catégorie Terme Nombre % Enrichissement | PValue |Benjamini

terme GO BP G0:0035295~tube development 37 3,0 2,41 1,34E-06 | 1,81E-04
G0:0048754~branching
terme GO BP morphogenesis of a tube 17 1,4 3,74 7,00E-06 | 7,03E-04
G0:0001763~morphogenesis of a
terme GO BP branching structure 18 1,5 3,48 9,90E-06 | 8,71E-04
terme GOBP | G0:0035239~tube morphogenesis 23 1,9 2,59 6,21E-05 | 3,89E-03
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Catégorie Terme Nombre % Enrichissement | PValue |Benjamini
terme GO BP | GO:0042981~regulation of apoptosis 99 8,0 1,76 2,62E-08 | 1,32E-05
G0:0043067~regulation of
terme GO BP programmed cell death 99 8,0 1,75 4,32E-08 | 1,27E-05
terme GO BP | GO:0010941~regulation of cell death 99 8,0 1,74 5,07E-08 | 1,19E-05
G0:0043068~positive regulation of
terme GO BP programmed cell death 57 4,6 1,88 5,00E-06 | 5,67E-04
G0:0010942~positive regulation of
terme GO BP cell death 57 4,6 1,88 5,70E-06 | 6,26E-04
G0:0043065~positive regulation of
terme GO BP apoptosis 56 4,5 1,86 8,45E-06 | 7,82E-04
G0:0043066~negative regulation of
terme GO BP apoptosis 46 3,7 1,86 6,37E-05 | 3,85E-03
G0:0043069~negative regulation of
terme GO BP programmed cell death 46 3,7 1,83 8,90E-05 | 4,73E-03
G0:0060548~negative regulation of
terme GO BP cell death 46 3,7 1,83 9,57E-05 | 5,01E-03
G0:0012502~induction of
terme GO BP programmed cell death 41 3,3 1,83 2,43E-04 | 1,03E-02
terme GO BP | GO:0006917~induction of apoptosis 40 3,2 1,79 4,57E-04 | 1,79E-02
terme GO BP G0:0006916~anti-apoptosis 28 2,3 1,95 1,13E-03 | 3,68E-02
Catégorie Terme Nombre % Enrichissement | PValue |Benjamini
terme GO BP | GO:0012501~programmed cell death 73 5,9 1,71 6,95E-06 | 7,19E-04
Mots-clé Pir
Family Apoptosis 48 3,9 2,00 7,67E-06 | 5,25E-04
terme GO BP GO:0006915~apoptosis 72 5,8 1,71 7,76E-06 | 7,58E-04
terme GO BP G0:0008219~cell death 81 6,6 1,61 1,82E-05 | 1,42E-03
terme GO BP G0:0016265~death 81 6,6 1,60 2,31E-05 | 1,69E-03
Catégorie Terme Nombre % Enrichissement | PValue |Benjamini
G0O:0009991~response to
terme GO BP extracellular stimulus 40 3,2 2,60 5,57E-08 | 1,15E-05
G0:0048545~response to steroid
terme GO BP hormone stimulus 30 2,4 2,24 6,45E-05 | 3,84E-03
G0:0031960~response to
terme GO BP corticosteroid stimulus 17 1,4 2,86 2,27E-04 | 9,71E-03
GO0:0051384~response to
terme GO BP glucocorticoid stimulus 16 1,3 2,94 2,77E-04 | 1,14E-02
Catégorie Terme Nombre % Enrichissement | PValue | Benjamini
terme GO CC |G0:0044421~extracellular region part 116 9,4 1,71 6,63E-09 | 3,27E-06
terme GO CC G0:0005615~extracellular space 73 5,9 1,51 3,71E-04 | 1,30E-02
terme GO CC (G0:0005576~extracellular region 169 13,7 1,19 8,10E-03 | 1,21E-01
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Catégorie Terme Nombre % Enrichissement | PValue |Benjamini
terme GO BP | GO:0009611~response to wounding 74 6,0 2,00 1,33E-08 | 1,17E-05
terme GO BP | GO:0006954~inflammatory response 42 3,4 1,85 1,58E-04 | 7,39E-03
terme GO BP G0:0006952~defense response 53 4,3 1,23 8,44E-02 | 5,68E-01

Catégorie Terme Nombre % Enrichissement | PValue |Benjamini

INTERPRO IPR0O13091:EGF calcium-binding 18 1,5 3,70 4,38E-06 | 7,02E-03

IPR0O13032:EGF-like region, conserved
INTERPRO site 41 3,3 2,07 1,63E-05 | 8,73E-03
INTERPRO IPRO01881:EGF-like calcium-binding 20 1,6 3,08 1,90E-05 | 7,62E-03
IPR0O18097:EGF-like calcium-binding,
INTERPRO conserved site 20 1,6 3,08 1,90E-05 | 7,62E-03
UP SEQ
FEATURE domain:EGF-like 2; calcium-binding 14 1,1 3,88 4,36E-05 | 3,87E-02
INTERPRO IPRO00742:EGF-like, type 3 30 2,4 2,29 4,47E-05 | 1,43E-02
INTERPRO IPRO06209:EGF 22 1,8 2,56 1,15E-04 | 3,04E-02
SMART SMO00179:EGF_CA 20 1,6 2,68 1,18E-04 | 1,84E-02
Mots-clé Pir
Family egf-like domain 31 2,5 2,14 1,20E-04 | 3,69E-03
IPRO00152:EGF-type
aspartate/asparagine hydroxylation
INTERPRO conserved site 18 1,5 2,75 2,46E-04 | 5,50E-02
INTERPRO IPRO06210:EGF-like 28 2,3 2,06 4,79E-04 | 8,21E-02
UP SEQ
FEATURE domain:EGF-like 1 18 1,5 2,37 1,45E-03 | 2,04E-01
SMART SMO0181:EGF 28 2,3 1,79 3,41E-03 | 1,64E-01
UP SEQ
FEATURE domain:EGF-like 3 12 1,0 2,53 7,29E-03 | 5,02E-01
Catégorie Terme Nombre % Enrichissement | PValue |Benjamini
Mots-clé Pir
Family ubl conjugation 64 5,2 1,73 2,45E-05 | 1,08E-03
Mots-clé Pir
Family isopeptide bond 38 3,1 1,89 2,44E-04 | 5,56E-03
cross-link:Glycyl lysine isopeptide
UP SEQ (Lys-Gly) (interchain with G-Cter in
FEATURE ubiquitin) 25 2,0 1,98 1,79€-03 | 2,21E-01
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Catégorie Terme Nombre % Enrichissement | PValue |Benjamini
IPR0O04827:Basic-leucine zipper (bZIP)
INTERPRO transcription factor 15 1,2 4,19 7,54E-06 | 6,05E-03
UP SEQ
FEATURE domain:Leucine-zipper 21 1,7 3,02 1,67E-05 | 2,00E-02
SMART SMO0O0338:BRLZ 15 1,2 3,64 3,48E-05 | 1,09E-02
UP SEQ
FEATURE DNA-binding region:Basic motif 22 1,8 2,16 1,27E-03 | 1,89E-01
INTERPRO IPR0O11700:Basic leucine zipper 6 0,5 5,92 2,36E-03 | 2,24E-01
IPRO11616:bZIP transcription factor,
INTERPRO bZIP-1 7 0,6 3,34 1,60E-02 | 5,35E-01
Catégorie Terme Nombre % Enrichissement | PValue |Benjamini
Mots-clé Pir
Family signal 267 21,6 1,30 1,35E-06 | 1,19E-04
UP SEQ
FEATURE signal peptide 267 21,6 1,30 2,09E-06 | 3,77E-03
Mots-clé Pir
Family glycoprotein 332 26,9 1,22 2,05E-05 | 9,69E-04
UP SEQ
FEATURE |glycosylation site:N-linked (GlcNAc,,,) 315 25,5 1,21 1,03E-04 | 7,20E-02
Mots-clé Pir
Family Secreted 134 10,8 1,26 3,60E-03 | 4,26E-02
Mots-clé Pir
Family disulfide bond 215 17,4 1,17 8,01E-03 | 8,06E-02
terme GO CC G0:0005576~extracellular region 169 13,7 1,19 8,10E-03 | 1,21E-01
UP SEQ
FEATURE disulfide bond 205 16,6 1,15 1,84E-02 | 7,13E-01
Catégorie Terme Nombre % Enrichissement | PValue |Benjamini
terme GO CC G0:0030016~myofibril 21 1,7 2,68 8,58E-05 | 4,69E-03
terme GO CC G0:0043292~contractile fiber 22 1,8 2,58 1,01E-04 | 4,97E-03
terme GO CC | G0:0044449~contractile fiber part 20 1,6 2,51 3,25E-04 | 1,33E-02
terme GO CC G0:0031674~1 band 13 1,1 3,35 3,63E-04 | 1,37E-02
terme GO CC G0:0030018~7 disc 11 0,9 3,39 1,14E-03 | 3,08E-02
terme GO CC G0:0030017~sarcomere 17 1,4 2,46 1,30E-03 | 3,15E-02
Catégorie Terme Nombre % Enrichissement | PValue |Benjamini
G0:0009792~embryonic development]
terme GO BP ending in birth or egg hatching 43 3,5 1,84 1,42E-04 | 6,91E-03
G0:0043009~chordate embryonic
terme GO BP development 41 I3 1,77 4,63E-04 | 1,79E-02
G0:0001701~in utero embryonic
terme GO BP development 24 1,9 1,95 2,64E-03 | 6,75E-02
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Catégorie Terme Nombre % Enrichissement | PValue |Benjamini
terme GO BP G0:0035295~tube development 37 3,0 2,41 1,34E-06 | 1,81E-04
G0:0060541~respiratory system
terme GO BP development 18 1,5 2,39 1,26E-03 | 3,97E-02
terme GO BP G0:0030324~lung development 17 1,4 2,46 1,31E-03 | 3,99E-02
G0:0030323~respiratory tube
terme GO BP development 17 1,4 2,39 1,80E-03 | 5,03E-02
G0:0048286~lung alveolus
terme GO BP development 6 0,5 3,90 1,59E-02 | 2,29E-01
Catégorie Terme Nombre % Enrichissement | PValue |Benjamini
G0:0030036™actin cytoskeleton
terme GO BP organization 31 2,5 1,96 4,98E-04 | 1,87E-02
G0:0007010~cytoskeleton
terme GO BP organization 50 4,0 1,64 6,13E-04 | 2,18E-02
G0:0030029~actin filament-based
terme GO BP process 32 2,6 1,90 6,96E-04 | 2,44E-02
Catégorie Terme Nombre % Enrichissement | PValue | Benjamini
G0:0019220~regulation of phosphate
terme GO BP metabolic process 64 5,2 1,89 1,10E-06 | 1,61E-04
G0:0051174~regulation of
terme GO BP phosphorus metabolic process 64 5,2 1,89 1,10E-06 | 1,61E-04
G0:0042325~regulation of
terme GO BP phosphorylation 62 5,0 1,90 1,26E-06 | 1,78E-04
G0:0043549~regulation of kinase
terme GO BP activity 45 3,6 1,80 1,57E-04 | 7,54E-03
G0:0051338~regulation of
terme GO BP transferase activity 46 3,7 1,77 2,06E-04 | 9,12E-03
G0:0045859~regulation of protein
terme GO BP kinase activity 42 3,4 1,74 5,55E-04 | 1,99E-02
G0:0044093~positive regulation of
terme GO BP molecular function 58 4,7 1,42 6,46E-03 | 1,24E-01
G0:0051347~positive regulation of
terme GO BP transferase activity 28 2,3 1,67 9,46E-03 | 1,64E-01
G0:0033674~positive regulation of
terme GO BP kinase activity 27 2,2 1,67 1,07E-02 | 1,79E-01
G0:0043085~positive regulation of
terme GO BP catalytic activity 51 4,1 1,40 1,27E-02 | 2,00E-01
G0:0045860~positive regulation of
terme GO BP protein kinase activity 25 2,0 1,60 2,26E-02 | 2,77E-01
G0:0032147~activation of protein
terme GO BP kinase activity 10 0,8 1,26 4,01E-01 | 9,46E-01
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Catégorie Terme Nombre % Enrichissement | PValue |Benjamini
terme GO MF G0:0001871~pattern binding 26 2,1 2,40 6,83E-05 | 2,45E-02
terme GO MF | GO:0030247~polysaccharide binding 26 2,1 2,40 6,83E-05 | 2,45E-02

Mots-clé Pir
Family heparin-binding 13 1,1 3,18 6,56E-04 | 1,15E-02
G0:0005539~glycosaminoglycan
terme GO MF binding 22 1,8 2,23 7,53E-04 | 6,13E-02
terme GO MF | G0:0030246~carbohydrate binding 40 3,2 1,61 3,36E-03 | 1,68E-01
terme GO MF G0:0008201~heparin binding 15 1,2 2,07 1,28E-02 | 3,73E-01
Catégorie Terme Nombre % Enrichissement | PValue |Benjamini
G0:0051130~positive regulation of

terme GO BP cellular component organization 28 2,3 2,21 1,41E-04 | 6,97E-03
G0:0033043~regulation of organelle

terme GO BP organization 30 2,4 1,98 5,49E-04 | 1,99E-02
G0:0010638~positive regulation of

terme GO BP organelle organization 14 1,1 2,41 4,73E-03 | 1,01E-01

Catégorie Terme Nombre % Enrichissement | PValue |Benjamini
terme GO BP (G0:0031099~regeneration 17 1,4 3,53 1,59E-05 | 1,33E-03
terme GO BP G0:0042246tissue regeneration 9 0,7 4,03 1,27E-03 | 3,95E-02
terme GO BP GO:0040007~growth 25 2,0 1,96 2,06E-03 | 5,58E-02
terme GO BP | GO:0048589~developmental growth 14 1,1 2,30 7,08E-03 | 1,32E-01

Catégorie Terme Nombre % Enrichissement | PValue |Benjamini

G0O:0032496™response to
terme GO BP lipopolysaccharide 17 1,4 3,16 6,69E-05 | 3,91E-03
G0:0002237~response to molecule of
terme GO BP bacterial origin 18 1,5 3,00 7,77E-05 | 4,33E-03
terme GO BP | GO:0009617~response to bacterium 20 1,6 1,48 8,09E-02 | 5,59E-01
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ANNEXE 3 : RESULTATS DES ANALYSES ET PREDICTIONS EN AMONT DES DONNEES
D’EXPRESSION DES PUCES PAR LE LOGICIEL INGENUITY AU TEMPS 2 H, 4 H ET

24 H.

Régulateur taux d'induction prédiction | z-score p-value
PDGF BB Activated | 3,276 | 6,23E-21
NUPR1 1,137 Activated | 2,594 | 2,09E-12
HIF1A -1,829 Activated | 2,918 | 2,10E-11
TREM1 -1,189 Activated | 3,12 | 4,14E-11
FSH 1,377 | 1,04E-10
TGFB1 1,08 -0,452 | 1,33E-09
FOX03 -1,114 1,268 | 2,34E-09
Hdac Inhibited |-2,956 | 9,20E-09
TP63 -1,06 0,056 | 1,16E-08
SMAD4 -1,225 0,535 | 1,17E-08
FOX04 1,178 0,933 | 1,28E-08
ERK 0,968 | 5,45E-08
NR3C1 -1,159 0,153 | 8,22E-08
Lh 1,71 | 1,31E-07
TP53 2,235 0,097 | 1,97E-07
TNF 1,265 Activated | 2,112 | 2,01E-07
P38 MAPK 1,198 | 2,27E-07
STAT3 1,111 -0,415 | 6,34E-07
CD40LG 1,009 Activated | 2,262 | 1,10E-06
FOXL2 -1,084 Activated | 3,138 | 1,52E-06
Pkc(s) 1,549 | 1,70E-06
F7 -1,012 1,005 | 2,25E-06
F2 1,144 0,789 | 2,51E-06
ITGB1 1,302 -0,051 | 3,32E-06
SUPT16H -1,08 3,74E-06
SSRP1 1,009 3,74E-06
FOXO1 1,051 1,437 | 3,90E-06
EGR1 3,531 -0,335 | 4,79E-06
TCR 1,689 | 1,45E-05
RBPJ 1,044 0,928 | 1,92E-05
ERK1/2 0,441 | 2,11E-05
MAP2K1/2 0,543 | 2,31E-05
BCR (complex) 0,315 | 2,31E-05
SRF -1,629 2,31E-05
NOX4 -1,051 0,128 | 3,19E-05
NDRG1 1,527 -1,231 | 3,19E-05
CCL5 1,037 1,238 | 3,92E-05
TP73 1,16 1,16 | 4,54E-05
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Régulateur taux d'induction | prédiction | z-score p-value
Akt 0,564 | 5,04E-05
IGF1 1,004 0,823 | 5,21E-05
SP1 -1,058 0,477 | 5,75E-05

ERBB2 -1,043 0,63 | 7,48E-05
S100A6 1,185 -1,633 | 7,77E-05
Cyclin E 8,16E-05
MAP3K3 1,027 8,16E-05

GAST 1,121 8,16E-05

IgG Inhibited |-2,879 | 9,12E-05
ELK1 -1,003 0,152 | 9,33E-05
ESR1 -1,197 -1,473 | 9,68E-05
CD40 -1,025 -0,664 | 1,11E-04
MNT -1,006 Inhibited -2 1,11E-04
PI3K (family) 0,486 | 1,13E-04

NEDD9 1,012 Activated | 2,646 | 1,17E-04

KIAA1524 1,138 -1,093 | 1,90E-04

MYC -1,006 -0,335 | 2,00E-04

MUC1 -1,155 0,271 | 2,14E-04
KLF6 1,161 0,204 | 2,14E-04
PPP2R5C 1,069 Inhibited |-2,236 | 2,19E-04
ATF4 1,135 2,19E-04
CREBBP -1,183 2,39E-04
NFkB (complex) Activated | 3,104 | 2,56E-04
TLR7 1,005 1,695 | 2,71E-04

SMARCA4 -1,089 -0,132 | 2,82E-04
CD3 Inhibited |-2,753 | 2,90E-04

COL18A1 -1,099 -1 3,07E-04
Cdk 3,16E-04
A2M -1,143 1,342 | 3,17E-04

CXCL12 -1,097 0,293 | 3,24E-04
lgm 3,51E-04
EGF -1,146 1,538 | 3,85E-04

BRAF 1,035 -1,969 | 4,45E-04

PPRC1 -1,144 Activated | 2,611 | 4,48E-04

CAMP -1,14 0,138 | 4,51E-04

GSK3B 1,019 -0,672 | 4,51E-04
FAS -1,08 -1,331| 4,51E-04

Cg Activated | 2,051 | 4,66E-04
Jnk 1,221 | 5,36E-04
EGFR -1,194 1,055 | 5,36E-04
SBDS 1,146 5,87E-04
SIN3B -1,077 6,09E-04
WT1 -1,062 6,09E-04
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Régulateur taux d'induction | prédiction z-score p-value
EPAS1 -1,272 6,31E-04
KRAS 1,374 0 6,54E-04
SIRT6 1,051 7,64E-04
ITGAS -1,245 7,64E-04
EIF3E 1,268 7,64E-04
mir-7 7,64E-04
AKT3 -1,131 7,64E-04
SMAD2 1,187 1,987 | 8,13E-04
IL13 -1,059 -0,322 | 8,28E-04
MAX 1,17 Inhibited -2 8,87E-04
HGF -1,113 1,637 | 9,36E-04
PI3K (complex) 0,055 | 9,80E-04
Growth hormone 1,89 | 1,29E-03
IL12B -1,018 Activated 2 1,32E-03
NCR2 -1,193 1,067 | 1,32E-03
BMP2 -1,069 1,03 1,32E-03
AR -1,126 -0,832 | 1,32E-03
VPRBP -1,171 Inhibited -2 1,32E-03
TRIB3 1,034 Inhibited -2 1,32E-03
CDK9 1,049 1,32E-03
KDM8 1,148 1,48E-03
SYK -1,068 1,48E-03
ATG7 1,01 1,48E-03
ZBTB17 -1,082 1,48E-03
TGM2 -1,155 1,01 1,49E-03
ELAVL1 -1,15 1,974 | 1,50E-03
PTGS2 1,939 0,672 | 1,50E-03
IL1A 1,277 -0,07 | 1,68E-03
SIN3A 1,115 Inhibited -2 1,73E-03
IL1B -1,143 1,639 | 1,78E-03
FFAR4 -1,044 1,88E-03
CDCA2 1,26 1,88E-03
ITCH -1,057 1,88E-03
BGN -1,016 1,88E-03
CCL21 -1,062 1,88E-03
HSPB3 1,085 1,88E-03
HS6ST1 -1,063 1,88E-03
HSPB6 1,075 1,88E-03
CKS1B 1,329 1,88E-03
LPAR2 1,034 1,88E-03
HSPB8 1,088 1,88E-03
BECN1 1,021 1,88E-03
HS6ST2 -1,028 1,88E-03




Régulateur taux d'induction prédiction z-score p-value

CREB1 -1,012 1,974 | 1,90E-03
estrogen

receptor 0,535 | 2,09E-03
SELPLG 1,307 1,342 | 2,16E-03
IL17A 1,06 | 2,26E-03
MAPK9 -1,247 -1,89 | 2,32E-03
GDF2 -1,029 2,50E-03
ERBB4 1,042 2,50E-03
PCGF2 1,025 2,50E-03
IL5 -1,159 1,664 | 2,66E-03
CSF2 -1,026 1,913 | 2,72E-03
RELA 1,071 Activated | 2,066 | 2,93E-03
IL4 -1,026 1,673 | 3,05E-03
CD28 -1,34 -1,701 | 3,05E-03
PAF1 Activated | 2,449 | 3,11E-03
HNRNPA2B1 1,232 3,15E-03
FGF2 -1,468 0,374 | 3,25E-03
UPF2 1,012 Inhibited |-2,213| 3,25E-03
APP -1,03 1,091 | 3,28E-03
PRDM5 1,067 3,79E-03
IL1 3,88E-03
IL31 1,061 3,88E-03
KDM5A 1,163 3,88E-03
TLR9 -1,069 3,88E-03
HDAC4 -1,114 3,88E-03
Immunoglobulin 0,447 | 3,92E-03
MGEAS -1,026 Inhibited -2 4,00E-03
JUN 1,91 0,933 | 4,21E-03
PRKCE -1,055 1,067 | 4,22E-03
IGF1R -1,391 4,22E-03
JUNB 1,718 4,22E-03
PRKCA -1,407 1,387 | 4,82E-03
WBSCR22 1,003 5,49E-03
DGKH 1,077 5,49E-03
IRS1 -1,328 5,49E-03
NOD1 -1,314 5,49E-03
HSPB2 5,49E-03
PYCARD 1,057 5,49E-03
HOXB9 1,114 5,49E-03
TNFRSF25 5,49E-03
LIPE -1,025 5,49E-03
PLA2G4A 1,206 5,49E-03
ERBB3 1,055 5,49E-03




Régulateur taux d'induction prédiction z-score p-value
N4BP1 -1,161 5,49E-03
TNFRSF12A -1,446 5,49E-03
RGCC 1,076 5,49E-03
GH1 1,023 5,63E-03
VTN -1,041 5,63E-03
EZH2 1,092 Activated | 2,562 | 6,27E-03
SMAD3 -1,076 6,29E-03
mir-10 1,19 -0,332 | 6,51E-03
MYB -1,143 6,63E-03
Mek -0,023 | 6,88E-03
FANCC 1,028 7,13E-03
TLR4 -1,234 1,129 | 7,59E-03
IFNG -1,12 Activated | 2,056 | 7,73E-03
TRAF2 -1,107 7,78E-03
CXCR4 1,789 7,78E-03
PPARGC1A 1,275 1,067 | 8,11E-03
HDAC6 1,063 0 8,11E-03
CHI3L1 -1,067 8,11E-03
ATM 1,252 8,11E-03
MYCN -1,004 8,11E-03
SOX2 8,79E-03
Notch 0,747 | 9,80E-03
YAP1 -1,272 0,283 | 9,80E-03
SATB1 -1,124 Inhibited | -2,228 | 9,81E-03
HSF1 -1,115 -1,809 | 3,63E-02
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Régulateur taux d'induction prédiction z-score p-value
PDGF BB Activated 4,566 2,79E-20
NUPR1 1,259 Activated 5,696 1,45E-14
TREM1 1,077 Activated 4,105 7,14E-12
P38 MAPK 1,433 3,08E-10
TNF 1,582 Activated 4,05 1,69E-09
F7 1,04 Activated 2,738 1,13E-08
TGFB1 1,137 -0,385 2,53E-08
FOXO03 1,229 Activated 2,146 8,04E-08
PI3K (complex) 0,445 1,74E-07
ITGB1 1,027 0,429 2,71E-07
SMAD4 -1,502 -0,068 3,20E-07
FOX04 1,236 1,416 3,22E-07
RELA 1,015 Activated 3,293 6,65E-07
FSH Activated 2,049 9,62E-07
Hdac Inhibited -3,276 1,08E-06

estrogen

receptor -0,284 1,14E-06
ERK1/2 Activated 2,25 1,40E-06
SCD -1,187 Inhibited -2,378 4,82E-06
TLR7 -1,1 Activated 3,263 1,04E-05
TGM2 -1,273 Activated 3,311 1,19E-05
ATF4 1,21 Activated 2,2 1,20E-05
TP63 1,146 0,165 1,25E-05
NR3C1 1,244 -0,849 1,29E-05
miR-155-5p Inhibited -3,123 1,34E-05
CREB1 -1,096 Activated 2,416 1,37E-05
S100A6 1,165 -1,667 1,40E-05
F2 1,106 0,46 1,66E-05
EGF 1,022 Activated 2,465 1,98E-05
IL17A Activated 3,341 2,00E-05
HIF1A -1,1 Activated 2,25 2,35E-05
SRF -1,423 3,08E-05
EGR1 3,397 1,319 3,41E-05
FAS -1,321 -0,431 3,41E-05
NFKB1 2,293 Activated 2,129 3,59E-05
JUN 1,842 Activated 2,131 3,82E-05
MAP2K1/2 Activated 2,066 3,93E-05
Lh Activated 2,915 5,31E-05
FOXL2 -1,013 Activated 3,441 5,65E-05
CREBBP -1,102 5,68E-05
ERK 1,907 5,89E-05
ERBB2 -1,126 1,427 7,01E-05
PTAFR 1,399 1,954 8,27E-05
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Régulateur taux d'induction prédiction z-score p-value
TEAD -1,067 8,27E-05
Mek 0,088 9,04E-05
TCR 1,591 1,22E-04
ATF2 -1,085 1,671 1,34E-04
PPRC1 -1,053 Activated 2,722 1,54E-04
Jnk 1,334 1,59E-04
FOXO1 1,092 1,293 1,73E-04
ESR1 1 -0,891 1,95E-04
CD24 Inhibited -3 2,06E-04
PAF1 Activated 2,111 2,08E-04
SMARCA4 -1,242 2,12E-04
BCR (complex) 0 2,23E-04
IL27 1,016 1,517 2,77E-04
CD40LG 1,039 Activated 2,665 3,23E-04
Pka 0 3,44E-04
SIRT6 -1,001 1,969 3,82E-04
miR-130a-3p 1,331 3,82E-04
mir-7 0,039 3,82E-04
FASN -1,304 -1,732 3,82E-04
SP1 -1,262 1,004 3,88E-04
KIAA1524 -1,418 -1,551 4,12E-04
NCR2 1,082 1,709 4,17E-04
CCL2 -1,292 -1,342 4,17E-04
IgG Inhibited -2,399 4,61E-04
MYC -1,037 -1,457 5,94E-04
let-7 1,079 1,8 6,12E-04
EGFR 1,901 0,231 6,36E-04
ERG 1,05 Inhibited -2 6,94E-04
COL18A1 -1,059 -1,387 7,76E-04

Growth

hormone 1,508 7,80E-04
SP3 -1,107 0,882 8,21E-04
NFkB (complex) Activated 3,742 8,23E-04
Pkc(s) 1,756 8,27E-04
mir-10 1,164 1,615 8,27E-04
IRS1 -1,074 8,68E-04
MAP3K3 -1,074 8,68E-04
STAT3 1,085 0,722 9,46E-04
PTGS2 2,833 Activated 2,061 9,84E-04
ILIRN 1,111 Inhibited -2,714 9,84E-04
CD3 Inhibited -2,529 1,21E-03
IGF1 -1,147 1,686 1,23E-03
NDRG1 1,605 -1,432 1,32E-03




Régulateur taux d'induction prédiction z-score p-value
IL1B 1,014 Activated 3,749 1,49E-03
CD40 1,018 -0,216 1,65E-03
Immunoglobulin Activated 2,138 1,66E-03
YAP1 -1,285 0,221 1,81E-03
TP53 1,63 -0,37 1,90E-03
PRKCA 1,002 Activated 2,382 1,91E-03
MNT 1,09 Inhibited -2 2,28E-03
CXCL8 3,818 0,675 2,49E-03
RBPJ 1,213 0,186 2,49E-03
TP73 -1,27 0,698 2,75E-03
PI3K (family) 0,468 2,77E-03
MAX 1,21 Inhibited -2 2,87E-03
SMAD3 1,278 -0,135 2,93E-03

Calcineurin

protein(s) 3,23E-03
AMH 3,23E-03
FANCA -1,268 3,23E-03
ZNF148 -1,227 3,23E-03
miR-7a-5p 3,23E-03
NFIL3 2,016 3,23E-03
ILI8RAP 1,15 3,23E-03
TAFAB 1,099 3,23E-03
S1PR3 3,23E-03
S100A7 1,242 3,23E-03
BRD4 -1,065 -1,667 3,34E-03
SELPLG 2,448 1,89 3,35E-03
IL12B 1,096 Activated 2,219 3,51E-03
CDK9 -1,154 1,969 3,51E-03
TRIB3 1,082 Inhibited -2,186 3,51E-03
NFKBIA 1,576 3,51E-03
EIF2AK2 -1,401 -0,24 3,58E-03
SIN3B -1,228 3,67E-03
WT1 -1,006 3,67E-03
TFAP2A -1,038 3,72E-03
DDX58 1,971 1,067 4,23E-03
CAV1 -1,056 -0,159 4,23E-03
KLF6 1,209 4,23E-03
TLR3 -1,133 1,939 4,24E-03
Igm -1,925 4,43E-03
KRAS -1,28 1,067 4,59E-03
TLR4 -1,296 1,978 4,67E-03
SPDEF -1,004 1,3 4,74E-03
SMAD2 -1,058 1,133 5,07E-03
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Régulateur taux d'induction prédiction z-score p-value
TBP -1,124 5,07E-03
PPARD 1,11 1,41 5,27E-03
FOS 3,242 Activated 2,236 5,59E-03
Cg Activated 2,749 5,61E-03
EPAS1 1,302 1,11 5,78E-03
WISP2 -1,166 -0,707 5,84E-03
IFNG -1,161 Activated 2,946 6,27E-03
EZH2 1,172 Activated 3,03 6,68E-03
IRF3 1,111 1,751 6,82E-03
MYCN 1,097 0,849 6,82E-03
HDAC6 -1,061 0 6,82E-03
OSM 1,069 -0,425 6,82E-03
CHI3L1 -1,097 6,82E-03
ATM -1,286 6,82E-03
TGFA 1,987 7,03E-03
PF4 1,148 1,987 7,03E-03
IL32 1,005 1,957 7,03E-03
SMAD7 -1,001 1 7,03E-03
CCL5 1,066 1,414 7,23E-03
ITGAS -1,204 7,49E-03
AKT3 1,059 7,49E-03
TLR5 -1,064 7,49E-03
XIAP -1,105 7,49E-03
TAZ 1,01 7,49E-03
TLR6 1,019 7,49E-03
Fcerl Activated 2,202 7,56E-03
PPP2R5C -1,041 Inhibited -2,236 7,56E-03
Akt 1,998 8,85E-03
IL1A 1,596 Activated 2,71 8,91E-03
MAP3K14 -1,088 1,231 8,97E-03
CEBPA 1,101 Activated 2,514 9,05E-03
FFAR4 1,039 9,11E-03
TNIP3 -1,408 9,11E-03
ZC3HAV1 -1,554 9,11E-03
Eotaxin 9,11E-03
FLII -1,254 9,11E-03
H6PD -1,032 9,11E-03
TRPM2 1,048 9,11E-03
ITCH -1,038 9,11E-03
GJA1 1,029 9,11E-03
MAPKAPK2 1,016 9,11E-03
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DNAJA3 1303 | | | 911E03
DSG1 2,005 | | | 911E03

GNA13 2275 | || 911E03
SLC37A4 2120 | || 911E03
INHBC 19 | | | 911r-03

PGR -1,007 0,99 9,54E-03
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Régulateur taux d'induction prédiction z-score | p-value
NUPR1 1,459 Activated | 7,988 | 2,06E-16
TGFB1 -1,021 -0,03 | 8,08E-16

PDGF BB Activated | 2,987 |9,34E-15

TNF 1,092 Activated | 3,22 |8,98E-14
ERBB2 -1,132 0,981 | 1,00E-13
TREM1 1,093 Activated | 3,767 |6,78E-13

TP53 -1,282 Activated | 2,364 |2,40E-12

estrogen

receptor Inhibited | -2,287 | 3,89E-12
FOXO1 1,349 -0,397 | 4,04E-12
MYC 1,009 0,371 | 8,86E-12
ERK1/2 1,932 |2,28E-11
Cg Activated | 2,965 |3,20E-11
ERK 1,045 | 7,15E-11
KRAS -1,511 1,369 |1,02E-10
JUN 1,999 1,446 | 3,44E-10
P38 MAPK -0,659 | 1,17E-09
TP63 -1,086 1,675 |2,57E-09
PPRC1 1,184 Activated | 3,347 |4,19E-09
ESR1 -1,009 -0,126 | 6,72E-09
S100A6 1,203 Inhibited | -2,714 | 9,04E-09
FSH 1,346 |1,43E-08
TRIB3 2,172 Inhibited | -2,339 | 1,47E-08
HIF1A -2,233 0,275 | 1,90E-08
Akt 0,158 | 2,55E-08
SMARCA4 -1,014 2,92E-08
KIAA1524 -1,275 1,042 | 3,70E-08
Lh 1,635 |4,36E-08
FOS 1,583 0,82 |5,27E-08
NR3C1 -1,113 0,51 | 8,20E-08
MGEAS -1,154 1,521 |9,86E-08
ATF4 1,279 1,706 |1,16E-07
F7 1,05 Activated | 3,248 | 1,51E-07
Mek Activated | 2,392 | 1,98E-07
SBDS 1,166 3,36E-07
MYOC 1,161 4,77E-07
MAP2K1/2 1,994 | 5,41E-07
Cbh24 Inhibited | -2,714 | 5,41E-07
COL18A1 1,052 -0,5 |6,29E-07
NFkB (complex) Activated | 2,441 | 6,90E-07
ILIA 1,775 1,349 | 8,45E-07
STAT3 -1,276 -0,177 | 1,03E-06

EGF -1,21 Activated | 2,88 |1,39E-06
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Régulateur taux d'induction prédiction z-score | p-value
NDRG1 1,49 -1,254 | 1,41E-06
PI3K (complex) -0,059 | 1,49E-06
FOX03 1,253 1,288 | 1,68E-06
SP1 -1,045 0,92 | 1,85E-06
EGR1 1,59 Activated | 2,067 | 4,53E-06
SMAD4 -1,934 1,213 | 4,73E-06
SYVN1 1,172 -0,626 | 5,94E-06
IgG -1,235 | 6,11E-06
BRAF -1,202 0,505 | 8,07E-06
SRC 1,006 0,299 | 8,13E-06
CCL5 -1,052 0,777 | 9,55E-06
IL13 1,125 0,009 | 1,01E-05
ESR2 0,651 | 1,04E-05
GH1 1,113 1,516 | 1,31E-05
TAB1 -1,221 -0,956 | 1,65E-05
MTOR -1,058 -1,348 | 1,65E-05
PI3K (family) 0,036 | 1,94E-05
AR -1,102 0,314 | 2,26E-05
MAP2K1 -1,031 1,463 | 2,53E-05
ITGB1 -1,393 1,39 | 2,53E-05
TFAP2A -1,204 2,61E-05
NOX4 -1,615 -0,035 | 3,07E-05
TRAF2 1,056 -0,97 | 3,07E-05
AMH 3,33E-05
IGF1 -1,869 0,329 | 3,50E-05
KDM5B -1,083 Activated | 3,626 | 4,36E-05
SCD -2,037 Inhibited | -2,183 | 4,65E-05
MAPK9 -1,501 -1,772 | 5,90E-05
PRKCA 1,057 0,896 | 6,31E-05
F2 1,102 0,721 | 6,31E-05
CTNNB1 -1,363 0,156 | 7,16E-05
E2F4 1,221 7,17E-05
EGFR 2,473 Activated | 2,458 | 7,55E-05
PPARG 1,168 0,526 | 8,28E-05
PRKCE 1,271 1,941 | 8,95E-05
Apl Activated | 2,236 | 9,04E-05
RELA 1,219 Activated 2,07 |9,45E-05

Growth

hormone 0,389 | 1,07E-04
Creb 1,07E-04
INS 0,851 |1,10E-04
PRKCD 1,01 0,777 | 1,10E-04
IKBKE -1 Activated | 2,429 | 1,18E-04
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Régulateur taux d'induction prédiction z-score p-value
VPRBP -1,226 0 1,18E-04
ACSL5 1,248 0 1,18E-04

Gsk3 -1,098 | 1,33E-04
HIC1 1,115 -0,142 | 1,38E-04
PTEN -1,166 0,314 | 1,42E-04
HLX 1,058 -1,89 | 1,42E-04
SND1 -1,024 1,42E-04
Hdac -1,17 | 1,50E-04
Pkc(s) 1,977 | 1,51E-04
LGALS3 1,283 1,51E-04
FAT1 -1,153 1,969 | 1,56E-04
mir-7 0,144 | 1,56E-04
FOXL2 1,021 Activated | 2,506 | 1,96E-04
FOXM1 -1,064 -1,755 | 2,04E-04
FOSL1 2,393 -0,44 | 2,05E-04
TCR 1,007 | 2,29E-04
HNRNPA2B1 -1,175 2,40E-04
GSK3B -1,109 -0,109 | 2,66E-04
FAS 1,106 -1,803 | 2,66E-04
WISP2 -2,053 -1 2,72E-04
HMOX1 1,315 -1,108 | 2,72E-04
ATM -1,59 0 3,22E-04
CHI3L1 -1,103 3,22E-04
ATF2 -1,804 1,091 | 3,36E-04
PGR 1,075 0,596 | 3,38E-04
NFKB1 1,006 3,46E-04
E2F1 -1,08 3,66E-04
IL1B 1,107 Activated | 2,777 | 3,80E-04
PDLIM2 1,041 1,604 | 4,29E-04
SYK/ZAP 4,39E-04
IRS1 1,34 4,39E-04
KLF9 -1,442 4,39E-04
MAP3K3 -1,117 4,39E-04
LIPE 1,039 4,39E-04
SF1 1,076 4,39E-04
PPP2R5B 1,117 4,39E-04
MIF -1,011 0,663 | 4,40E-04
EDNRB 1,037 0,141 | 4,40E-04
SYK 1,058 -0,689 | 4,40E-04
PTTG1 -1,213 4,59E-04
IL17A Activated | 2,265 | 4,65E-04
MITF -1,475 -1,912 | 4,93E-04
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Régulateur taux d'induction prédiction z-score p-value
ZNF217 -1,049 0,378 5,05E-04
IL6 1,626 -0,823 5,17E-04
TP73 1,03 -0,401 5,77E-04
DICER1 1,024 6,36E-04
SPDEF 1,176 1,808 7,70E-04
NRG1 1,036 0,667 7,89E-04
HGF 1,084 Activated | 2,316 7,94E-04
TCF 8,56E-04
AHR 1,749 1,941 8,90E-04
MAP3K7 1,05 -0,64 8,90E-04
miR-155-5p Inhibited | -2,621 8,90E-04
SP3 -1,127 0,958 9,03E-04
SUPT16H -1,293 1,14E-03
WT1 1,055 1,14E-03
Histone h4 1,18E-03
PPARA 1,032 -1,109 1,20E-03
CHUK 1,051 Activated 2,2 1,27E-03
CDK9 -1,031 0,692 1,27E-03
NAMPT 1,55 0,664 1,27E-03
ELK1 1,104 0,555 1,27E-03
JUND -1,029 1,27E-03
CREBBP 1,094 1,41E-03
Jnk 1,772 1,42E-03
NEUROG1 1,008 0 1,42E-03
GLI1 -1,004 -0,374 1,59E-03
MAPKS8 1,04 1,633 1,60E-03
MYB -1,048 1,60E-03
IFNG -1,048 Activated | 2,882 1,65E-03

Calcineurin

protein(s) 1,65E-03
E2F8 -1,14 1,65E-03
Cdk 1,65E-03
GNE -1,124 1,65E-03
PTAFR 1,288 1,65E-03
PPP2R2A 1,069 1,65E-03
NFIL3 -1,037 1,65E-03
EREG 3,033 1,65E-03
DDX17 -1,271 1,65E-03
IL18RAP 1,033 1,65E-03
RIPK1 1,076 1,65E-03
PDCD4 -2,371 1,65E-03
CREB1 -1,067 1,77E-03
CDKN1A 1,387 1,316 1,79E-03
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Régulateur taux d'induction prédiction z-score p-value
KLF6 1,137 0,204 1,82E-03
RPS6KB1 -1 1,82E-03
FOSL2 1,121 1,82E-03
YBX1 1,034 Activated 2 1,93E-03
FOX04 -1,474 1,298 1,93E-03
Hsp27 1,154 1,93E-03
ATF3 2,241 0,669 1,93E-03
PSMD10 -1,176 0,447 1,93E-03
SPP1 1,107 -1,103 1,93E-03
AZGP1 1,063 -1,446 1,93E-03
Mapk 1,93E-03
HDAC1 -1,131 2,03E-03
CD44 1,503 0,266 2,18E-03
SREBF1 2,21E-03
TLR7 -1,178 Activated 2,46 2,61E-03
PTGS2 1,919 0,111 2,61E-03
UXT -1,012 0,873 2,62E-03
ETV5 2,328 2,62E-03
NRXN1 1,071 2,62E-03
TWIST2 -1,186 0,314 2,82E-03
CTGF -1,073 0,169 2,82E-03
PPP2R5C -1,166 Inhibited | -2,236 2,82E-03
POU2F1 -1,115 2,82E-03
CEBPD -1,34 2,82E-03
CEBPA 1,17 1,929 2,96E-03
TGFA 1,987 3,07E-03
PF4 1,092 0,927 3,07E-03
ITGB3 1,126 -0,278 3,07E-03
miR-296-5p -1 3,07E-03
RUVBL1 1,005 0,378 3,31E-03
let-7 -2,436 0,169 3,31E-03
MAX 1,035 3,31E-03
PDX1 -1,055 3,31E-03
CDK4 3,48E-03
SRF -1,094 3,74E-03
MAPK1 -1,003 -0,883 3,76E-03
IRF1 1,357 0,152 3,83E-03
HAND2 1,094 -0,115 3,83E-03
TBX5 1,07 -0,115 3,83E-03
DNMT3B 1,042 Activated | 2,538 3,87E-03
SIRT6 1,23 3,90E-03
PBRM1 1,002 3,90E-03




Régulateur taux d'induction prédiction z-score p-value
PROK2 1,171 3,90E-03
EIF3E -1,403 3,90E-03
AKT3 1,028 3,90E-03
PRKRA -1,075 3,90E-03
FASN -1,528 3,90E-03
WAC -1,164 3,90E-03
TARBP2 1,121 3,90E-03
DDX5 3,90E-03
A2M -3,083 Activated | 2,236 3,97E-03
ADIPOQ 1,054 1,987 3,97E-03
SMARCD3 -1,016 -1,342 3,97E-03
T -1,287 -1,342 3,97E-03
NFYA 3,97E-03
CCND1 2,325 4,20E-03
CD40LG -1,015 Activated 2,05 4,43E-03
MMP9 1,029 1,154 4,81E-03
DEF6 1,065 -0,117 4,81E-03
WNT5A 1,01 -0,283 4,81E-03
CBX7 1,077 Inhibited -2 4,81E-03
NCOR2 -1,058 4,81E-03
SP4 -1,016 4,81E-03
SOCS1 1,457 -1,432 4,93E-03
ERN1 1,447 5,10E-03
JUNB 1,079 -0,277 5,42E-03
ANXA2 -1,141 -0,391 5,42E-03
Rap1l 5,78E-03
FFAR4 -1,052 5,78E-03
LTB4R2 5,78E-03
KLHL2 -1,058 5,78E-03
GPBAR1 1,093 5,78E-03
PRKDC -1,669 5,78E-03
PECAM1 1,011 5,78E-03
AGR2 1,022 5,78E-03
FBLN2 1,079 5,78E-03
miR-183-5p 5,78E-03
miR-208a-3p 5,78E-03
BGN -1,319 5,78E-03
CCL21 1,066 5,78E-03
GJAl -1,207 5,78E-03
TLE1 1,054 5,78E-03
HSPB3 -1,944 5,78E-03
KCNMA1 1,136 5,78E-03




SMAD2 -1,749 1,432 9,35E-03
KLF4 2,048 9,35E-03
FANCC -1,309 9,40E-03
Immunoglobulin 1,633 9,63E-03
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ANNEXE 4 : RESULTATS DE L’ANALYSE FONCTIONNELLE PAR LE LOGICIEL DAVID DES
TERMES GO ASSOCIES AUX GENES DONT L’EPISSAGE EST MODULE LORS D’UN STRESS
OXYDANT AU TEMPS 2H, 4 H ET 24 H.

L’analyse a été réalisée en utilisant les genes dont I'épissage est modulé 2 h, 4 h ou 24 h
apres le début d’un stress oxydant. Pour chaque GO identifié, un taux d’enrichissement est
calculé et des tests statistiques sont effectués pour évaluer le niveau de significativité de
I'enrichissement du terme d’intérét. A partir de ces résultats, le logiciel regroupe les GO
biologiquement reliées entre eux en cluster et associe un score d’enrichissement. Ce score
d’enrichissement est directement lié a la p-value calculée pour le groupe fonctionnel selon la
formule suivante : score =-log(p-value), par conséquent un score d’enrichissement > 2
correspond a une p-value < 0.01 et plus le score d’enrichissement est élevé, plus
I’enrichissement de ces termes est significatif. Les groupes fonctionnels indiqués sont ceux

qui ont un score d’enrichissement supérieur ou égal a 1,3.

RESULTATS OBTENUS POUR LE TEMPS 2 H

Catégorie Terme Nombre % Enrichissement | PValue | Benjamini
G0:0031974~membrane-enclosed
terme GO CC lumen 129 15,28 1,59 2,99E-08 | 1,37E-05
terme GO CC G0:0043233~organelle lumen 126 14,93 1,59 5,94E-08 | 1,36E-05
G0:0070013~intracellular organelle
terme GO CC lumen 123 14,57 1,59 1,00E-07 | 1,52E-05
terme GO CC G0:0031981~nuclear lumen 101 11,97 1,60 1,49E-06 | 1,36E-04
terme GO CC G0:0005654~nucleoplasm 66 7,82 1,72 1,76E-05 | 1,34E-03
terme GO CC G0:0044451~nucleoplasm part 40 474 1,65 2,12E-03 | 9,23E-02
Catégorie Terme Nombre % Enrichissement | PValue |Benjamini
G0:0006366™~transcription from RNA
terme GO BP polymerase |l promoter 27 3,20 2,39 6,20E-05 | 2,93E-02
G0:0006351~transcription, DNA-
terme GO BP dependent 29 3,44 2,06 4,09E-04 | 9,34E-02
G0:0032774~RNA biosynthetic
terme GO BP process 29 3,44 2,03 5,08E-04 | 8,74E-02
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Catégorie Terme Nombre % Enrichissement | PValue |Benjamini
Mots-clé Pir
Family nucleotide-binding 112 13,27 1,55 3,27E-06 | 2,98E-04
G0:0017076~purine nucleotide
terme GO MF binding 129 15,28 1,38 6,91E-05 | 5,75E-02
Mots-clé Pir
Family atp-binding 87 10,31 1,53 7,60E-05 | 4,15E-03
G0:0032555~purine ribonucleotide
terme GO MF binding 121 14,34 1,36 2,98E-04 | 6,20E-02
terme GO MF | GO:0032553~ribonucleotide binding 121 14,34 1,36 2,98E-04 | 6,20E-02
terme GO MF G0:0000166~nucleotide binding 143 16,94 1,31 3,25E-04 | 5,42E-02
UP SEQ nucleotide phosphate-binding
FEATURE region:ATP 65 7,70 1,57 3,77E-04 | 1,62E-01
G0:0001883~purine nucleoside
terme GO MF binding 107 12,68 1,38 4,42E-04 | 6,13E-02
terme GO MF (G0:0001882~nucleoside binding 107 12,68 1,37 5,75E-04 | 6,80E-02
G0:0030554~adenyl nucleotide
terme GO MF binding 105 12,44 1,37 6,01E-04 | 6,25E-02
Mots-clé Pir
Family kinase 48 5,69 1,62 1,20E-03 | 4,29E-02
G0:0032559~adenyl ribonucleotide
terme GO MF binding 97 11,49 1,33 2,29E-03 | 1,51E-01
terme GO MF (G0:0005524~ATP hinding 95 11,26 1,32 3,34E-03 | 1,74E-01
UP SEQ
FEATURE binding site:ATP 37 4,38 1,58 6,89E-03 | 7,71E-01
Catégorie Terme Nombre % Enrichissement | PValue | Benjamini
G0:0010033~response to organic
terme GO BP substance 68 8,06 1,95 1,49E-07 | 4,27E-04
G0:0009719~response to
terme GO BP endogenous stimulus 41 4,86 2,10 1,29E-05 | 1,84E-02
G0:0009725~response to hormone
terme GO BP stimulus 38 4,50 2,15 1,73E-05 | 1,65E-02
G0:0032870~cellular response to
terme GO BP hormone stimulus 18 2,13 2,80 2,20E-04 | 7,59E-02
G0:0043434~response to peptide
terme GO BP hormone stimulus 19 2,25 2,56 4,44E-04 | 8,16E-02
G0:0032868~response to insulin
terme GO BP stimulus 12 1,42 2,49 8,63E-03 | 3,00E-01
G0:0032869~cellular response to
terme GO BP insulin stimulus 9 1,07 2,74 1,61E-02 | 3,92E-01
G0:0008286~insulin receptor
terme GO BP signaling pathway 5 0,59 2,80 1,01E-01 | 7,50E-01
G0:0046626~regulation of insulin
terme GO BP receptor signaling pathway 3 0,36 3,27 2,32E-01 | 9,02E-01
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Catégorie Terme Nombre % Enrichissement | PValue |Benjamini
Mots-clé Pir
Family nucleus 244 28,91 1,33 5,98E-07 | 8,17E-05
Mots-clé Pir
Family transcription regulation 125 14,81 1,44 2,78E-05 | 1,90E-03
Mots-clé Pir
Family Transcription 125 14,81 1,40 7,37E-05 | 4,47E-03
G0:0030528~transcription regulator
terme GO MF activity 104 12,32 1,42 1,94E-04 | 5,39E-02
G0:0051252~regulation of RNA
terme GO BP metabolic process 116 13,74 1,33 9,95E-04 | 1,08E-01
Mots-clé Pir
Family dna-binding 108 12,80 1,34 1,18E-03 | 4,51E-02
G0:0006355~regulation of
terme GO BP transcription, DNA-dependent 113 13,39 1,32 1,38E-03 | 1,20E-01
G0:0045449~regulation of
terme GO BP transcription 155 18,36 1,23 2,53E-03 | 1,79E-01
terme GO BP G0:0006350~transcription 127 15,05 1,25 4,28E-03 | 2,27E-01
terme GO MF G0:0003677~DNA binding 135 16,00 1,19 1,65E-02 | 4,35E-01
G0:0003700~transcription factor
terme GO MF activity 56 6,64 1,18 1,31E-01 | 8,67E-01
Catégorie Terme Nombre % Enrichissement | PValue |Benjamini
G0:0043232~intracellular non-
terme GO CC membrane-bounded organelle 148 17,54 1,31 2,24E-04 | 1,45E-02
G0:0043228~non-membrane-
terme GO CC bounded organelle 148 17,54 1,31 2,24E-04 | 1,45E-02
terme GO CC G0:0005856~cytoskeleton 78 9,24 1,30 1,27E-02 | 2,24E-01
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Catégorie Terme Nombre % Enrichissement | PValue | Benjamini
G0:0006357~regulation of
transcription from RNA polymerase Il
terme GO BP promoter 59 6,99 1,68 1,02E-04 | 4,09E-02
G0:0051173~positive regulation of
nitrogen compound metabolic
terme GO BP process 52 6,16 1,67 3,13E-04 | 9,52E-02
G0:0045941~positive regulation of
terme GO BP transcription 47 5,57 1,73 3,22E-04 | 8,83E-02
G0:0031328~positive regulation of
terme GO BP cellular biosynthetic process 54 6,40 1,63 4,31E-04 | 9,09E-02
G0:0009891~positive regulation of
terme GO BP biosynthetic process 54 6,40 1,61 5,98E-04 | 9,12E-02
G0:0010628~positive regulation of
terme GO BP gene expression 47 5,57 1,68 6,13E-04 | 8,86E-02
G0:0045935~positive regulation of
nucleobase, nucleoside, nucleotide
terme GO BP | and nucleic acid metabolic process 418 5,69 1,59 1,49E-03 | 1,22E-01
G0:0010557~positive regulation of
terme GO BP | macromolecule biosynthetic process 49 5,81 1,55 2,36E-03 | 1,72E-01
G0:0045893~positive regulation of
terme GO BP transcription, DNA-dependent 38 4,50 1,65 2,91E-03 | 1,89E-01
G0:0051254~positive regulation of
terme GO BP RNA metabolic process 38 4,50 1,64 3,28E-03 | 2,06E-01
G0:0010604~positive regulation of
terme GO BP | macromolecule metabolic process 59 6,99 1,43 5,32E-03 | 2,56E-01
G0:0045944~positive regulation of
transcription from RNA polymerase Il
terme GO BP promoter 30 3,55 1,68 7,05E-03 | 2,80E-01
Catégorie Terme Nombre % Enrichissement | PValue |Benjamini
IPRO04827:Basic-leucine zipper (bZIP)

INTERPRO transcription factor 12 1,42 5,00 2,03E-05 | 2,55E-02
SMART SMO00338:BRLZ 12 1,42 477 2,97E-05 | 7,49E-03
UP SEQ
FEATURE DNA-binding region:Basic motif 19 2,25 2,73 2,07E-04 | 1,49E-01
UP SEQ

FEATURE domain:Leucine-zipper 14 1,66 1:3 9,03E-04 | 2,98E-01

PIR_SUPERFA
MILY PIRSF001719:fos transforming protein 4 0,47 16,30 1,08E-03 | 3,59E-01
IPRO11616:bZIP transcription factor,

INTERPRO bZIP-1 7 0,83 4,98 2,35E-03 | 6,32E-01

INTERPRO | IPRO00837:Fos transforming protein 0,47 11,03 4,36E-03 | 6,72E-01

INTERPRO IPRO11700:Basic leucine zipper 4 0,47 5,88 2,80E-02 | 9,25E-01

G0:0043565~sequence-specific DNA
terme GO MF binding 34 4,03 1,15 2,66E-01 | 9,44E-01
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Catégorie Terme Nombre % Enrichissement | PValue |Benjamini
Mots-clé Pir
Family isopeptide bond 29 3,44 2,11 2,89E-04 | 1,43E-02
Mots-clé Pir
Family ubl conjugation 42 4,98 1,66 1,64E-03 | 5,14E-02
cross-link:Glycyl lysine isopeptide
UP SEQ (Lys-Gly) (interchain with G-Cter in
FEATURE ubiquitin) 18 2,13 2,10 5,75E-03 | 8,16E-01
Catégorie Terme Nombre % Enrichissement | PValue |Benjamini
G0:0003712~transcription cofactor
terme GO MF activity 32 3,79 1,81 1,60E-03 | 1,17E-01
G0:0016563~transcription activator
terme GO MF activity 34 4,03 1,71 2,98E-03 | 1,79E-01
G0:0008134~transcription factor
terme GO MF binding 40 4,74 1,60 3,58E-03 | 1,75E-01
G0O:0003713~transcription coactivator
terme GO MF activity 20 2,37 1,92 8,14E-03 | 2,84E-01
Catégorie Terme Nombre % Enrichissement | PValue |Benjamini
G0:0051341~regulation of
terme GO BP oxidoreductase activity 9 1,07 4,66 5,45E-04 | 8,80E-02
G0:0032768~regulation of
terme GO BP monooxygenase activity 7 0,83 5,80 9,87E-04 | 1,12E-01
G0:0045428~regulation of nitric oxide
terme GO BP biosynthetic process 7 0,83 5,37 1,52E-03 | 1,21E-01
G0:0050999~regulation of nitric-
terme GO BP oxide synthase activity 5 0,59 6,47 6,12E-03 | 2,74E-01
G0:0032769~negative regulation of
terme GO BP monooxygenase activity 4 0,47 9,21 7,53E-03 | 2,88E-01
G0:0051001~negative regulation of
terme GO BP nitric-oxide synthase activity 3 0,36 12,43 2,10E-02 | 4,38E-01
G0:0051354~negative regulation of
terme GO BP oxidoreductase activity 4 0,47 6,37 2,22E-02 | 4,38E-01
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Catégorie Terme Nombre % Enrichissement | PValue |Benjamini
terme GO BP (G0:0022402~cell cycle process 51 6,04 1,87 2,25E-05 | 1,61E-02
terme GO BP (G0:0007049~cell cycle 63 7,46 1,68 5,47E-05 | 3,10E-02
terme GO BP (G0:0022403~cell cycle phase 37 4,38 1,85 4,42E-04 | 8,69E-02
terme GO BP G0:0000278~mitotic cell cycle = 3,91 1,85 9,85E-04 | 1,16E-01
Mots-clé Pir

Family cell cycle 34 4,03 1,72 2,99E-03 | 7,18E-02
terme GO BP G0:0000279~M phase 28 3,32 1,76 4 82E-03 | 2,39E-01
terme GO BP G0:0048285~organelle fission 19 2,25 1,72 2,85E-02 | 4,91E-01

G0:0000087~M phase of mitotic cell
terme GO BP cycle 18 2,13 1,66 4,32E-02 | 5,78E-01
terme GO BP G0:0007067~mitosis 17 2,01 1,60 6,64E-02 | 6,68E-01
terme GO BP G0:0000280~nuclear division 17 2,01 1,60 6,64E-02 | 6,68E-01
Mots-clé Pir

Family mitosis 13 1,54 1,65 9,62E-02 | 5,46E-01
Mots-clé Pir

Family cell division 17 2,01 1,50 1,06E-01 | 5,57E-01
terme GO BP G0:0051301~cell division 20 2,37 1,40 1,20E-01 | 7,78E-01

Catégorie Terme Nombre % Enrichissement | PValue | Benjamini

G0:0009057~macromolecule
terme GO BP catabolic process 58 6,87 1,54 1,08E-03 | 1,13E-01
Mots-clé Pir
Family ubl conjugation pathway 37 4,38 1,69 2,46E-03 | 6,21E-02
G0:0044265~cellular macromolecule
terme GO BP catabolic process 52 6,16 1,49 4,29E-03 | 2,23E-01
G0:0030163~protein catabolic
terme GO BP process 45 5,33 1,50 6,79E-03 | 2,91E-01
G0:0051603~proteolysis involved in
terme GO BP cellular protein catabolic process 43 5,09 1,48 9,41E-03 | 3,08E-01
G0:0044257~cellular protein
terme GO BP catabolic process 43 5,09 1,48 1,03E-02 | 3,14E-01
G0:0019941~modification-dependent
terme GO BP protein catabolic process 40 4,74 1,44 1,86E-02 | 4,15E-01
G0O:0043632~modification-dependent
terme GOBP | macromolecule catabolic process 40 4,74 1,44 1,86E-02 | 4,15E-01
terme GO BP G0:0006508~proteolysis 53 6,28 1,04 4,49E-01 | 9,77E-01
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Catégorie Terme Nombre % Enrichissement | PValue |Benjamini
terme GO BP | GO:0006917~induction of apoptosis 28 3,32 1,81 3,41E-03 | 2,04E-01
G0:0012502~induction of
terme GO BP programmed cell death 28 3,32 1,81 3,51E-03 | 2,05E-01
terme GO BP | GO:0010941~regulation of cell death 56 6,64 1,42 6,90E-03 | 2,86E-01
terme GO BP | GO:0042981~regulation of apoptosis 35 6,52 1,42 8,26E-03 | 2,96E-01
G0:0043065~positive regulation of
terme GO BP apoptosis 33 3,91 1,59 9,55E-03 | 3,08E-01
G0:0043067~regulation of
terme GO BP programmed cell death 55 6,52 1,40 9,66E-03 | 3,07E-01
G0:0043068~positive regulation of
terme GO BP programmed cell death 33 3,91 1,58 1,05E-02 | 3,15E-01
G0:0010942~positive regulation of
terme GO BP cell death 33 3,91 1,57 1,12E-02 | 3,27E-01
G0:0060548~negative regulation of
terme GO BP cell death 28 3,32 1,61 1,52E-02 | 3,81E-01
G0:0043066~negative regulation of
terme GO BP apoptosis 27 3,20 1,58 2,15E-02 | 4,36E-01
terme GO BP G0:0006916™anti-apoptosis 18 2,13 1,81 2,16E-02 | 4,35E-01
G0:0043069~negative regulation of
terme GO BP programmed cell death 27 3,20 1,56 2,49E-02 | 4,62E-01
Catégorie Terme Nombre % Enrichissement | PValue |Benjamini
G0:0016564~transcription repressor
terme GO MF activity 29 3,44 1,89 1,54E-03 | 1,24E-01
G0:0010629~negative regulation of
terme GO BP gene expression 38 4,50 1,56 7,00E-03 | 2,82E-01
G0:0010605~negative regulation of
terme GO BP | macromolecule metabolic process 51 6,04 1,44 8,24E-03 | 2,99E-01
G0:0016481~negative regulation of
terme GO BP transcription 35 4,15 1,58 8,32E-03 | 2,94E-01
G0:0051172~negative regulation of
nitrogen compound metabolic
terme GO BP process 38 4,50 1,52 1,10E-02 | 3,25E-01
G0:0009890~negative regulation of
terme GO BP biosynthetic process 41 4,86 1,48 1,14E-02 | 3,28E-01
G0:0031327~negative regulation of
terme GO BP cellular biosynthetic process 40 4,74 1,48 1,34E-02 | 3,59E-01
G0:0045934~negative regulation of
nucleobase, nucleoside, nucleotide
terme GO BP | and nucleic acid metabolic process 37 4,38 1,50 1,45E-02 | 3,76E-01
G0:0010558~negative regulation of
terme GO BP | macromolecule biosynthetic process 39 4,62 1,48 1,46E-02 | 3,76E-01
G0:0000122~negative regulation of
transcription from RNA polymerase Il
terme GO BP promoter 21 2,49 1,64 3,26E-02 | 5,14E-01
G0:0045892~negative regulation of
terme GO BP transcription, DNA-dependent 25 2,96 1,45 6,02E-02 | 6,42E-01
G0:0051253~negative regulation of
terme GO BP RNA metabolic process 25 2,96 1,43 6,99E-02 | 6,78E-01
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Catégorie Terme Nombre % Enrichissement | PValue |Benjamini
Mots-clé Pir
Family Cholesterol biosynthesis 6 0,71 7,34 1,01E-03 | 4,18E-02
G0:0006695~cholesterol biosynthetic
terme GO BP process 7 0,83 5,58 1,23E-03 | 1,15E-01
Mots-clé Pir
Family sterol biosynthesis 6 0,71 5,58 3,74E-03 | 8,19E-02
G0:0016126~sterol biosynthetic
terme GO BP process 7 0,83 4,14 6,01E-03 | 2,75E-01
KEGG_PATHW hsa00900:Terpenoid backbone
AY biosynthesis 5 0,59 5,97 7,87E-03 | 4,83E-01
Mots-clé Pir
Family lipid synthesis 11 1,30 2,61 9,38E-03 | 1,74E-01
G0:0008203~cholesterol metabolic
terme GO BP process 11 1,30 2,48 1,30E-02 | 3,57E-01
G0:0008299~isoprenoid biosynthetic
terme GO BP process 5 0,59 5,18 1,40E-02 | 3,69E-01
terme GO BP |G0O:0016125~sterol metabolic process 11 1,30 2,26 2,36E-02 | 4,49E-01
Mots-clé Pir
Family Steroid biosynthesis 6 0,71 3,49 2,74E-02 | 2,81E-01
G0:0008202~steroid metabolic
terme GO BP process 17 2,01 1,74 3,52E-02 | 5,34E-01
G0:0006694~steroid biosynthetic
terme GO BP process 9 1,07 2,19 5,20E-02 | 6,12E-01
G0:0006720~isoprenoid metabolic
terme GO BP process 6 0,71 2,83 5,92E-02 | 6,37E-01
G0:0008610~lipid biosynthetic
terme GO BP process 15 1,78 0,96 6,97E-01 | 9,98E-01
Catégorie Terme Nombre % Enrichissement | PValue |Benjamini
terme GO CC (G0:0005912~adherens junction 16 1,90 2,37 3,10E-03 | 1,21E-01
G0:0016323~basolateral plasma
terme GO CC membrane 19 2,25 2,15 3,30E-03 | 1,18E-01
terme GO CC G0:0070161~anchoring junction 17 2,01 2,27 3,41E-03 | 1,13E-01
terme GO CC G0:0005925~focal adhesion 12 1,42 2,70 4 73E-03 | 1,27E-01
G0:0005924~cell-substrate adherens
terme GO CC junction 12 1,42 2,60 6,32E-03 | 1,42E-01
terme GO CC | GO:0030055~cell-substrate junction 12 1,42 2,46 9,46E-03 | 1,95E-01
terme GO CC G0:0030054~cell junction 33 3,91 1,46 2,82E-02 | 3,44E-01
Mots-clé Pir
Family cell junction 25 2,96 1,46 6,18E-02 | 4,36E-01
Mots-clé Pir
Family synapse 14 1,66 1,53 1,29E-01 | 5,98E-01
terme GO CC GO:0045202~synapse 18 2,13 1,16 3,76E-01 | 8,51E-01
Catégorie Terme Nombre % Enrichissement | PValue |Benjamini
terme GO CC G0:0005856~cytoskeleton 78 9,24 1,30 1,27E-02 | 2,24E-01
G0:0015630~microtubule
terme GO CC cytoskeleton 34 4,03 1,42 3,65E-02 | 3,93E-01
terme GO CC G0:0044430~cytoskeletal part 54 6,40 1,30 3,70E-02 | 3,80E-01
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G0:0008092~cytoskeletal protein
terme GO MF binding 41 4,86 1,67 1,47E-03 | 1,31E-01

terme GOMF | G0:0003779~actin binding 1,656-01 | 8,83¢-01

285



Annexes

RESULTATS OBTENUS POUR LE TEMPS 4 H

Catégorie Terme Nombre % Enrichissement | PValue |Benjamini
terme GO CC (G0:0000267~cell fraction 28 10,57 1,88 1,65E-03 | 3,68E-01
terme GO CC G0:0005626~insoluble fraction 22 8,30 1,90 5,31E-03 | 5,22E-01
terme GO CC G0:0005624~membrane fraction 20 7,55 1,80 1,49E-02 | 7,50E-01

Catégorie Terme Nombre % Enrichissement | PValue |Benjamini
Mots-clé Pir

Family PIRSF018208:55X1 protein 3 1,13 30,77 3,78E-03 | 2,02E-01
UP SEQ
FEATURE domain:KRAB-related 3 1,13 24,41 6,23E-03 | 6,00E-01
IPRO03655:Krueppel-associated box-
INTERPRO related 3 1,13 24,36 6,25E-03 | 6,56E-01
INTERPRO IPR0O19041:S5XRD motif 3 1,13 21,92 7,74E-03 | 6,29E-01
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Catégorie Terme Nombre % Enrichissement | PValue |Benjamini
UP SEQ
FEATURE binding site:ATP 19 7,17 2,57 4,74E-04 | 2,42E-01
Mots-clé Pir
Family nucleotide-binding 40 15,09 1,75 6,47E-04 | 1,01E-01
UP SEQ
FEATURE active site:Proton acceptor 21 7,92 2,34 7,06E-04 | 2,41E-01
Mots-clé Pir
Family atp-binding 33 12,45 1,83 1,04E-03 | 8,17E-02
terme GO MF (G0:0001882~nucleoside binding 39 14,72 1,64 2,05E-03 | 5,68E-01
UP SEQ nucleotide phosphate-binding
FEATURE region:ATP 25 9,43 1,90 3,13E-03 | 5,20E-01
G0:0001883~purine nucleoside
terme GO MF binding 38 14,34 1,60 3,33E-03 | 3,65E-01
G0:0032559~adenyl ribonucleotide
terme GO MF binding 36 13,58 1,63 3,61E-03 | 3,09E-01
terme GO MF | GO:0004672~protein kinase activity 19 7,17 2,12 3,62E-03 | 2,57E-01
G0:0006468~protein amino acid
terme GO BP phosphorylation 19 7,17 2,11 3,85E-03 | 8,73E-01
G0:0030554~adenyl nucleotide
terme GO MF binding 37 13,96 1,59 4,65E-03 | 2,72E-01
UP SEQ
FEATURE domain:Protein kinase 15 5,66 2,34 5,14E-03 | 5,78E-01
INTERPRO IPRO00719:Protein kinase, core 15 5,66 2,30 5,82E-03 | 7,75E-01
G0:0032555~purine ribonucleotide
terme GO MF binding 41 15,47 1,51 6,27E-03 | 3,07E-01
terme GO MF | GO:0032553~ribonucleotide binding 41 15,47 1,51 6,27E-03 | 3,07E-01
G0:0017076~purine nucleotide
terme GO MF binding 42 15,85 1,48 7,77E-03 | 2,99E-01
terme GO MF G0:0005524~ATP hinding 34 12,83 1,56 9,30E-03 | 2,93E-01
G0:0004713~protein tyrosine kinase
terme GO MF activity : 3,02 3,26 1,14E-02 | 3,02E-01
G0:0006793~phosphorus metabolic
terme GO BP process 23 8,68 1,75 1,14E-02 | 9,53E-01
G0:0006796~phosphate metabolic
terme GO BP process 23 8,68 1,75 1,14E-02 | 9,53E-01
Mots-clé Pir
Family kinase 18 6,79 1,93 1,28E-02 | 5,06E-01
terme GO MF G0:0000166~nucleotide binding 46 17,36 1,39 1,60E-02 | 3,56E-01
IPRO17441:Protein kinase, ATP
INTERPRO binding site 13 4,91 2,09 2,23E-02 | 8,53E-01
terme GO BP G0:0016310~phosphorylation 19 7,17 1,76 2,23E-02 | 9,63E-01
G0:0004674~protein
terme GO MF serine/threonine kinase activity 13 4,91 2,04 2,53E-02 | 4,60E-01
IPRO17442:Serine/threonine protein
INTERPRO kinase-related 11 4,15 2,24 2,56E-02 | 8,50E-01
Mots-clé Pir
Family serine/threonine-protein kinase 11 4,15 2,13 3,50E-02 | 5,94E-01
IPRO02290:Serine/threonine protein
INTERPRO kinase 8 3,02 2,26 6,42E-02 | 8,48E-01
IPRO08271:Serine/threonine protein
INTERPRO kinase, active site 3,40 1,86 1,12E-01 | 9,37E-01
SMART SM00220:5_TKc 8 3,02 1,80 1,54E-01 | 9,59E-01
Mots-clé Pir
Family transferase 24 9,06 1,27 1,87E-01 | 8,10E-01
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Catégorie Terme Nombre % Enrichissement | PValue |Benjamini
UP SEQ
FEATURE domain:ABC transporter 2 4 1,51 9,15 9,22E-03 | 6,62E-01
UP SEQ
FEATURE domain:ABC transporter 1 4 1,51 9,15 9,22E-03 | 6,62E-01
UP SEQ nucleotide phosphate-binding
FEATURE region:ATP 1 4 1,51 8,37 1,18E-02 | 7,18E-01
UP SEQ nucleotide phosphate-binding
FEATURE region:ATP 2 4 1,51 8,37 1,18E-02 | 7,18E-01
INTERPRO | IPRO03593:ATPase, AAA+type, core 2,64 3,55 1,41E-02 | 7,66E-01
KEGG_PATHW
AY hsa02010:ABC transporters 4 1,51 6,00 2,74E-02 | 5,41E-01
INTERPRO IPRO03439:ABC transporter-like 1,51 6,09 2,76E-02 | 7,95E-01
SMART SMO00382:AAA 7 2,64 2,83 3,66E-02 | 9,93E-01
IPRO17871:ABC transporter,
INTERPRO conserved site 4 1,51 5,13 4,27E-02 | 8,44E-01
COG_ONTOLO
GY Defense mechanisms 3 1,13 7,96 5,04E-02 | 4,34E-01
terme GO MF (G0:0016887~ATPase activity 9 3,40 1,82 1,21E-01 | 8,68E-01
Catégorie Terme Nombre % Enrichissement | PValue |Benjamini
terme GO MF G0:0003779~actin binding 13 4,91 2,70 3,22E-03 | 4,83E-01
G0:0008092~cytoskeletal protein
terme GO MF binding 15 5,66 2,01 1,69E-02 | 3,54E-01
terme GO CC G0:0015629~actin cytoskeleton 9 3,40 2,43 3,19E-02 | 8,94E-01
G0:0051493~regulation of
terme GO BP cytoskeleton organization 6 2,26 3,26 3,67E-02 | 8,91E-01
Mots-clé Pir
Family actin-binding 8 3,02 2,39 5,12E-02 | 6,17E-01
G0:0033043~regulation of organelle
terme GO BP organization 6 2,26 2,04 1,68E-01 | 9,33E-01
Catégorie Terme Nombre % Enrichissement | PValue | Benjamini
h_gleevecpathway:Inhibition of
BIOCARTA Cellular Proliferation by Gleevec 4 1,51 10,08 5,77E-03 | 5,58E-01
h_fcer1Pathway:Fc Epsilon Receptor |
BIOCARTA Signaling in Mast Cells 4 1,51 6,39 2,08E-02 | 7,73E-01
h_pdgfPathway:PDGF Signaling
BIOCARTA Pathway 3 1,13 5,75 8,86E-02 | 7,30E-01
h_tcrPathway:T Cell Receptor
BIOCARTA Signaling Pathway 3 1,13 4,23 1,48E-01 | 8,02E-01
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Catégorie Terme Nombre % Enrichissement | PValue |Benjamini
UP SEQ metal ion-binding site:Calcium 1;
FEATURE catalytic 3 1,13 27,46 4,89E-03 | 6,16E-01
UP SEQ metal ion-binding site:Calcium 2; via
FEATURE carbonyl oxygen 4 1,51 7,51 1,59E-02 | 7,90E-01
UP SEQ metal ion-binding site:Calcium 3; via
FEATURE carbonyl oxygen 3 1,13 10,46 3,27E-02 | 9,25E-01
UP SEQ
FEATURE metal ion-binding site:Calcium 2 4 1,51 535 3,89E-02 | 9,45E-01
IPRO0O0008:C2 calcium-dependent
INTERPRO membrane targeting 6 2,26 3,20 3,96E-02 | 8,47E-01
IPR018029:C2 membrane targeting
INTERPRO protein 5 1,89 3,45 5,70E-02 | 8,29E-01
UP SEQ
FEATURE metal ion-binding site:Calcium 3 3 1,13 7,32 6,25E-02 | 9,81E-01
SMART SM00239:C2 6 2,26 2,55 8,51E-02 | 9,81E-01
UP SEQ
FEATURE domain:C2 4 1,51 3,66 9,56E-02 | 9,91E-01
Catégorie Terme Nombre % Enrichissement | PValue |Benjamini
G0:0006006~glucose metabolic
terme GO BP process 8 3,02 3,87 4,64E-03 | 8,45E-01
G0:0019318~hexose metabolic
terme GO BP process 8 3,02 3,08 1,52E-02 | 9,54E-01
G0:0016052~carbohydrate catabolic
terme GO BP process 6 2,26 4,07 1,58E-02 | 9,42E-01
Mots-clé Pir
Family glycolysis 4 1,51 6,70 2,15E-02 | 6,40E-01
G0:0046164~alcohol catabolic
terme GO BP process 5 1,89 4,56 2,36E-02 | 9,35E-01
terme GO BP G0:0006096~glycolysis 4 1,51 6,29 2,52E-02 | 9,10E-01
G0:0044275~cellular carbohydrate
terme GO BP catabolic process 5 1,89 4,35 2,76E-02 | 8,94E-01
G0:0005996~monosaccharide
terme GO BP metabolic process 8 3,02 2,66 3,07E-02 | 8,97E-01
G0:0006007~glucose catabolic
terme GO BP process 4 1,51 5,10 4,31E-02 | 8,67E-01
G0:0019320~hexose catabolic
terme GO BP process 4 1,51 4,29 6,59E-02 | 8,63E-01
G0:0046365~monosaccharide
terme GO BP catabolic process 4 1,51 4,16 7,05E-02 | 8,63E-01
KEGG_PATHW hsa00010:Glycolysis /
AY Gluconeogenesis z 1,13 3,30 2,26E-01 | 6,97E-01
G0:0006091~generation of precursor
terme GO BP metabolites and energy 6 2,26 1,42 4,19E-01 | 9,86E-01
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terme GO MF | GO:0004620~phospholipase activi n 7,52E-03 | 3,20E-01

terme GO MF G0:0016298~lipase activity n 1,60E-02 | 3,76E-01

IPRO00909:Phospholipase C,
phosphatidylinositol-specific, X

INTERPRO reiion 3 1|13 11|54 2|71E—02 8|28E—01

G0:0008081~phosphoric diester

terme GO MF hydrolase activity 5 1,89 4,02 3,52E-02 | 5,57E-01

IPRO17946:PLC-like
phosphodiesterase, TIM beta/alpha-
INTERPRO barrel domain 3 1,13 8,77 4,52E-02

8,15E-01

terme GOBP | GO:0016042~lipid catabolic process 2,04E-01 | 9,47E-01
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Catégorie Terme Nombre % Enrichissement | PValue |Benjamini
G0:0030030~cell projection
terme GO BP organization 21 8,08 3,88 4,62E-07 | 8,15E-04
terme GO BP | GO:0030182~neuron differentiation 19 7,31 1:E 7,82E-05 | 3,39E-02
G0:0031175~neuron projection
terme GO BP development 14 5,38 3,72 1,02E-04 | 3,52E-02
terme GOBP | G0:0048666~neuron development 16 6,15 3,21 1,41E-04 | 4,05E-02
terme GO BP G0:0000902~cell morphogenesis 16 6,15 3,06 2,40E-04 | 5,86E-02
G0:0032989~cellular component
terme GO BP morphogenesis 17 6,54 2,91 2,46E-04 | 5,28E-02
terme GO BP G0:0007409~axonogenesis 11 4,23 3,87 5,52E-04 | 1,03E-01
G0:0000904~cell morphogenesis
terme GO BP involved in differentiation 12 4,62 3,34 9,32E-04 | 1,52E-01
(G0:0048858~cell projection
terme GO BP morphogenesis 12 4,62 3,33 9,66E-04 | 1,44E-01
G0:0048667~cell morphogenesis
terme GOBP | involved in neuron differentiation 11 4,23 3,58 1,02E-03 | 1,39E-01
G0:0048812~neuron projection
terme GO BP morphogenesis 11 4,23 3,51 1,17E-03 | 1,47E-01
terme GO BP |G0O:0032990~cell part morphogenesis 12 4,62 3,19 1,38E-03 | 1,60E-01
terme GO BP G0:0007411~axon guidance 7 2,69 4,45 4,85E-03 | 3,23E-01
Catégorie Terme Nombre % Enrichissement | PValue |Benjamini
terme GO CC G0:0005626~insoluble fraction 26 10,00 2,16 3,50E-04 | 3,24E-02
terme GO CC G0:0000267~cell fraction 29 11,15 1,87 1,43E-03 | 7,76E-02
terme GO CC G0:0005624~membrane fraction 23 8,85 1,99 2,59E-03 | 8,75E-02
Catégorie Terme Nombre % Enrichissement | PValue | Benjamini
terme GO BP | GO:0003012~muscle system process 9 3,46 3,64 3,32E-03 | 2,66E-01
terme GO BP G0:0006936~muscle contraction 8 3,08 3,55 7,29E-03 | 3,91E-01
G0:0006939~smooth muscle
terme GO BP contraction 4 1,54 8,24 1,22E-02 | 4,81E-01
Catégorie Terme Nombre % Enrichissement | PValue |Benjamini
terme GO BP G0:0006928~cell motion 20 7,69 2,86 7,06E-05 | 4,07E-02
G0:0001667~ameboidal cell
terme GO BP migration 4 1,54 7,35 1,67E-02 | 5,51E-01
terme GO BP G0:0051674~localization of cell 10 3,85 2,21 3,70E-02 | 7,08E-01
terme GO BP G0:0048870~cell motility 10 3,85 2,21 3,70E-02 | 7,08E-01
terme GO BP G0:0016477~cell migration 9 3,46 2,22 5,01E-02 | 7,68E-01
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Catégorie Terme Nombre % Enrichissement | PValue |Benjamini
terme GO BP |G0:0051270~regulation of cell motion 11 4,23 3,87 5,52E-04 | 1,03E-01
G0:0040012~regulation of
terme GO BP locomotion 10 3,85 3,54 2,09E-03 | 2,06E-01
G0:0051272~positive regulation of
terme GO BP cell motion 7 2,69 4,86 3,15E-03 | 2,66E-01
G0:0030334~regulation of cell
terme GO BP migration 9 3,46 3,62 3,43E-03 | 2,62E-01
G0:0030155~regulation of cell
terme GO BP adhesion 8 3,08 3,97 4,02E-03 | 2,87E-01
G0:0030335~positive regulation of
terme GO BP cell migration 6 2,31 4,58 9,83E-03 | 4,30E-01
G0:0040017~positive regulation of
terme GO BP locomotion 6 2,31 4,16 1,45E-02 | 5,21E-01
G0:0048661~positive regulation of
terme GO BP smooth muscle cell proliferation z 1,15 6,58 7,52E-02 | 8,25E-01
G0:0048660~regulation of smooth
terme GO BP muscle cell proliferation 3 1,15 4,43 1,46E-01 | 8,88E-01
G0:0007265~Ras protein signal
terme GO BP transduction z 1,15 1,94 4,56E-01 | 9,84E-01
Catégorie Terme Nombre % Enrichissement | PValue |Benjamini
G0:0014031~mesenchymal cell
terme GO BP development 5 1,92 6,66 6,51E-03 | 3,94E-01
G0:0048762~mesenchymal cell
terme GO BP differentiation 5 1,92 6,66 6,51E-03 | 3,94E-01
G0:0060485~mesenchyme
terme GO BP development 5 1,92 6,54 6,97E-03 | 4,02E-01
G0:0014033~neural crest cell
terme GO BP differentiation 4 1,54 8,24 1,22E-02 | 4,81E-01
G0:0014032~neural crest cell
terme GO BP development 4 1,54 8,24 1,22E-02 | 4,81E-01
terme GO BP G0:0007507~heart development 7 2,69 2,21 9,65E-02 | 8,48E-01
Catégorie Terme Nombre % Enrichissement | PValue |Benjamini
terme GO CC G0:0045202~synapse 14 5,38 2,75 1,72E-03 | 7,75E-02
terme GO CC G0:0044456™~synapse part 11 4,23 3,12 2,76E-03 | 8,29E-02
terme GO CC G0:0030054~cell junction 15 5,77 2,02 1,62E-02 | 2,37E-01
Mots-clé Pir
Family synapse 8 3,08 2,82 2,38E-02 | 4,33E-01
Mots-clé Pir
Family cell junction 11 4,23 2,07 4,11E-02 | 5,00E-01
terme GO BP | G0:0007268~synaptic transmission 8 3,08 1,82 1,48E-01 | 8,83E-01
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Catégorie Terme Nombre % Enrichissement | PValue |Benjamini
UP SEQ
FEATURE domain:Laminin G-like 3 4 1,54 14,93 2,26E-03 | 6,88E-01
UP SEQ
FEATURE domain:Laminin G-like 5 3 1,15 24,89 6,00E-03 | 6,44E-01
UP SEQ
FEATURE domain:Laminin G-like 1 4 1,54 10,30 6,64E-03 | 6,25E-01
UP SEQ
FEATURE domain:Laminin G-like 2 4 1,54 10,30 6,64E-03 | 6,25E-01
UP SEQ
FEATURE domain:Laminin G-like 4 1,15 14,93 1,66E-02 | 7,91E-01
INTERPRO IPR0O12680:Laminin G, subdomain 2 4 1,54 6,56 2,27E-02 | 8,35E-01
IPR0O13032:EGF-like region, conserved
INTERPRO site 10 3,85 2,35 2,72E-02 | 8,49E-01
INTERPRO IPRO01791:Laminin G 4 1,54 6,12 2,72E-02 | 8,14E-01
SMART SM00282:lamG 1,54 4,95 4,59E-02 | 7,34E-01
IPR013320:Concanavalin A-like
INTERPRO lectin/glucanase, subgroup 4 1,54 3,58 1,01E-01 | 9,30E-01
Catégorie Terme Nombre % Enrichissement | PValue |Benjamini
KEGG_PATHW
AY hsa04510:Focal adhesion 12 4,62 3,61 3,71E-04 | 4,11E-02
KEGG_PATHW
AY hsa04512:ECM-receptor interaction 7 2,69 5,04 2,32E-03 | 1,23E-01
UP SEQ
FEATURE region of interest:Domain Il and | 3 1,15 28,00 4,71E-03 | 7,03E-01
terme GO CC G0:0043256~laminin complex z 1,15 23,28 6,80E-03 | 1,60E-01
KEGG_PATHW
AY hsa05222:Small cell lung cancer 6 2,31 4,32 1,16E-02 | 2,80E-01
Mots-clé Pir
Family basement membrane 4 1,54 7,71 1,48E-02 | 4,21E-01
KEGG_PATHW
AY hsa05200:Pathways in cancer 12 4,62 2,21 1,67E-02 | 3,17E-01
terme GO CC G0:0005605~basal lamina 3 1,15 12,33 2,38E-02 | 2,77E-01
UP SEQ
FEATURE domain:Laminin EGF-like 3 3 1,15 10,18 3,44E-02 | 8,80E-01
UP SEQ
FEATURE domain:Laminin EGF-like 1 3 1,15 8,61 4,67E-02 | 9,25E-01
UP SEQ
FEATURE domain:Laminin EGF-like 2 3 1,15 8,30 5,00E-02 | 9,29E-01
Mots-clé Pir
Family laminin egf-like domain 3 1,15 7,51 5,97E-02 | 5,56E-01
terme GO CC |GO:0044420~extracellular matrix part 5 1,92 2,98 8,59E-02 | 4,23E-01
terme GO CC | GO:0005604~basement membrane 4 1,54 3,58 9,99E-02 | 4,68E-01
INTERPRO IPRO02049:EGF-like, laminin 3 1,15 5,04 1,18E-01 | 9,44E-01
SMART SMO00180:EGF_Lam 3 1,15 4,08 1,66E-01 | 9,42E-01
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Catégorie Terme Nombre % Enrichissement | PValue |Benjamini
terme GO CC GO:0045202~synapse 14 5,38 2,75 1,72E-03 | 7,75E-02
terme GO CC G0:0044463~cell projection part 11 4,23 3,28 1,92E-03 | 7,44E-02
terme GO CC GO:0044456~synapse part 11 4,23 3,12 2,76E-03 | 8,29E-02
terme GO CC G0:0043197~dendritic spine 4 1,54 725 1,66E-02 | 2,11E-01
terme GO CC G0:0030425~dendrite 7 2,69 3,00 2,92E-02 | 3,04E-01
terme GO CC | GO:0014069~postsynaptic density 4 1,54 3,94 8,05E-02 | 4,31E-01
terme GO CC |GO:0045211~postsynaptic membrane 4 1,54 2,07 3,02E-01 | 7,60E-01
Mots-clé Pir

Family postsynaptic cell membrane z 1,15 2,05 4,30E-01 | 9,26E-01

Catégorie Terme Nombre % Enrichissement | PValue |Benjamini
Mots-clé Pir
Family cytoskeleton 22 8,46 2,60 1,22E-04 | 1,34E-02
terme GO CC G0:0005856~cytoskeleton 32 12,31 1,62 6,85E-03 | 1,49E-01
G0:0005815~microtubule organizing

terme GO CC center 3,46 2,48 2,85E-02 | 3,10E-01

terme GO CC G0:0005813~centrosome 8 3,08 2,49 4,16E-02 | 3,48E-01
G0:0043228~non-membrane-

terme GO CC bounded organelle 46 17,69 1,24 8,32E-02 | 4,27E-01
G0:0043232~intracellular non-

terme GO CC membrane-bounded organelle 46 17,69 1,24 8,32E-02 | 4,27E-01

terme GO CC (G0:0044430~cytoskeletal part 20 7,69 1,47 8,45E-02 | 4,25E-01

G0:0015630~microtubule
terme GO CC cytoskeleton 12 4,62 1,53 1,60E-01 | 6,12E-01

Catégorie Terme Nombre % Enrichissement | PValue |Benjamini
Mots-clé Pir
Family collagen 6 2,31 4,75 8,67E-03 | 3,81E-01
UP SEQ
FEATURE domain:Collagen-like 1 3 1,15 13,18 2,11E-02 | 8,16E-01
UP SEQ
FEATURE domain:Collagen-like 2 3 1,15 13,18 2,11E-02 | 8,16E-01
INTERPRO |IPRO08160:Collagen triple helix repeat 5 1,92 4,10 3,36E-02 | 8,19E-01
Mots-clé Pir
Family hydroxylation 4 1,54 4,23 6,83E-02 | 5,79E-01
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Catégorie Terme Nombre % Enrichissement | PValue |Benjamini
terme GO BP G0:0007610~behavior 20 7,69 2,90 5,96E-05 | 5,12E-02
terme GOBP | GO:0007626~locomotory behavior 12 4,62 2,98 2,37E-03 | 2,18E-01
terme GO BP (G0:0042330~taxis 7 2,69 2,97 3,03E-02 | 7,00E-01
terme GO BP G0:0006935~chemotaxis 7 2,69 2,97 3,03E-02 | 7,00E-01
Mots-clé Pir

Family chemotaxis 3 1,15 3,13 2,47E-01 | 8,24E-01
Mots-clé Pir

Family cytokine 4 1,54 1,66 4,31E-01 | 9,24E-01
terme GO MF G0:0005125~cytokine activity 1,54 1,36 5,52E-01 | 9,93E-01

Catégorie Terme Nombre % Enrichissement | PValue |Benjamini

KEGG_PATHW
AY hsa04512:ECM-receptor interaction 7 2,69 5,04 2,32E-03 | 1,23E-01
terme GO CC | GO:0031012~extracellular matrix 12 4,62 2,43 1,05E-02 | 1,80E-01
Mots-clé Pir
Family extracellular matrix 9 3,46 2,81 1,53E-02 | 4,00E-01
G0:0005578~proteinaceous
terme GO CC extracellular matrix 11 4,23 2,40 1,63E-02 | 2,28E-01
Mots-clé Pir
Family cell binding 3 1,15 15,03 1,64E-02 | 3,91E-01
Mots-clé Pir
Family cell adhesion 12 4,62 2,14 2,58E-02 | 3,98E-01
UP SEQ short sequence motif:Cell attachment
FEATURE site 5 1,92 4,24 3,02E-02 | 8,78E-01
terme GO CC |G0O:0044420~extracellular matrix part 5 1,92 2,98 8,59E-02 | 4,23E-01
terme GO BP G0:0007155~cell adhesion 15 5,77 1,46 1,47E-01 | 8,84E-01
terme GO BP G0:0022610~biological adhesion 15 5,77 1,45 1,48E-01 | 8,84E-01
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l. Souches bactériennes, cellules humaines et plasmides.

I.1. Souches bactériennes.

Souche E. coli DH5a : supE44, AlacU169 (D80 lacZAM15), hsdR17, recAl, endA1l, gyrA96, thi-

1, relAl. Cette souche a été utilisée pour la production et la purification de plasmides.

Souche E. coli XL1-Blue : recAl endA, gyrA9 thi- hsdR1 supE44 relAl lac (F' proAB
laclqgZDMM15Tn10 (TetR)) (Stratagéne). Cette souche a été utilisée pour la production de

plasmides.

Souche E. coli XL1-Codon Plus (DE3)-RIL : F- ompt hsdS (rB-mB-) dcm +TetR gal A (DE3)
endAHte [argU ileY leuW CamR] (Stratagene). Cette souche a été utilisée pour la production

la production des protéines recombinantes

[.2. Cellules humaines.

Cellules Hela : N°ATCC® : CCL-2™ (Scherer et al.,, 1953), une lignée cellulaire cancéreuse
provenant d'un prélevement effectué sur une patiente atteinte d'un cancer du col de

|'utérus, Henrietta Lacks.

Cellules HEK 293T : N°ATCC® : CRL-1573™ (Graham et al., 1977) (Human Embryonic Kidney
fibroblast-like) cellules adhérentes issues de tissus rénaux embryonnaires humains. Les
lignées utilisées dans ce travail sont des HEK-293T qui expriment I'antigene T de SV40 et

permettent donc d’atteindre des niveaux élevés de surexpression de protéines.
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I.3. Plasmides utilisés.

Le plasmide pUC18-T7 : Le plasmide pUC18 a servi a réaliser les constructions permettant de
purifier les complexes RNP se formant entre différents fragments de 50 nucléotides A, B, C,
D, E et F avec un extrait nucléaire, cela par la technique de chromatographie d’affinité MBP-
MS2. Les vecteurs produits sont appelés pUC18-T7-hcTNT-MS2 et pUC18-T7-hcTNT (A, B, C,
D, E ou F)-MS2.

Le plasmide pSVIRB-hcTNT : Ce plasmide nous a été fourni par I'’équipe de N. Sergeant. Il
provient du Dr A. Andreadis (Université du Massachusetts, Waltham, Massachusetts, USA).
Ce minigene a été décrit dans Andreadis et al., (1993 et 1995). Il contient trois exons du géne
de l'insuline de rat et une portion de leurs séquences introniques flanquantes. Différentes
tailles de séquences du géne hcTNT ont été insérées au sein d’un site EcoRl, situé dans la
région intronique entre les exons 2 et 3 de l'insuline. La séquence hcTNT insérée contient
I’exon 5 du pré-ARNm hcTNT, avec ces régions introniques flanquant I’exon 5 variant de 50
entre 250 nt. Des mutants ponctuels ont également été réalisés a partir de ces

constructions.

Le plasmide RTB300-hcTNT : Ce plasmide a été fourni par I'équipe de T. Cooper (Houston
USA). Ce minigéne contient I’'exon 5 hcTNT, flanqué de séquences introniques de 300 nts en
amont et 372 nts en aval, respectivement en amont et en aval de I'exon 5 bordé par des

exons du gene sTNI.

Plasmide pMBP-MS2 : Ce plasmide a été donné par I'équipe de Lihrmann. Il a été créé par
le laboratoire de R. Reed. Il dérive d’un plasmide pMAL (New England Biolabs), qui permet
de produire chez E. coli des protéines contenant une étiquette MBP en N-ter, et posséde une

résistance a I'ampicilline. Il permet 'expression de la protéine de fusion MBPMS2.

pcDNA3.1-GFP-MBNL1 : Ce vecteur permet I'expression du facteur d’épissage MBNL1 dans

les lignées cellulaires. Il provient du Dr. N. Charlet (IGBMC, Strasbourg).
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Plasmide pXJ41-vide, pXJ41-hnRNP H : Le plasmide pXJ41-hnRNP H a été donné par I'équipe
de J. Stevenin (Strasbourg). Ils portent la résistance a I'ampicilline. Il permet la production de
la protéine hnRNP H dans les lignées cellulaires. Le pXJ41-vide, qui est le plasmide contréle a

été produit au laboratoire en retirant la séquence codante pour hnRNP H.

Il. Anticorps.

Les anticorps utilisés au cours de ce travail sont répertoriés dans le Tableau VI.1.

Anticorps Provenance Dilution Origine Cible
Abcam 1/10000 souris hnRNP H/F
Abcam 1/1000 lapin hnRNP H
Abcam 1/1000 souris hnRNP U
Abcam 1/5000 lapin GAPDH
ImmuQuest 1/20000 souris hnRNP K
Sigma 1/7000 souris MBNL1
Anticorps Primaires Sigma 1/20000 souris B-Tubuline
ThermoFisher 1/1000 lapin SNRNP40
ThermoFisher 1/1000 lapin U1A
ThermoFisher 1/1000 lapin SART1
1/500
ThermoFisher (pour IF) rat HSF1
1/100
Santa cruz (pour IF) souris SAF-B/hnRNP HAP
Jackson Immuno Research 1/20000 mouton IgG de souris
Anticorps Alexa 555 1/100 chévre IgG de souris
Seconaires Alexa 482 1/100 chevre IgG de lapin
Pierce 1/20000 chévre IgG de lapin

Tableau VI.1 : Caractéristiques et conditions d’utilisation des anticorps. Pour chaque anticorps est référencé
une protéine cible, un fournisseur, I'organisme de production ainsi que le facteur de dilution utilisé pour les
expériences de Western blot ou d’'immunofluorescence (IF).

1. Oligodésoxyribonucléotides et siRNA.

Les oligodésoxyribonucléotides et les siRNA utilisés lors de ce travail sont décrits dans les

tableaux VI.2 1-4 et tableaux VI.3.
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Numéro |dentifiant

Séquence 5'- 3'

Description

67 GTTTTCCCAGTCACGAC Oligo universel, appelé "primer -40" ou "-40 M13 forward" (permet un séquencage & l'opposé du 122),
122 CAGGAAACAGCTATGAC Oligo universel, appelé "primer -21" ou primer: "-21 M13reverse" (permet un séquengage al'opposé des oligos 67 ou 967).
5391 CCTGGTGTGTGGGCAGCETEE oligo 5 séquencage plasmice SVIRB
7254 TAATACGACTCACTATAGGGCCTTTGTGGTTCTCACTTGG 0ligo 5' T7 interne exon 2 insulin pour amplification hcTNT pour transcription/épissage in vitro
7255 GCGCTTCTGCCGGECCACCT Oligo 3'interne exon 3insulin pour amplification h¢TNT pour transeription/épissage in vitro
7392 GATACCATGATCACGAAGGTGGTT oligo sens pour analyser le snRNA U1 humain et de souris par gRT-PCR
7393 CACAAATTATGCAGTCGAGTTTCC oligo antisens pouranalyser le snRNA UL humain et de souris pargRT-PCR
7394 GTGCGGAATCGACATCAAGAG oligo sens pour analyser le snRNA U11 humain et de souris par gRT-PCR
7395 (GCCGEGACLAACGAT 0ligo antisens pour analyser le snRNA ULL humain et de souris par gRT-PCR
7396 AACTTATGAGTAAGGAAAATAACGATTCG 0ligo sens pour analyser le snRNA U12 humain et de souris par gRT-PCR
7397 CGACCTTTACCCGCTCAAAA oligo antisens pouranalyserle snRNA U12 humain par gRT-PCR
7399 CGGCCATACCACCCTGAAC oligo antisens pouranalyser I'ARN 55 humain et de souris par gRT-PCR
7400 GCGGTCTCCCATCCAAGTAC oligo sens pour analyser I'ARN 58 humain et de souris pargRT-PCR
7566 TCGCTTCGGCAGCACATATACT 0ligo sens de RT-PCRq analyse du snRNA U6 de souris et humain
7567 CGCTTCACGAATTTGCGTGTCA 0ligo anti-sens de RT-PCRq analyse du snRNA U6 de souris et humain
7568 TTTCTTGGGGTTGCGCTACTGT oligo sens de RT-PCRq analyse du snRNA U4 atac de souris et humain
7569 GCACCAAAATAAAGCAAAAGCTCTA oligo anti-sens de RT-PCRe analyse ¢u snRNA U4 atac humain
7574 ATAAAGGATCCAGTGGCTTGGGAATTGG 0ligo 5' Bam HI hcTNT intron 4 150nt {clonage MS2)
7575 ATAAAGGATCCAAACCACTGCGCTGGGTGGCT oligo 5' Bam HI heTNT intron 4 100nt (clonage M52)
7576 ATAAAGGATCCCTAACCTGTCTCGCTTTTCC 0ligo 5'Bam HI hcTNT intron 450nt {clonage MS2)
7577 ATAAAGGATCCAAGAGGAGGACTGGAGAGAGG oligo 5' Bam HI heTNT exon 5 1nt (clonage M52)
7578 ATAAAGGATCCGTAGTACAGCCTTTCCTTCTG 0ligo 5' Bam HI hcTNT intron 5 Int {clonage MS2)
7578 ATAAAGGATCCTGCAGCCTCCTTGTCCAGG oligo 5' Bam HI heTNT intron 550nt (clonage MS2)
7580 ATAAAGGATCCAGGCGGCAGGGACGGAGTGG 0ligo 5'Bam HI hcTNT intron 5100nt {clonage MS2)
7581 ATAAACTCGAGTAAGAGTGTGGGCTTTGG oligo 3' Xho | heTNT intron 4 100nt (clonage MS2)
7582 ATAAACTCGAGTCTGGGAGCAGAGAGC oligo 3' Xho | h¢TNT intron 4 50nt {clonage MS2)
7583 ATAAACTCGAGCTGAGGTTCAGGGAGTG 0ligo 3' Xho | heTNT intron 4 1nt (clonage M52)
7584 ATAAACTCGAGCGTCTTCGTCCTCTCTCC 0ligo 3' Xho | h¢TNT intron 5 Int {clonage MS2)
7585 ATAAACTCGAGCTTGGGACAGCAGGCAGCAG oligo 3' Xho | heTNT intron 5 50nt (clonage MS2)
7586 ATAAACTCGAGACTCACACCCCCCAGCCCCCA 0ligo 3' Xho | h¢TNT intron 5 100nt {clonage MS2)
7587 ATAAACTCGAGCCCTGGGAGGCAGEGGAGGAAACG oligo 3' Xho | heTNT intron 5 150nt (clonage MS2)
7796 CCGTAAAACGACGGCCAGTTCCCTTCCATTCCATTATTATCC RT-PCR pour la détection d'ARN sat Il dans les extraits ARN de cellules Hela soumises a un Effet des stress sur I'é pissage alternatif
7797 TTCCATTCCAATCCTGACTCG RT-PCR pour la détection o'ARN sat IIl dans les extraits ARN ce cellules Hela soumises & un Effet des stress sur 'é pissage alte ratif
7799 CTCTTAAAACCACTGCACTGGGTGGCTGCTCCTG QOligo 5'mutagenese YACU du site 94-91en amont heTNT
7800 CAGGAGCAGCCACCCAGTGCAGTGGTTTTAAGAG Qligo 3' mutagenese YACU du site 94-91en amont heTNT
7801 ACTGCGCTGGGTGGCTACTCCTGCCGCGGGLTC Oligo 5' mutagenese YACU du site 83-80en amont heTNT
7802 GAGCCCGCGGCAGGAGTAGCCACCCAGCGCAGT Oligo 3' mutagenese YACU du site 83-80en amont heTNT
7803 CCTGCCGCGGGCTCTCTACTCCCAGACTAACCTG Oligo 5' mutagenese YACU du site 60-63 en amont heTNT
7804 CAGGTTAGTCTGGGAGTAGAGAGCCCGCGGCAGG Oligo 3' mutagenese YACU du site 60-63en amont heTNT
7805 CTCTTAAAACCACTGCACTGGGTGGCTACTCCTGCCGCGGGCTC Oligo 5' mutagenese YACU des sites 94-91 et 83-80 en amont hcTNT
7806 GAGCCCGCGGCAGGAGTAGCCACCCAGTGCAGTGGTTTTAAGAG Oligo 3' mutagenese YACU dles sites 94-91 et 83-80en amont heTNT
7807 CCTTTCCTICTGTGGTACTTTCTGCTGCCTGCT Oligo 5' mutagenese YACU du site 25-30en aval h¢TNT
7808 AGCAGGCAGCAGAAAGTACCACAGAAGGAAAGG Oligo 3' mutagenese YACUdu site 25-30en aval heTNT
7809 TICTGTGGTGCTTTCTACTGCCTGCTGTCCCAA Oligo 5'mutagenese YACU du site 32-37 en aval h¢TNT

SIPOYIN 13 [3LIIDIN



*|1eaed) 32 ap s10] sdAojdwd sapnoajpnuAxosaposijo sap sadesn 39 saauanbas ‘suoneusisaq : z-¢'IN hesjqer

Numéro Identifiant

Séquence 5- 3'

Description

7810 TTGGGACAGCAGGCAGTAGAAAGCACCACAGAA Oligo 3' mutagenese YACU du site 32-37en aval heTNT

7811 GGTGCTTTCTGCTGCCTACTGTCCCAAGTGCAGC Oligo 5' mutagenese YACU du site 39-44 en aval hcTNT

7812 GCTGCACTTGGGACAGTAGGCAGCAGAAAGCACC Oligo 3 mutagenese YACU du site 33-44 en aval heTNT

7813 CCTTTCCTTCTGTGGTACTTTCTACTGCCTGCTGTCCCAA Oligo 5' mutagenese YACU des sites 25-30 et 32-37en aval hcTNT

7814 TTGGGACAGCAGGCAGTAGAAAGTACCACAGAAGGAAAGG Oligo 3 mutagenese YACU des sites 25-30et 32-37en aval heTNT

7815 CCTTTCCTTCTGTGGTACTTTCTGCTGCCTACTGTCCCAAGTGCAGC Oligo 5' mutagenese YACU des sites 25-30 et 33-44 en aval h¢TNT

7816 GCTGCACTTGGGACAGTAGGCAGCAGAAAGTACCACAGAAGGAAAGG Oligo 3' mutagenese YACU des sites 25-30 et 35-44en aval heTNT

7817 CTTCTGTGGTGCTTTCTACTGCCTACTGTCCCAAGTGCAGC Oligo 5' mutagenese YACU des sites 32-37 et 33-44en aval heTNT

7818 GCTGCACTTGGGACAGTAGGCAGTAGAAAGCACCACAGAAG Oligo 3' mutagenese YACU des sites 32-37 et 39-44 en aval heTNT

7862 GCTACAGTCGGAAACCATCAGCAAGCAG QOligo SENS dans exon 1 Insuline rat, pour analyse RT-PCR SVIRB

7925 CCTTTCCTTCTGTGTACTTTCTGCTGCCT QOligo 5' mutagenese YACU du site 25-30en aval heTNT + DG24

7926 AGGCAGCAGAAAGTACACAGAAGGAAAGG Oligo 3 mutagenese YACUdu site 25-30 en aval heTNT + DG24

7827 CCTTTCCTTCTGTGTGCTTTCTACTGCCTGCTGTCCCAA Oligo 5' mutagenese YACU du site 32-37 en aval heTNT +DG24

7928 TTGGGACAGCAGGCAGTAGAAAGCACACAGAAGGAAAGG Oligo 3' mutagenese YACU du site 32-37 en aval hcTNT + DG24

7929 CCTTTCCTTCTGTGTACTTICTACTGCCT Oligo 5 mutagenese YACU des sites 25-30et 32-37en aval heTNT + DG 24
7930 AGGCAGTAGAAAGTACACAGAAGGAAAGG Oligo 3' mutagenese YACU des sites 25-30et 32-37en aval hcTNT +DG24
7931 CTTCTGTGTGCTTTCTACTGCCTACTGTCCCAAGTGCAGE Oligo 5' mutagenese YACU des sites 32-37 et 33-44en aval heTNT + DG24
7932 GCTGCACTTGGGACAGTAGGCAGTAGAAAGCACACAGAAG Oligo 3' mutagenese YACU des sites 32-37 et 33-44en aval hcTNT +DG24
7933 GTACAGCCTTTCCTTCTGTGTGCTTTCTGCTGLCT Oligo 5' DG24 en aval de I'exon 5 heTNT {mut sur WT ou sur mut 33)
7934 AGGCAGCAGAAAGCACACAGAAGGAAAGGCTGTAC Oligo 3'DG24 en aval de I'exon ShTNT (mut sur WT ou sur mut 3'3)
8078 TCACCTGCCCOCGGECCTCC 0ligo 3' RT-PCR épissage heTNT dans SVIRB-utiliser avec le n 5991 mutant 6479
8079 TTGTTCCAACATGGCCCTGTGG Oligo 5'exon 2 IR rat pour RT-PCR

8080 CTTGTGGGTCCTCCACTTCGCG Oligo 3'exon 2 IR rat pour RT-PCR

8081 GGEATTTGAGGGACGCTGTGGG QOligo 5'intron L IR rat pour RT-PCR

8082 CCCCCCGCACCACATATGCACAT Oligo 3'3'-UTR IR rat pour RT-PCR

8146 ATAAAGGATCCATGATGTTGGGCACGGAAGGT 0ligo 5' clonage hnRNP H pXJ-41 (BamHl)

8147 CTATGCAATGTTTGATTGAAAATCA oligo 3' clonage hnRNP H pXJ-41 BOUT FRANC, STOP INCLUS)

8148 GTGAGTAGGCGGCAGAGACGGAGTGGGTCAG Oligo 5' mutagenese site 1 fragment F HnRNP H

8149 CTGACCCACTCCGTCTCTGCCGCCTACTCAC Oligo 3' mutagenese site 1fragment FHnRNP H

8150 GTGAGTAGGCGGCAGAGACGGAGTGAGTCAGTCGTTTCCTC Oligo 5' mutagenese sites 1 et 2 fragment F HNRNP H

8151 GAGGAAACGACTGACTCACTCCGTCTCTGCCGCCTACTCAC Oligo 3 mutagenese sites 1 et 2 fragment F HARNP H

8152 GGCAGGGACGGAGTGAGTCAGTCGTTTCCTC Oligo 5' mutagenese site 2 fragment F HnRNP H

8153 GAGGAAACGACTGACTCACTCCGTCCCTGCCEE QOligo 3' mutagenese site 2 fragment FHNRNP H

8154 TCAGTCGTTTCCTCCTCTGCCTCCCAGGG Oligo 5' mutagenese compensatoire structure site L hnRNP H

8155 CCCTGGGAGGCAGAGGAGGAAACGACTGA Oligo 3 mutagenese compensatoire structure site 1 hnRNP H

8208 TAATACGACTCACTATAGGGAGGCGGCAGAGACGGAGTG Oligo T75'site F sans seq MS2 + mut site hnRNP H

8209 CCCTGGGAGGCAGAGGAGG Oligo 3 fragment F mut comp site 1 hnRNP H

8210 TAATACGACTCACTATAGGGAGGCGGCAGGGACGGAGTG Oligo T75'site F sans seq MS2

8211 CCCTGGGAGGCAGGGGAGG Oligo 3 fragment

8217 AGGTGCTGCCGCCGGGLGGTGGLTG Oligo RT et reverse pour analyse hcTNT splicing RTB300

8218 CATTCACCACATTGGTGTGC Qligo forward pour analyse heTNT splicing RTB300

8401 CGGCCTTTTGGCTAAGATCAAGTG Oligo sens snRNA U2 murin et humain pour gRT-PCR {publi Workman et al, 2010)
8402 TCCTCGGATAGAGGACGTATCAGA Oligo anti-sens snRNA U2 murin et humain pour gRT-PCR (publi Workman et al, 2010)
8425 TCTCCATCCCATTGACAGAA oligo 5' amplification RTPCR géne Spagd
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9756 TGGTTGTTCATCTGTGTGTIAGTG oligo 3 oligo spécifigue de I'exon 10 de I'ARNm codant ECM2 E10R

9757 ATCGCCTCCATCCCAGATGA oligo 5' oligo spécifique de I'exon 5 de I'ARNm codant ECM2 E5F

9758 TGGACCTATGCCTGAAGAAGTG oligo 3 oligo spécifigue de I'exon 5 de 'ARNm codant ECM2 ESR

9759 CCGGATCAACCTCAGCAAGA oligo 5' oligo spécifique de 'exon 1 de I'ARNm codant FBXW10 ELF

9760 GCTGTTCGCAAACCAGTACA oligo 3 oligo spécifigue de 'exon 1 de 'ARNm codant FBXWI0 EIR

9761 CAGGTTCACAGCCCAAGAGA oligo 5' oligo spécifique de I'exon 12 de I'ARNm codant FBXW10 EL2F

9762 GGAGTACTCGGGACTTGGGA oligo 3 oligo spécifique de I'exon 12 de 'ARNm codant FBXW10 E12R

9763 GAGCACCAGGAAGCCAAGAT oligo 5' oligo spécifique de I'exon 14 de I'ARNm codant FBXW10 EL4F

9764 AGGCAGGCCTTTGATCTTCC oligo 3 oligo spécifique de 'exon 14 de 'ARNm codant FBXWI0EL4R

9765 GACACCTTGTCCTGACACCC oligo 5' oligo spécifique de I'exon 1 de I'isoforme NR 051988.1 pré-ARNm NON codant

9766 AGTTGTGTACTTCCTCCTGCAT oligo 3 oligo spécifique de I'exon 1 de I'isoforme NR_051988.1 pré-ARNm NON codant

92362 TAATGGAACCCCTGGTAGTCAG oligo 5' oligo spécifique de 'exon 7 de I'ARNm codant DCLK1 E7F

9863 TGCTTCCGCAGGCTTCCT oligo 3 oligo spécifigue de I'exon 7 de 'ARNm codant DCLK1 E7R

9364 GGTTCACAGCCCAAGAGAGT oligo 5' oligo spécifique de 'exon 12 de I'ARNm codant FBXW10 EL2F

9865 GAGAACTTGGCCGGCTTCA oligo 3 oligo spécifigue de 'exon 12 ¢e I'ARNm codant FBXW10 E12R

9366 AATTCCATCGCCTCCATCCC oligo 5' oligo spécifique de I'exon 5 de I'ARNm codant ECM2 ESF

9867 TGCTTTTGGACCTATGCCTGA oligo 3 oligo spécifique de 'exon 5 ce 'ARNm codant ECM2 ESR

9935 CTCATCTTCCAGATCACACCGCT Oligo 5'oligo spécifique de I'exon 20 du pré-ARNm codant SERCA2

9936 CAGGCTGCACACACTCTTTAC Oligo 3'aligo spécifique de I'exon 20 du pré-ARNm codant SERCAZb

A051 GAGGTTTATCCGAGGCGCGATTAT 0ligo antisens d'analyse par RT-PCR du snRNA U4 de souris et humain

AD52 CATGGCGGGGTATIGGGAAAAGTT QOligo antisens d'analyse par RT-PCR ¢ u snRNA U4 de souris et humain

A120 CTAGAAACTCGCTCTAAAGACGG 0ligo 5'spécifique de I'exon 1 du pré-ARNm NR4A3 RT-PCR

Al CTGGAGGGGAAGGGCTATATIGG Oligo 3'spécifique de I'exon 3 du pré-ARNm NR4A3 RT-PCR

Al122 TGCTGCACCTGTCATACACAT 0ligo 5'spécifique de I'exon 5B du pré-ARNm NR4A3 RT-gPCR

Al23 GGCGTTCCATCCCAGTICTC Oligo 3’ spécifique de I'exon 5B du pré-ARNm NR4A3 RT-gPCR

Al24 CTCAAGCCTTCCTGCGTGTA 0Oligo 5'spécifique de I'exon 3 du pré-ARNm NR4A3 RT-gPCR

A125 CAGTGCCTCGTCCCATAACG Oligo 3 spécifique de I'exon 3du pré-ARNm NR4A3 RT-qPCR

A359 GCGTAGTGCTTTCTGATTCCAG 0ligo 3' spécifique de I'exon 2du pré-ARNm codant tra2B4

A360 TACGGCGAGCGGGAATCC Oligo 5 spécifique de 'exon 1/3 du pré-ARNm codant tra2Bl

A361 TCTAGACCTAGATTCAGATCGGGAC 0ligo 3’ spécifique de |'exon 3/4 du pré-ARNm codant tra2B1

A362 GGCGAGCGEGTCTAGATC Oligo 5' spécifique de I'exon 1/4 du pré-ARNm codant tra2B3

A363 TTTGCCCGATTCCCAACATG 0ligo 3’ spécifique de |'exon 4/5 du pré-ARNm codant tra2B3

A364 ATGATCAGGGTCTCTATTTATGGCT QOligo 5 spécifigue e I'exon 5du pré-ARNm codant NR4A3

A365 GCACTGTCAGGGTCACTTGTT 0Oligo 3' spécifique de I'exon 5du pré-ARNm codant NR4A3

A366 AGGAAAATGCGGAAGTCGTC QOligo 5 spécifique ce I'exon 2du pré-ARNm codant tra2B4

A392 TGGAATGGTAAAAGAAGTTGTCCG 0Oligo 5’ spécifique de lajonction exon 4/5du pré-ARNm codant NR4A3

AB55 ATGTAGAGAAGGGTGACAACC Oligo 5 amplification PCR pourvérifier inclusion/exclusion de Iintron 4 U12 ¢épendant au sein de 'ARNm GBP1 par PCR
AB56 TCGGATTCTATGTGTCAGCTC 0Oligo 3' amplification PCR pourvérifier I'inclusion/exclusion de I'intron 4 UL2 dépendant au sein de I'ARNm GBP1 par PCR
ABS7 GTATCCACTTTAGAACTGACACTG Oligo 5’ amplification PCR pour vérifier la présence de I'intron 4 U12 dépendart au sein de FARNm GBP1 par PCR

A658 GACTGGTACCTTTCTTCAGCT 0ligo 3' amplification PCR pourvérifier la présence de I'intron 4 U12 dépendant au sein de I’ARNm GBP1 par PCR

AB59 TCAATGGGCCTCGTCTAGAGAG Oligo 5 amplification PCR pourvérifier inclusion/exclusion de Iintron 7 U12dépendant au sein de 'ARNm GBP2 par PCR
A660 AGTCATCTCGCCTTGCTTCC 0Oligo 3' amplification PCR pourvérifier I'inclusion/exclusion de I'intron 7 UL2 dépendant au sein de I'ARNm GBP2 par PCR
AB61 GGGCCTTTTGTCTCAGACCT Oligo 5 amplification PCR pourvérifier Iinclusion/exclusion de Iintron 4 U12dépendant au sein de 'ARNm MORC3 par PCR
A662 GCATTTTTGTAGCTTCTAAGATTCC 0ligo 3' amplification PCR pourvérifier I'inclusion/exclusion de I'intron 4 UL2 dépendant au sein de I'ARNm MORC3 par PCR
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Numéro ldentifiant

Séquence 5- 3'

Description

A663 ACACAGCTGGTTTCGAAGAGT Qligo 5 amplification PCR pour vérifier I'inclusion/exclusion de 'intron 7 U12dépendant au sein de I'ARNm MORC3 par PCR
AGb4 CCATGTTGTTTGCCCTTAACTG Qligo 3'amplification PCR pour vérifier 'inclusion/exclusion de 'intron 7U12 dépendant au sein de I'ARNm MORC3 par PCR
A6B5 GCAATCACGATCGCCTCTGE Qligo 5 amplification PCR pour vérifier I'inelusion/axclusion te Fintron 8 UL2¢épendant au sein de ' ARNm RNF38 par PCR
AG66 TACGTCCTGTAAGCCTCCGA Oligo 3" amplification PCR pour vérifier I'inclusion/exclusion de I'intron 8 U12 dépendant au sein de I' ARNm RNF38 par PCR
A667 TIGAAGAACACGTCCAAGC Qligo 5 amplification PCR pour vérifier 'inclusion/exclusion de intron 13 UL2 dépendant au sein de I' ARNm MARCHS par PCR
AG6S TAGCAGACTCCCAGTAAGCG Qligo 3’ amplification PCR pour vérifier I'inclusion/exclusion de I'intron 13 U12 dépendant au sein de I ARNm MARCHE par PCR
A669 TGCGGTGATGACTTCGATGE Oligo & amplification PCR pourvérifier 'inclusion/exclusion de 'intron 10 U12 dépendant au sein de I'ARNm SBNOL par PCR
AGT0 GGTTCAGAAGCACCAGTTGCAC Qligo 3" amplification PCR pour vérifier I'inclusion/exclusion de I'intron 10 UL2 dépendant au sein de I'ARNm SBNO1 par PCR
AT50 AGCTGAAGAAAGGTACCAGT Oligo & amplification qPCR pour vérifier ' inclusion/exclusion de 'intron 6 U2 dépendant au sein de 'ARNm GBP1 pargPCR
A751 TIGTTGCACAAATTCGGGGT Oligo 3" amplification qPCR pour vérifier |'inclusion/exclusion de I'intron 6 U2 dépendant au sein de I'ARNm GBP1 par gPCR
AT52 TCATTTGAAATCAAACTGCCATGT Qligo 5 amplification qPCR pout vérifier ' inclusion/exclusion de I'intron 4 U12 dé pendant au sein e I ARNm MORC3 par ¢PCR
A753 CTGACGTGCACCATGTGTAG Qligo 5'amplification gPCR pourvérifier I'inclusion/exclusion de I'intron 5 U2 dépendant au sein de ' ARNm MORC3 par gPCR
A754 GCAATAAGCCCTCAGGGAATAG Qligo 3'amplification qPCR pourvénifier inclusion /exclusion de I'intron 5 U2 ¢épendantau sein de ' ARNm MORC3 par gPCR
AT55 ACTGAGTGAGGTGTTGTGTTCA Qligo 5'amplification qPCR pourvérifier I'inclusion/exclusion de I'intran 7 U12 dépendant au sein de I ARNm MORC3 par qPCR
AT56 CATGTTGTTTGCCCTTAACTGAC Qligo 3 amplification ¢PCR pourvérifier Iinclusion/exclusion de 'intron 7 U12 dépendant au sein de I' ARNm MORC3 par PCR
A757 TTTCCAACTGAATGCTGTCGAG Qligo 3'amplification gPCR pourvérifier I'inclusion/exclusion de I'intron 8 UL2 dépendant au sein de I'ARNm RNF38 par qPCR
A758 GOCTCCTCCAATGLTTCAG Qligo 5'amplification ¢PCR pourvérifier Iinclusion/exclusion de 'intran 7 U2dépendantau sein de I' ARNm RNF38 par gPCR
A759 TCGTCTGGTTCTTAAATCCACT Oligo 3'amplification gPCR pourvérifier I'inclusion/exclusion de I'intron 7 U2 dépendant au sein de ' ARNm RNF38 par gPCR
A760 TCCACACTGACCCTTACTGC Qligo 3 amplification ¢PCR pourvérifier 'inclusion/exclusion e l'intron 13 U12 dépencdant au seinde I'ARNm MARCHG par gPCR
A761 GCAATCAGAAGGCCTCAGGG oligo 5" amplification qPCR pour vérifier l'inclusion/exclusion de I'intron 10U12 dépendant au sein de I'ARNm SBNO1 par gPCR
B250 (CGTAAAACGACGGCCAGTTCCTCETCTTCGTC Qligo 3 de RT PCR pour la rétrotranscription spécifigue de I'ARN clrculalre exan 5

B251 TCTTCGTCCTCTCTCCAG Oligo 3 oligo spécifique de 'exon 5 du pré-ARNm codant hcTNT
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nom cible nom du siRNA |séquence (brin sens)
non-targeting pool (NT) si non-target 5' UGGUUUACAUGUCGACUAA 3'
hnRNP H1 siRNP H1-4 5' GAUCCACCACGAAAGCUUA 3'
hnRNP H1 siRNP H1-5 5' CAGAGUAACUGGUGAAGCA 3'
hnRNP H1 siRNP H1-6 5' GUUCGCAACUCAUGAAGAU 3'
hnRNP H1 SiRNP H1-7 5' UAACAUUGCCGGUGGACUU 3'
HSF1 si HSF1-1 5' CACAUUCCAUGCCCAAGUA 3'
HSF1 si HSF1-2 5' CCACUUGGAUGCUAUGGAC 3'
HSF1 si HSF1-3 5' CCUGAAGAGUGAAGACAUA 3'
HSF1 si HSF1-4 5' GAACAGCAGCCCGGAUUCA 3'

Tableau VI.3 : Caractéristiques des siRNA utilisés. Pour chaque siRNA utilisé, il est indiqué le nom de la cible, le
nom du siRNA et sa séquence en nucléotides.

IV. Milieux de culture et tampons.

Milieu Luria-Bertani (LB) : tryptone 20 g/L ; extrait de levure 5 g/L ; NaCl 5 g/L. Le pH est
ajusté a 7,5 avec du NaOH 10 N.

Milieu LB supplémenté en Ampicilline (LBA) : milieu LB contenant de I'ampicilline a une
concentration finale de 100 pg/mL.

Milieux LB solides : milieux LB et dérivés dans lequel est ajouté de I'agar a 17,5 g/L. Les
milieux de culture sont autoclavés 20 min a 120°C. Les antibiotiques sont ajoutés apres
refroidissement du milieu.

Phosphate Buffered Saline (PBS) : NaCl 137 mM, KCl 2,7 mM, Na,HPO,.12H20 100 mM,
KH,PO4 18 mM. Ajuster le pH a 7,4.

Solution de bleu de dépdt BP pour les protéines : Tris-HCl 80 mM pH 6,8 ; SDS 3% (v/v) ;
glycérol 10% (v/v); DTT 100 mM ; Bleu de bromophénol 0,1%.

Solution de bleu de dépdt sur gel d’agarose (6x) : EDTA 125 mM ; SDS 2 % (p/v) ; glycérol 25
% (v/v) ; bleu de bromophénol 0,12 % (p/v).

Solution de bleu dénaturant (bleu de formamide) pour ADN et ARN (2x) : EDTA 20 mM ;
bleu de bromophénol 0,05 % (p/v) ; bleu de xyléne cyanol 0,05 % (p/v), dans de la
formamide désionisée.

Solution de bleu CSB non dénaturant : glycérol 40 % (v/v), bleu de bromophénol 0,03 %
(p/v) ; xyléne cyanol 0,03 % (p/v) ; HEPES-KOH 200 mM pH 7,9.

Solution SBL («Sample Buffer Laemmli») : SDS 2 % (p/v) ; glycérol 10 % (v/v) ; B-
mercaptoéthanol 100 mM ; bleu de bromophénol 0,01 % (p/v) ; Tris-HCI 63,65 mM pH 6,8.
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Tampon D : MgCl, 1,5 mM ; EDTA 0,2 mM ; KCl 150 mM ; HEPES-KOH 20 mM pH 7,9.
Tampon d’élution ARN et ADN : NaCl 100 mM ; EDTA 1 mM ; SDS 1 % (p/v) ; Tris-HCl 10 mM
pH 7,5. Ce tampon est filtré avec un filtre nitrocellulose (Millipore) 0,22 um.

Tampon d’hybridation pour la rétrotranscription (10x) : KCl 400 mM ; Tris-HCI 500 mM pH
8,3.

Tampon de lyse cellules pour I'extraction de protéines : Tris-HCI 50 mM pH 8, NaCl 150
mM, Igepal 1 % (v/v), EDTA 1 mM, Halt™ protease&phosphatase inhibitor cocktail-EDTA free
(Thermo scientific) (10 uL/mL)

Tampon Tfbl (préparation de bactéries compétentes) : KAc 30 mM; KCl 100 mM; CaCl, 10
mM ; Glycérol 15% (v/v) ; MnCl, 50 mM.

Tampon Tfbll (préparation de bactéries compétentes) : MOPS Na pH7 10 mM ; KCl 10 mM ;
CaCl, 75 mM ; Glycérol 15% (v/v).

Tampon de transcription (5x) : DTT 200 mM ; spermidine 10 mM ; MgCl, 120 mM ; HEPES-
KOH 400 mM pH 7,5.

Tampon de transfert pour western blot : Tris 25 mM ; Glycine 200 mM ; Ethanol 20 % (v/v).
Tampon PBS-Tween 0,1 % : PBS ; Tween 20 0,1 % (v/v).

Tampon de transcription US (5x) : MgCl, 30 mM ; spermidine 5 mM ; Tris-HCl 200 mM
pH 7,5.

Tampon Tris-NaCl réservé a I'épissage : NaCl 200 mM ; Tris-HCl 10 mM pH 7,5.

Tampon protéinase K (2x) : NaCl 0,3 M ; SDS 2 % (v/v) ; EDTA 25 mM pH 7,4 ; Tris-HCl pH 7,5.
Solution de polyacrylamide dénaturante : Acrylamide/Bisacrylamide (23,75/1,25) 25 %

(p/v) ; TBE; urée 8 M.

Solution de polyacrylamide native : Acrylamide/Bisacrylamide (38/2) 40 % (p/v) ; TBE.

HBS (2X) : HEPES-KOH 50 mM, pH 7,05 ; KCI 10 mM ; NaCl 280 mM ; Na;HPO4 1,5 mM.
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Méthodes

V. Méthodes utilisées pour la culture cellulaire.

V.1. Culture cellulaire.

V.1.1. les Lignées HEK293 et Hela S3 et réalisation d'un stress oxydant.

Les lignées cellulaires HEK293 et Hela S3 sont cultivées dans le milieu DMEM (Dulbecco’s
Modified Eagle Medium) supplémenté avec 10% de sérum de veau foetal (FBS), 100 U/ml de
pénicilline, 100 pug/mL streptomycine et 4 mM de glutamine (Gibco). Les cellules sont
cultivées en flasques ou en boites de différents diamétres (en fonction de I'utilisation) a
37°C, sous une atmosphére humide et a 5% de CO,. La confluence des cellules est vérifiée
par microscopie. Une fois a 70% ou 90%, les cellules sont rincées avec du PBS puis incubées
avec 1 mL de trypsine (Invitrogen) a 37°C environ 2 min pour décrocher les cellules. L’activité
enzymatique de la trypsine est arrétée par ajout de 1 mL de milieu. Pour la réalisation d’un
stress oxydant efficace, une nouvelle boite contenant 10 mL de milieu est rensemencée avec
2x10° cellules 24 h avant le début du stress. Pour le stress du milieu de culture DMEM
contenant 250 uM ou 500 uM d’H,0; est préparé a partir d’une solution mere a 35%, puis

dans les boites contenant les cellules.

V.1.2. Transfection de cellules HEK293 par un plasmide au réactif JetPEl.

Les cellules HEK293 (300 000 cellules par puits en plaque 6 puits dans 3 mL de milieu) sont
transfectées 1,5 pg de plasmide pSVIRB-hcTNT ou ses différents mutants et 1,5 ug de
plasmide pcDNA3.1-(CTG)960 ou 0,1 ug de plasmide pcDNA3.1-MBNL1 ou complété par le
plasmide pcDNA3.1 vide en utilisant le réactif JetPEIPM (PolyPlus Transfection). Aprés 5 h
d’incubation avec I’ADN, les cellules sont lavées avec 2 mL de PBS et remises en culture

pendant 48 h.

308



Matériel et Méthodes

V.1.3. Transfection de cellules humaines par un siRNA au phosphate de calcium.

La veille de la transcription, les cellules HEK293 sont ensemensées a 200 000 cellules par
puits en plaque 6 puits dans 2 mL de milieu DMEM sans antibiotique. Les siRNA (50 pmoles)
sont dilués a 25 mM dans 36,8 pl de tampon TE 0,1X, 5,2 ul de CaCl, 2 M, 42 ul de HBS (2X)
pH 7,5. Le mélange est incubé 20 min a température ambiante, avant d’étre distribué sur les
cellules en culture. Aprés 16h de culture, le milieu de culture est remplacé par 2 ml de milieu
DMEM sans antibiotique frais. Aprés 48 h, les cellules sont co-transfectées par un mélange
siRNA (50-100 pmoles) et de plasmide pSVIRB-hcTNT (0,6 pg) en utilisant le réactif
lipofectamine 2000 (Invitrogen). Aprés 24 h, les cellules sont récoltées dans 1 ml de PBS
(70% sert a la préparation des ARN totaux et 30 % sert a la préparation d’extraits

protéiques).

V.2. Extraction des ARN totaux.

Aprés récupération des cellules ou apres I'arrét de la réaction de la trypsine lors du passage
des cellules, les cellules sont comptées au microscope en cellule de Malassey, puis
centrifugées pendant 2 min a 200 g et lavées 2 fois dans le PBS et recentrifugées. Le réactif
trizol (Invitrogen) est ajouté sur le culot de cellules a raison de 1 mL par 10.10° cellules, qui
sont alors incubées 5 min a température ambiante, puis mélangées a 0,2 mL de chloroforme
ajoutés pour chaque mL de Trizol. Le mélange est vortexé, incubé 3 min a température
ambiante, et centrifugé a 12000 g a 4°C pendant 15 min. La phase aqueuse est récupérée
puis les ARN sont précipités par ajout de 0,5 mL d'isopropanol par mL de trizol initial et
incubés a température ambiante pendant 10 min. Les ARN sont récupérés par centrifugation
a 12000 g a 4°C pendant 10 min, le culot est lavé a I'éthanol 75%, puis repris dans 11 uL de
H,O, dont 1 pL sert au dosage par absorption optique a 260 nm grace a un appareil

nanodrop.
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V.3. Dosages de la viabilité cellulaire et des ROS intracellulaires.

V.3.1. Dosage de la viabilité cellulaire :

Le dosage de la viabilité cellulaire a été réalisé par utilisation du kit Vybrant MTT cell proliferation
Assay Kit (Invitrogen), dont le principe repose sur un test colorimétrique par ajout d’un sel
de tétrazolium (MTT) (jaune) qui est réduit en formazan (violet) par la succinate
déshyrogénase mitochondriale qui est active seulement dans les cellules viables. Suite aux
différents stress, les cellules sont extraites et misent en solution dans 2 mL DMEM. 100 puL
de cette solution (représentant 5% des cellules totales) sont additionnées a 10 pL d’une
solution de MTT a 5 mg/mL (jaune), puis incubée pendant 3 h a 37°C. Afin de lyser les
cellules, 100 pL d’une solution de SDS a 200 mg/mL sont ensuite ajoutés au mélange. Aprés
une nouvelle incubation de 3 h a 37°C, I’'absorbance de la solution devenue violette suite a la
réduction du MTT par la succinate déshyrogénase mitochondriale est mesurée a 570 nm par
un spectrophotometre. Un contrble négatif est réalisé en parraléle avec 100 uL de DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagle Medium) sans cellule. Pour chaque condition, I"absorbance
mesurée est rapportée a I'absorbance de I'échantillion issus des cellules non stressés (100%

de viabilité cellulaire).

V.3.2. Dosage des ROS intracellulaires :

Le dosage de la quantité de ROS intracellulaire a été réalisé par utilisation du kit OxySelect
ROS Assay kit (Euromedex) basé sur l'utilisation d’un agent réducteur, le H2DCFDA
(dichlorodihydrofluorescein diacetate), qui s’oxyde au contact d'un dérivé réactif de
I'oxygene et devient alors fluorescent. Suite aux différents stress, les cellules sont extraites
et mises en solution dans 2 mL de DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium). 100 pL de
cette solution (représentant 5% des cellules totales) sont additionnées a 5 pL de H2DCFDA
20X. Le mélange est incubé a 37°C pendant 1 h, puis centrifugé a 200g pendant 5 min pour
culotter les cellules. Le culot est repris dans une solution de lyse fournie dans le kit et apres 5
min d’incubation a 37°C, la fluorescence est mesurée par spectrofuorimétrie (longueur

d’onde d’excitation 480 nm ; longueur d’onde d’émission 530 nm).
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VI. Méthodes d'analyse in vitro.

VI.1. Introduction des mutations par mutageneése dirigée.

Les mutations des sites MBNL1 ou hnRNP H dans les minigénes IR-hcTNT-150-E5-150 et
RTB300 ont été réalisées par mutagénése dirigée en utilisant les couples
d’oligodésoxynucléotides décrits dans les Tableaux VI.2 1-4. Le protocole de PCR utilisé est
décrit dans les tableaux VI.4 et VI.5. Une fraction (10 pL) des produits PCR est ensuite
digérée par 10 UE d’enzyme Dpnl (fastDigest MBI Fermentas), qui hydrolyse I’ADN parental

méthylé, ceci dans un volume réactionnel de 30 pL.

Réactifs Volume (ul)
tampon Pfu 5x (Fermentas) 10
Pfu DNA polymérase (Fermentas; 2,5U/uL) 1
mélange de dNTP (1,25 mM chaque) 8
Matrice plasmidique (200 ng/uL) 1
Oligodésoxyribonucléotide sens (10 pmol/pL) 1

Oligodésoxyribonucléotide antisens (10
pmol/uL) 1
H20 qps 50

Tableau V1.4 : Mélange réactionnel pour la réalisation d’une mutagéneése dirigée.

Nombre de cycles Etape Température Durée

1 Dénaturation initiale 94°C 5 min

Dénaturation 94°C 1 min

Hybridation 55°C 1 min

18 Elongation 68°C 8 min

1 Elongation finale 72°C 15 min
Stockage 20°C oo

Tableau VL.5 : Les conditions expérimentales des cycles de la PCR.

Les produits de digestion sont utilisés pour transformer des bactéries E. coli DH5a
compétentes, en incubant le mélange 30 min dans la glace, 45 sec a 42°C puis 5 min dans la
glace. Les clones bactériens, ayant incorporés le plasmide, sont sélectionnés sur gélose en
milieu LBA, puis mis en culture dans 2 mL de milieu LBA liquide. Les plasmides sont extraits

par lyse alcaline grace au kit Nucleospin Plasmid (Macherey-Nagel), puis sont envoyés a la
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société GATC pour leur séquencage. Les clones d’intérét sont remis en culture dans environ
150 mL de LBA pour la préparation d’ADN plasmidique a plus grande échelle a I'aide du kit
Nucleobond AX (Macherey-Nagel). Les quantités de plasmides obtenues sont estimées par

spectrophotométrie a 260 nm (spectrophotometre SAFAS).

VI.2. Production de matrices pour la transcription.

Les matrices sont produites par amplification PCR a partir des plasmides recombinants
contenant les séquences d’intérét, en utilisant un oligodésoxyribonucléotide sens contenant
le promoteur T7, combiné a un oligodésoxyribonucléotide antisens dont I'identité dépend de
la séquence a amplifier. Le protocole de PCR utilisé est indiqué dans le tableau VI.6. Les
produits PCR obtenus sont fractionnés en gel d’agarose a 1 ou 2 % contenant du GelRed
(Fluoprobes), un agent intercalant utilisé pour la visualisation, dilué selon les spécifications
du fabricant. Les bandes visibles par illumination aux UV a 254 nm sont découpées et ’ADN
est purifié grace au kit GeneElute (Fermentas). L’élution est réalisée dans un volume de

20 ul.

Réactifs Volume (pl)
Tampon DreamTaq 5x (Fermentas) 5
Dream Taq ADN polymérase (Fermentase; 5
u/uL) 1
mélange de dNTP (1,25 mM chaque) 8
Matrice plasmidique (10 ng/uL) 1
Oligodésoxyribonucléotide sens (100 pmol/uL) 1
Oligodésoxyribonucléotide antisens

(100 pmol/uL) 1

H20 qps 50

Tableau V1.6 : Réaction de PCR pour la synthése de matrice de transcription.
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VI.3. Production d’ARN par transcription in vitro.

Une fraction des produits PCR purifiés (20 pL) est utilisée comme matrice de la transcription
par 'ARN polymérase du phage T7. Les réactifs utilisés sont décrit dans le tableau VIL.7. Le
mélange réactionnel est incubé pendant 4 h a 37°C. Puis la matrice ADN est dégradée par
incubation pendant 30 min a 37°C en présence de 10 UE de I'’enzyme DNase | (Fermentas).
Les ARN sont ensuite chauffés pendant 2 min a 96°C, puis purifiés sur gel de polyacrylamide
dénaturant a 5 ou 10 % selon la taille de I’ARN a purifier. Les bandes d’ARN sont révélées par
« UV shadowing » a 254 nm, découpées et éluées 2 fois dans 200 uL de tampon d’élution
pendant 30 min a 37°C. Les protéines sont retirées par un mélange phénol/chloroforme, et
les ARN sont précipités a -80°C en présence de 2,5 volumes d’éthanol 96 % et d’acétate de
sodium a une concentration finale de 0,3 M. Les culots sont lavés dans 400 pL d’éthanol
70 %, séchés et repris dans 10 yL d’eau stérile. La quantité d’ARN obtenue est mesurée par

spectrophotométrie a 260 nm.

Réactifs Volume (ul)
Tampon de transcription 5x 10
NTP (25 mM chaque) 15
Produit PCR purifié 20
ARN polymérase T7 (produite au laboratoire) 5

Tableau VI.7 : Réaction de la transcription in vitro.

VI.4. Etude de l'interaction des protéines avec les ARN.

VI.4.1. Purification par chromatographie d'affinité MBP-MS2.

VI.4.1.1. Production et purification de la protéine de fusion MBP-MS2.

Des bactéries E. coli BL21 (ADE3) sont transformées par le plasmide d’expression codant la
protéine de fusion MBP-MS2 (pMBP-MS2) donné par le laboratoire de Luhrmann. Une pré-
culture de 4 mL réalisée a 372C sous agitation a partir d’un clone transformé, est transférée
dans 1 L de milieu LB complémenté avec |'antibiotique adéquat. La culture est incubée a

37°C sous agitation jusqu’a une absorbance de 0,8 UA600nm/mL. La production de la
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protéine est induite par ajout d’IPTG a 0,1 mM final et la culture est poursuivie pendant4 h a
379C. Les bactéries sont ensuite collectées par centrifugation a 2000 g pendant 15 min a 49C.
Le culot cellulaire est repris dans du tampon de sonication et les cellules sont lysées par 2
traitements de 2 min aux ultrasons, interrompus par 2 min d’incubation dans la glace.

Le surnageant de sonication contenant la protéine MBP-MS2 est mis en contact pendant
30 a 45 min sur roue (agitation lente) a 4°C avec 1,8 mL de résine amylose (New England
Biolabs) préalablement lavée 2 fois avec 10 mL de tampon de sonication. La protéine de
fusion MBP-MS2 est retenue sur les billes par I'intermédiaire de son domaine MBP. Aprés
3 lavages de la résine avec du tampon PBS (L1, L2 et L3), la protéine MBP-MS2 est éluée en
2 fractions de 1 mL (E1 et E2) par I'application d’une solution contenant du maltose a

10 mM.

VI.4.1.2. Chromatographie d'affinité MBP-MS2.

L'intégralité de cette chromatographie est réalisée dans des conditions minimisant la
contamination a la kératine afin de ne pas perturber l'identification ultérieure des protéines
par spectrométrie de masse. Les ARN de fusion portant les séquences MS2 (300 pmoles)
sont dilués dans 50 pL de tampon D, dénaturés et renaturés comme décrit précédemment
en présence de 3 mM de MgCl,. Un aliquot de 5 pL (fraction C1, "input") est prélevé pour
une analyse ultérieure. Les ARN sont ensuite incubés en présence d’un excés molaire de
5 fois de protéine recombinante MBP-MS2 pendant 30 min dans la glace, suite a quoi un
aliquot (C2) est alors prélevé. A ce stade, l'interaction des protéines MBP-MS2 avec leur ARN
cible est vérifiée par expérience de retard sur gel grace a I'électrophorése des fractions C1 et
C2 sur un gel de polyacrylamide natif. Les ARN sont révélés par exposition aux UV en
présence de révélateur GelRed (FluoProbes). Le mélange ARN-MS2/MBP-MS2 est ensuite
mis en contact avec 40 pl d’une suspension de résine amylose (New England Biolabs),
préalablement lavée 3 fois avec 500 ul de tampon D, pendant 1 h sous agitation lente a 4°C.
Cette étape permet de fixer le complexe sur les billes d’amylose par I'intermédiaire de la
protéine MBP. Les billes sont centrifugées 1 min a 200 g puis sont lavées 3 fois avec du
tampon D avant d’ajouter 250 pl d’extrait nucléaire de cellules Hela (CilBiotech), des ARNt
en exces 50x molaire, en présence de 3 mM de MgCl, et de 0,1% de BSA. L'ensemble est

incubé sous agitation lente a 4°C pendant 40 min. Les billes sont centrifugées 1 min a 200 g,
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et un aliquot du surnageant est conservé pour analyse (fraction Non Retenue NR). Les billes
sont ensuite lavées 3 fois pendant 15 min sous agitation lente a 4°C avec 700 ul de tampon
D. A chaque lavage est prélevé un aliquot pour analyse (fractions Lavage 1 a Lavage 3). Enfin,
les complexes RNP sont élués par addition de 100 pl d’une solution de maltose a 10 mM
pendant 30 min sous agitation lente a température ambiante (fraction Elution 1).
L'opération est répétée une seconde fois pour une élution plus importante (fraction
Elution 2). Un apergu du contenu en protéines, notamment MBP-MS2, est obtenu grace a
I'électrophorese des différentes fractions collectées au cours de cette purification sur gel
SDS-PAGE 10%.

Pour I'analyse du contenu en protéines par spectrométrie de masse, une premiére étape a
consisté a séparer les protéines de la fraction d’élution (environ 50%) sur gel
d’électrophorése SDS-PAGE (voir section résultats pour l'image du gel). Le gel est fixé par
incubation dans 3 bains d’acide acétique 10 % - éthanol 20 % pendant 10 min, puis coloré au
bleu colloidal toute la nuit. Les bandes du gel sont alors découpées de maniére systématique
et leur contenu en protéines est analysé par spectrométrie de masse en collaboration avec
I’équipe d’Alain Vandoersaeler (LSMBO, Strasbourg). Pour cela, les protéines contenues dans
les bandes du gel ont été digérées a la trypsine, extraites du gel par un solvant
ACN/H,0/HCOOH (50/50/1), puis ionisées selon la technique d’électrospray et enfin
analysées par nanoLC MS/MS (Miguet et al., 2006).

VI.4.2. Estimation des quantités de protéines par « western blot ».

Un microlitre d’extrait nucléaire ou 1 pL d’éluat sont fractionnés en gel SDS-PAGE
dénaturant a 10 %. Parallelement, la migration d’'un marqueur de taille (Pre-stained Biorad
marker ; Biorad) permet de contrbler la masse moléculaire des protéines étudiées. Apres
migration, le transfert de protéines a lieu sur membrane de nitrocellulose 0.45 um pendant
1 h a 100 V dans du tampon de transfert refroidi. La membrane est ensuite saturée avec
5 mL de PBS/lait écrémé 5 % (p/v), pendant 1 h a température ambiante sous agitation, puis
lavée 3 fois dans du tampon PBS-Tween 0,1 % (v/v), et incubée avec la dilution adéquate
d’anticorps primaire pendant la nuit a 4°C sous agitation. La membrane est a nouveau lavée
avec du PBS-T et incubée avec la dilution adéquate d’anticorps secondaire pendant 45 min a

température ambiante. La membrane est une derniere fois lavée et incubée pendant 5 min



Matériel et Méthodes

avec une solution de révélation contenant un substrat peroxydase et du luminol, fournie
dans le kit Immobilon Western (Millipore). La révélation se fait par chimioluminescence sur
un film photosensible, ou grace a un scanner Fusion Solo (Vilber Lourmat) et au logiciel

d'acquisition Fusion.

VI.4.3 Expériences de retard sur gel.

VI1.4.3.1 Marquage des ARN en 5.

Deux microgrammes d’ARN a marquer radioactivement sont déphosphorylés par action de
la phosphatase alcaline de veau (CIAP, MBI-Fermentas) a raison de 1 UE par pug d’ARN
pendant 1 h a 37°C (voir Tableau VI.8). Les ARN sont ensuite extraits par un mélange de
phénol-chloroforme, puis précipités a -80°C et lavés avec de I'éthanol 70%. Les culots sont
repris dans 14 pL d’eau stérile. 7 uL de cette solution sont utilisés pour le marquage
radioactif selon le protocole décrit dans le Tableau VI.9. Le mélange réactionnel est incubé

pendant 1 ha 37°C.

Déphosphorylation de I'extrémité 5' des ARN
Volume
Réactifs (1)
ARN a déphosophoryler (2 ug)
Tampon CIP 10X (MgClz2 0,1 M; Tris/HCI 0,1 M, pH 7,5) 1
Calf Intestine Alkaline Phosphatase (fermentas 1 U/ulL) 2
H20 qsp 10
Tableau VI.8: Protocole pour la déphosphorylation en 5’ des ARN.
Marquage en 5' des ARN
Réactifs Volume (ul)
ARN déphosophorylés repris dans eau stérile 7
Tampon PNK 10X 1
ATP [Y-32P] (Amersham, 10 mCi/ml, 3000 Ci/mmol) 1
T4 polynucléotide kinase (MBI Fermentas, 10 U/pl) 1

Tableau VI.9: Protocole pour le marquage en 5’ des ARN déphosphorylés. Le mélange est incubé 1 h a 37°C
puis les transcrits sont purifiés sur gel de polyacrylamide dénaturant 8 %, élués, et précipités comme décrit
précédemment. Le tampon PNK : MgCl, 0.1 M ; DTT 50 mM ; spermidine 1 mM ; EDTA 1 mM ; Tris-HCI 0,5 M,
pH 7,6.
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V1.4.3.2 Formation des complexes [ARN/protéine].

Ces expériences sont réalisées avec 20 cps d’ARN radiomarqué, en présence de
MgCl, 2,8 mM. Les ARN sont dénaturés pendant 10 min a 65°C puis renaturés pendant 15
min par refroidissement progressif a température ambiante (Tableau VI.10). Quatre
microlitres de différentes solutions de protéines a des concentrations croissantes spécifiées
sont additionnés au mélange, qui est alors incubé pendant 30 min a température ambiante.

La protéine est diluée dans du tampon D contenant 10 % de glycérol.

Réactifs Volume (ul)
ARN radioactif (20 cps)
Tampon D 1,8
MgCl, (62,5 mM) 0,5
H20 qps 7

Tableau VI.10: Composition du mélange réactionnel pour la formation de complexes ARN-protéine avant
ajout de protéine purifiée. Le mélange est dénaturé pendant 5 min a 65°C, puis renaturé lentement a 37°C.

VI.4.3.3 Fractionnement en gel natif.

Du bleu CSB (4 ul) est ajouté au mélange réactionnel ayant servi a former le complexe.
L’échantillon est ensuite déposé sur un gel de polyacrylamide natif 8%
(acrylamide/bisacryalmide 38/2), en présence de glycérol 0,5 % et de TBE 0,5X. Le
pourcentage de ce gel peut varier de 5 a 8 % en acrylamide/bisacrylamide suivant la taille
des ARN utilisés lors de I'expérience. L'électrophorése se fait a 100 volts et a température
ambiante. Le gel est ensuite séché et exposé en autoradiographie durant une nuit. Ainsi, les
complexes [ARN/protéine] formés sont retardés dans leur migration par rapport aux ARN

non complexés.
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VI.4.3.4 Détermination de la constante de dissociation (Kd) des complexes.

La détermination de la constante de dissociation d’un complexe [ARN/protéine] permet
d’évaluer I'affinité de la protéine d’intérét pour I’ARN. Cette constante correspond a la
concentration en protéine pour laquelle 50% de I’ARN est lié a la protéine. Les quantités
d’ARN libre et lié sont quantifiées par mesure de la radioactivité dans les bandes
correspondantes, en utilisant I"lappareil Phosphorlmager a I'aide du logiciel « ImageQuant
Software Version 3.3 » (Molecular Dynamics). La sigmoide obtenue par représentation
graphique de la concentration en protéine (en abscisse) par rapport au pourcentage d’ARN
lié est tracée a I'aide du logiciel « SigmaPlot 2000 ». Le point d’inflexion de la sigmoide
indique la valeur de la constante de dissociation (concentration en protéine pour laquelle

50% des ARN sont liés a la protéine d’intérét) est donnée par le logiciel.

VI.4.4. Etude de la structure des ARN et identification des sites de fixation de protéines par la
méthode d’empreintes en solution.

Les protocoles relatifs a ces expériences ont fait I'objet d’une publication méthodologique,
dont je suis premier auteur, dans Methods in Molecular Biology en 2015. Cette publication

est présentée dans la partie Publications.
VI.5. Transcription et épissage in vitro d’'un ARN pré-messager.

Le protocole expérimental utilisé pour la transcription des ARN d’intérét est décrit dans le

Tableau VI.11.

Réactifs Volume (pl)
Matrice PCR (1,5 pmol)
Tp 5X (MgCl, 30 mM ; Spermidine 10 mM ; NaCl 50 mM ; Tris-HCI 200 mM, pH 7,5)
NTP (A, C, U, G;5,5,5,2 mM)
Cap 5m7GpppG (10 mM)
Inhibiteur de RNases (RNasin, 20 U/ul, Amersham Biosciences)
BSA (2 mg/ml)
DTT (200 mM)
ARN polymérase T7 2
H20 qsp 40

N (NN (N |PD |0

Tableau VI.11 : Mélange réactionnel pour la transcrition d’ARN pré-messagers.
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Le mélange réactionnel est incubé pendant 2 h a 37°C. Apres une étape de dégradation de la
matrice ADN, les ARN sont purifiés sur colonne Sephadex G-50 (mini Quick Spin
Columns, Roche).

Les expériences d’épissage in vitro sont réalisées avec des extraits nucléaires de cellules

Hela provenant de la société CilBiotech. Le mélange réactionnel est décrit dans le

Tableau VI.12.
Réactifs Volume (pl)

ARN pré-messager (10 fmol/pul) 2

MgCl, (62,5 mM) 1

ATP (25 mM) 1

Créatine phosphate (625 mM) 1
Inhibiteur de RNases (RNasin, 20 U/ul, Amersham Biosciences) 0,5

Alcool polyvinylique 13 % 6

Extrait nucléaire (10 mg/ml, traité au préalable 10 min a 30°C) 8

Tableau VI.12 : Mélange réactionnel pour la réalisation d’un épissage in vitro d’ARN pré-messagers.

Le mélange est complémenté par 2,5 ul de Tampon D ou de concentration croissante de
protéine hnRNP H-Nter. Une incubation de 5 min a 0°C puis 2h a 30°C est réalisée. La
réaction d’épissage est ensuite arrétée par ajout de 20 pg de protéinase K (Roche)
fonctionnant dans le tampon suivant : EDTA 12,5 mM ; NaCl 150 mM ; SDS 1 % ; Tris-HCl
100 mM, pH 7,4. Apres une incubation de 30 minutes a 30°C, les ARN sont extraits au
phénol/chloroforme (1/1), puis lavé au chloroforme/alcool isoamylique (24/1) et les ARN
sont précipités en présence d’éthanol absolu sans ajout de sels. Le précipité est lavé puis

séché et repris dans 10 pl d’eau stérile.
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VII. Méthode d’analyse RT-PCR et RT-qPCR.

VII.1. Digestion des ADN par la DNase RQ1 dans des extraits d’ARN.

Avant chaque réaction de transcription inverse, 10 ug d'ARN totaux sont soumis a digestion
par 10 U de DNase RQ1 (Promega) en présence de son tampon commercial (Promega) dans
un volume final de 100 uL. Cette enzyme permet d'éliminer les acides désoxyribonucléiques
éventuellement présents dans I'extrait d’ARN. La réaction de digestion est stoppée par

['ajout de 10 pL d'un tampon stop (Promega) et I'incubation pendant 10 min a 65°C.

VII.2. La réaction de rétrotranscription.

Avant la rétrotranscription, 1 pg d'ARN totaux traités a la DNase sont préalablement
dénaturés a 65°C pendant 10 min puis refroidis rapidement dans la glace, en présence de
100 pmol de [l'oligonucléotide amorce. Cet oligonucléotide est soit I'oligonucléotide
oligodT(16), soit I'oligonucléotide spécifique de I'ARN sat Il (7796), soit un oligonucléotide
hexameérique aléatoirement dégénéré (N6). Un mélange de chaque dNTP (25 mM), 200 U
d’enzyme MMLV (Promega) ou l'enzyme RevertAid Retrotranscriptase, et le tampon
commercial de I'enzyme MMLV (Tris HCl 50 mM pH 8,3, KCl 75 mM, MgCl, 3 mM, DTT 10
mM final) sont ensuite ajoutés. L’élongation est effectuée a 42°C pendant 60 minutes, sauf
dans le cas de l'oligonucléotide hexameérique ou elle est effectuée a 37°C pendant 30
minutes puis a 42°C pendant 30 minutes. La réaction de transcription inverse est stoppée
par incubation pendant 10 min a 65°C. Les ADNc obtenus sont ensuite soumis a une
détection de produits spécifiques grace a la qPCR (pour les validations du choc thermique
avec I'ARNm hsp70 et I'ARN sat Ill) ou par PCR "point final" (pour la détection de produits

d'épissage alternatifs).

VII.3. Détection des produits rétrotranscrits par PCR point final.

Deux microlitres de la solution d'ADNc produits par RT-PCR sont utilisés comme matrice pour
une réaction de PCR. Le milieu réactionnel utilisé est décrit dans le Tableau VI.13 et les

conditions de réalisation de la PCR dans le Tableau VI.14.
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Réactifs pour PCR Volume (ul)
Tampon DreamTaqg buffer green 10x (Fermentas) 5
Dream Taq ADN polymérase (Fermentase; 5 U/pL) 0,5
mélange de dNTP (1,25 mM chaque) 8
ADNCc 2
Oligodésoxyribonucléotide sens (20 uM) 1
Oligodésoxyribonucléotide antisens (20 uM) 1
H20 qsp 50

Tableau VI.13 : Mélange réactionnel de PCR pour la détection de produits spécifiques a partir d'ARN totaux
rétrotranscrits.

Nombre de cycles Etape Température | Durée

1 Dénaturation initiale 95°C 5 min

Dénaturation 95°C 30 sec

Hybridation 58°C 30 sec

30 Elongation 72°C 30 sec

1 Elongation finale 72°C 10 min
Stockage 20°C oo

Tableau VI.14 : Conditions expérimentales des cycles de PCR pour la détection de produits spécifiques a
partir d'ARN totaux rétrotranscrits.

Les produits PCR obtenus sont fractionnés en gel d'agarose a bas point de fusiona 2,3 ou 4
% (NUSEVE GTG Agarose, Lonza) en présence de GelRed (Fluoprobes), un agent intercalant
utilisé pour la visualisation, dilué selon les spécifications du fabricant. Les bandes visibles par

illumination aux UV a 254 nm sont quantifiées grace au logiciel GeneTools (Syngene).

VII.4. Détection des produits rétrotranscrits par gPCR.

Un microlitre de la solution d'ADNc produits par RT-PCR est utilisé comme matrice pour une
réaction de gPCR. Selon le produit a détecter, I'ADNc matrice peut étre dilué de 1 a 300 fois,
afin que la détection des produits d'intérét apparaissent entre 20 et 32 Ct pour optimiser la
guantification. Lorsque les ARN totaux sont rétrotranscrits grace a l'oligonucléotide 7796
pour la détection spécifique de I'ARN Sat Ill, les ADNc matrices ne sont pas dilués. Le milieu

réactionnel est composé d’un couple d’oligonucléotides spécifique (0,5 UM chacun) et de
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SYBR Green | Master mix (Roche) dans un volume final de 10 ul (Tableau VI.15). Le

programme utilisé pour la gPCR est détaillé dans le Tableau VI.16.

Réactifs pour qPCR

Volume (ul)

ADNc dilué ou non

1

Master MIX 2x

Oligodésoxyribonucléotide sens (5 uM)

Oligodésoxyribinycléotide antisens (5uM)

H,O

N (= || U

Tableau VI.15 : Mélange réactionnel pour la réalisation d’une réaction de qPCR.

Nombre de cycles Etape Température Durée Vitesse d'élongation
1 Dénaturation initiale 95°C 10 min -
Dénaturation 95°C 10 sec 20°C/sec
Hybridation 55a58°C 10 sec 20°C/sec
45 Elongation 72°C 10 sec 5°C/sec
95°C 10 sec 20°C/sec
60°C 5 sec 20°C/sec
1 Courbe de fusion 95°C - 0,1°C/sec

Tableau VI.16 : Conditions expérimentales des cycles pour la réaction de qPCR pour la détection de produits
spécifique a partie d’ARN totaux rétrotranscrits. La température d’hybration varie en fonction des
oligodésoxyribonucléotides utilisés afin d’obtenir une efficacité optimale.

Ce programme contient en étape finale un cycle permettant I'établissement d'une courbe de

fusion afin de vérifier qu’un seul produit de PCR est amplifié. Les réactions de gPCR sont

réalisées dans un appareil Light Cycler Carousel (Roche). Le calcul des Ct a partir de la

fluorescence du SYBR Green et la vérification de la courbe de fusion sont effectués grace au

logiciel Light Cycler 3(v.5.32) (Roche). La détection des produits d'intérét est normalisée

entre chaque condition grace a la détection paralléle d’'un ARN invariant, celui de la protéine

GAPDH ou de I’ARN 5S. La quantification relative est réalisée en prenant en considération

I’efficacité de chaque couple d’oligonucléotide utilisé.
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VIII. Microscopie de fluorescence.

VIII.1. Visualisation des ARN satellite Ill aprés un stress oxydant par RNA-FISH.

VIII.1.1. Préparation des sondes LNA biotinylées.

Les sondes LNA fournies par la société Exiqon correspondent a 4 répétitions de séquences
GGAAU canoniques et sont diluées a 30 nM dans une solution [SSC2x ; Dextran sulfate 10 %
(v/v); Formamide 50% (v/v); Sodium phosphate 50 mM pH7]. Les sondes sont ensuite
dénaturées 5 min a 75°C et refroidies 2 min dans la glace avant leur incubation avec les

cellules fixées et perméabilisées.

VIII1.1.2. Fixation des cellules et incubation avec les sondes.

Les cellules sont mises en culture comme décrit dans le paragraphe V.1., sur une lame de
microscope plongée dans les boites de culture (lames superfrost, Thermo scientific), afin de
permettre leur visualisation au microscope ultérieurement. Aprés stress oxydant, le milieu
de culture est retiré et les cellules sont lavées avec du PBS. Les lames portant les cellules
sont ensuite incubées avec une solution de formaldéhyde 4% (v/v)- PBS pendant 10 min afin
de fixer les cellules par pontage covalent. Les cellules sont ensuite lavées 2 fois avec du PBS
puis plongées dans une solution de Tris 0,1 M pH 7,5 pendant 5 min. Suite a cela elles sont
incubées pendant 20 min a 1 h dans une solution de glycérol 20% (v/v)- PBS, puis congelées
et décongelées 3 fois successivement dans de |'azote liquide. Suite a cela les cellules sont
déshydratées par 3 bains successifs d'éthanol a 70, 90 et 100%. Les cellules sont ensuite
séchées et incubées pendant environ 30 min a 45°C avec la solution contenant les sondes
biotinylées. Ces lames sont ensuite lavées 3x5 min a 65°C dans une solution 60% formamide
(v/v)- SSC2x, puis 3x5 min a température ambiante dans une solution de SSC 2x. Suite a cela
elles sont incubées avec un tampon de blocage (3% BSA (p/v); SSC4x ; 0,1% tween (v/v))
pendant 30 min a 37°C. Le tampon de blocage est ensuite remplacé par un tampon
d'hybridation (1% BSA (p/v); SSC4x ; 0,1% tween (v/v)) qui contient également de la
streptavidine couplée au fluorophore Alexa 488 (Fischer Scientific). La durée de l'incubation

est de 1 a 2 h environ. Les lames sont ensuite lavées 3x dans un tampon de lavage SSC4x -
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tween 0,1% a 45°C. A ce stade, les lames obtenues peuvent étre utilisées pour le protocole
de visualisation de protéines par immunofluorescence (voir paragraphe suivant VIII.2. Dans
le cas contraire, des lamelles sont directement montées dessus pour la visualisation au

microscope a épifluorescence ou au microscope confocal (voir paragraphe VIII.3).

VIII.2. Visualisation des protéines par immunofluorescence.

Les cellules sont mises en culture comme décrit dans le paragraphe V.1.1., sur une lame de

microscope plongée dans les boites de culture (lames superfrost, Thermo scientific), afin de
permettre leur visualisation au microscope ultérieurement. Apres stress oxydant, le milieu
de culture est retiré et les cellules sont lavées avec du PBS. Les lames portant les cellules
sont ensuite incubées avec une solution de formaldéhyde 4% (v/v) - PBS pendant 10 min afin
de fixer les cellules par pontage covalent. Les cellules sont ensuite rendues perméables par
incubation avec une solution de PBS -Triton 0,5 % (v/v) pendant 5 min. Apres la fixation et la
perméabilisation des cellules, 3 lavages au PBS sont réalisés afin d'éliminer le détergent. Les
cellules sont ensuite incubées avec I'anticorps primaire a la dilution désirée (cf. tableau des
anticorps, §ll) pendant une heure. Aprés 3 nouveaux lavages au PBS, les cellules sont
incubées avec un anticorps secondaire couplé a un fluorophore pendant 1h puis de nouveau
lavées 3 fois avec une solution de PBS. Les lames sont ensuite prétes pour le montage des

lamelles décrit dans le paragraphe suivant et I'observation au microscope.

VIIL.3. Montage des lamelles.

Des lamelles de microscopie (18x18) sont montées sur les lames obtenues a l'aide d'un
milieu de montage contenant du 4,6-diamidino-2-phénylindole (DAPI) (Duolink Mounting
Media). Lorsque les lames sont destinées a une observation au microscope confocal que
nous avons utilisé, ce milieu est complémenté avec le fluorophore intercalant Topro-3 a une
concentration finale de 10 uM, ce qui permet la visualisation des noyaux sur cet appareil qui

ne possede pas de laser d'excitation dans la longueur d'onde UV.
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Résumé

La dystrophie myotonique de type 1 (DM1) est une maladie génétique caractérisée par une dégénérescence des muscles
squelettiques accompagnée d’une myotonie. Cette maladie est due a une expansion instable de triplets CTG dans la région
3’ non traduite du gene DMPK. L’accumulation des ARNm DMPK mutés au sein de foci nucléaires conduit a la séquestration
du facteur d’épissage MBNL1 et a des altérations de I'épissage alternatif de nombreux ARNm. En particulier, I'inclusion de
I’exon 5 au sein du pré-ARNm de la troponine T cardiaque (hcTNT) est renforcée chez les patients DM1. Cette inclusion
anormale participe aux anomalies cardiaques présentées par les patients. Les travaux de I’équipe, menés en collaboration
avec I'équipe de Nicolas Sergeant a Lille, sur la régulation de I'épissage de ’ARNm hcTNT avaient établi I’existence de 8 sites
MBNL1, dont 6 nouveaux, situés de part et d’autre de I'exon 5 et la présence de régions activatrices et inhibitrices de
I'inclusion fixant des facteurs d’épissage dont I'identité n’était pas connue. L'un des objectifs de ma thése était d’étudier
I'importance fonctionnelle in cellulo de chacun des 8 sites MBNL1. J'ai ainsi pu montrer que chacun des 6 nouveaux sites
participe a I'inhibition de I'inclusion de I'exon 5 par MBNL1. Les données obtenues nous ont amené a proposer un modeéle
dans lequel MBNL1 s’associe avec les triplets de sites MBNL1 situés de part et autre de I’'exon 5 et entraine la formation
d’une structure a longue distance via des interactions protéiques MBNL1-MBNL1. Cette structure isolerait I’exon 5 dans une
boucle et limiterait la fixation du spliceosome. Par ailleurs, j’ai mis en ceuvre une approche de purification de RNP formées
en extrait nucléaire pour identifier d’autres facteurs régulant l'inclusion de I’exon 5. La protéine hnRNP H a ainsi pu étre
identifiée. Sa capacité a activer I'inclusion de I’'exon 5 in cellulo et a entrer en compétition avec MBNL1 pour la régulation de
I'inclusion de I’exon 5 via sa fixation sur des sites localisés dans I'exon 5 et en aval de cet exon a pu étre confirmée.

La seconde partie de ma thése a porté sur I'étude de I'effet d’un stress oxydatif généré par 500 uM d’H,0, sur le profil
global d’épissage alternatif des pré-ARNm de cellules Hela. Lors de ce travail, j’ai pu établir que la réponse des cellules Hela
au stress oxydatif implique deux phases de réponse : une phase précoce (1h-8h) caractérisée par un fort taux de mortalité
associé a une forte augmentation du taux de d’entités oxygénées réactives (ROS) intracellulaire et une phase tardive (16h-
24h) corrélée a une diminution du taux de ROS intracellulaires et une surexpression des ARN satellite Ill. Sur la base de ces
données, une analyse globale du transcriptome par emploi de puces a exons (Affymetrix) a été réalisée a partir d’ARN
totaux isolés 1h, 2h, 4h et 24h apres le début du stress. Nous avons ainsi identifié des modulations d’expression et
d’épissage spécifiques de chacune des deux phases. L’analyse des données par des outils bio-informatiques a permis de
mettre en évidence des fonctions cellulaires bien définies qui sont plus particulierement affectées lors d’un stress oxydant.
Enfin, pour comprendre I'origine des variations d’épissage observées lors d’un stress oxydant, j’ai entrepris d’analyser les
effets de ce stress sur le niveau d’expression et la localisation cellulaire des composants du spliceosome ou des facteurs qui
s’associent pour réguler son activité.
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Abstract

Myotonic distrophy of type 1 (DM1) is a genetic disease characterized by skeletal muscle degeneration associated to
myotonia. DM1 results from the instable expansion of CTG repeats within the 3’ untranslated region of the DMPK gene. The
accumulation of mutated DMPK mRNAs within nuclear foci leads to the sequestration of the MBNL1 splicing factor and
causes splicing misregulation of numerous pre-mRNAs. Among altered events the increase of the inclusion of exon 5 in the
human cardiac troponin T (hcTNT) mRNA is of particular importance, since it contributes to the cardiac symptoms
presented by the patients. Through collaborative work with N. Sergeant’s team from Lille, the team has studied the
molecular bases of hcTNT exon 5 inclusion regulation and mapped 8 MBNL1 binding sites, including 6 new ones, within
intronic regions surrounding exon 5. They also identified positive and negative splicing regulatory elements of which protein
partners remain unidentified. The first objective of my PhD thesis was to test the functional importance of each individual
MBNL1 binding site. The obtained results established that the 6 newly identified MBNL1 binding sites are involved in
splicing regulation by MBNL1 and lead us to propose a new regulation model in which MBNL1 binds on triplets of MBNL1
sites present on each side of exon 5 and form a long distance structure via MBNL1-MBNL1 protein interaction. The
formation of this looping-structure is expected to isolate exon 5 and limit its recognition by the spliceosome. In addition |
searched for protein partners of the identified regulatory elements by affinity chromatography. By this way, | identified
hnRNP H as a positive regulator of exon 5 inclusion. Its capacity to compete with MBNL1 to regulate splicing in cellulo by
binding on exonic and intronic binding sites was further confirmed.

The second part of my PhD work corresponds to the study of the global impact of oxidative stress, generated by exposition
of Hela cells to 500 uM of H,0,, on alternative splicing. This allows us to establish that the response of Hela cells to
oxidative stress involve two distincts phases: an early one (1h-8h) characterized by poor survival rate and high intracellular
ROS content and a late phase (16-24h), associated with a decrease of the intracellular ROS level and the overexpression of
the long non coding sat Il RNAs. Based on this observation, we performed a transcriptome global analysis by using exon
arrays from Affymetrix on RNA samples isolated 1, 2, 4 or 24 hours after the induction of the oxidative stress. We identified
changes of the gene expression level or mRNA splicing pattern specific of each of the response phases. Data computing by
bio-informatic tools identified the most affected cellular processes and functions during the cell response to oxidative
stress. In order to better understand the mechanisms underlying alternative splicing modulation during oxidative stress, |
started to study the impact of oxidative stress on the expression level and the cellular localization of spliceosome
components and most common splicing regulation factors.
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