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Résumé

Les ARN hélicases homologues a boite DEAD DDX5 et DDX17 sont des protéines
< multi-taches >, elles sont impliquées dans de nombreuses étapes de la régulation du
métabolisme des ARNs dont la transcription, I’épissage et la dégradation des ARNs.
Lors de processus biologiques complexes tels que la différenciation myogénique,
les programmes d’expression génique sont profondément modifiés. Durant mon
travail de these, j’ai contribué a montrer que DDX5 et DDX17 sont des protéines
orchestratrices de la différenciation en coordonnant de maniere directe et dynamique
plusieurs niveaux de régulation génique. DDX5 et DDX17 controlent 'activité du
facteur de transcription MyoD, régulateur majeur de la myogénese ainsi que des
microARNs spécifiques du muscle miR-1 et miR-206. Ceux-ci ciblent et régulent
en retour l'expression de DDX5 et DDX17 mettant en place une boucle de rétro-
controle négative induisant la diminution d’expression de ces deux protéines au cours
de la différenciation. Enfin, cette diminution d’expression permet la mise en place
d’un programme d’épissage participant a I’acquisition de phénotypes morphologiques
des cellules différenciées. D’un point de vue mécanistique, il apparait quun sous-
groupe des événements d’épissage régulés durant la différenciation est controlé
par la coopération de DDX5 et DDX17 avec le facteur d’épissage hnRNP H/F.
Cette coopération assure la reconnaissance des sites 5’ d’épissage en amont de
séquence riches en GC. D’autre part, DDX5 a aussi été impliqué dans un contexte
pathologique du muscle. Cette hélicase interagit avec la mutation responsable de la
Dystrophie Myotonique de type 1 (DM1). Durant ma these, j’ai produis des résultats
préliminaires suggérant un role de DDX5 dans la mise en place des défauts d’épissage

observés dans cette pathologie.
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Avant-propos

L’équipe de Didier Auboeuf, dans laquelle j’ai effectué ma these, s’intéresse a
I’épissage alternatif. Cette étape de la maturation des ARNs apparait déterminante
dans le controle de 'expression génique. Il est maintenant admis qu’a la maniere
des programmes transcriptionnels, il existe des programmes d’épissage participant
activement au déroulement de processus biologiques sains mais aussi pathologiques.
Les hélicases ARN sont des protéines multitaches impliquées dans le controle de
toutes les étapes de la régulation génique de la transcription a la traduction en
passant par 1’épissage. L’équipe de Didier Auboeuf s’intéresse tout particulierement
aux hélicases ARN DDX5 et DDX17. Ces deux protéines homologues ont été
essentiellement étudiées dans le cancer car il apparait qu’elles participent a la
progression tumorale. Mais DDX5 et DDX17 ont été aussi démontrées étre des
co-activatrices transcriptionnelles de MyoD), facteur de transcription majeur de la
myogénese. Ayant été impliqué dans d’autres étapes de la régulation des genes et tout
particulierement 1’épissage, un projet visant a déterminer le role a large échelle de
DDX5 et DDX17, notamment dans ’épissage, lors de la différenciation myogénique
a donc logiquement vu le jour au sein de I'équipe.

C’est dans ce contexte que j’ai débuté ma these en bioinformatique. Mon objectif
premier a donc été d’élaborer un systeme d’analyse dédié aux puces ADN <« tout
exon > permettant de connaitre 'impact a large échelle de la déplétion de DDX5 et
DDX17 durant la myogénese de cellules murines de la lignée C2C12.

Les résultats obtenus ont permis de confirmer leur activité co-transcriptionnelle
mais ont aussi mis en valeur leur role de régulateur de 1’épissage et plus
globalement d’< orchestratrices > de différents niveaux de régulation des genes
durant la myogénese. Le projet a donc rapidement pris une tournure plus
< biologique > que < bioinformatique ». J’ai alors été amenée a assurer les
manipulations expérimentales du projet. C’est pourquoi ce manuscrit s’intéressera
plus aux mécanismes moléculaires dans lesquelles sont impliquées DDX5 et DDX17

qu’a la méthodologie bioinformatique mise en place.
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D’autre part, DDX5 a été impliquée dans un contexte musculaire pathologique : la
Dystrophie Myotonique de type 1 (DM1). Celle-ci est caractérisée par de multiples
défauts d’épissage résultant en grande partie de la séquestration du facteur d’épissage
MBNL1 au niveau de la mutation responsable de la maladie. Il a été montré que
DDX5, de par son activité hélicase, aide a la séquestration pathologique de MBNLT.
Il existe des multiples jeux de données de puces < tout exon > réalisées sur des
échantillons de patients. J’ai donc été amenée a les analyser afin d’établir une série
d’événements d’épissage candidats dérégulés dans la pathologie et potentiellement
dépendants de DDX5 et DDX17. Cette partie est néanmoins beaucoup moins
avancée et constitue une étude complémentaire du role de DDX5 qui devra étre
poursuivie.

Mon introduction bibliographique sera donc constituée de quatre chapitres :

— Chapitre 1 : L’épissage. J'y présenterai son importance biologique, ses
aspects moléculaires, sa régulation et I'apport des technologies a haut débit
dans sa compréhension globale.

— Chapitre II : Les ARN hélicases a boite DEAD : DDX5 et DDX17.
J’y présenterai les hélicases a boite DEAD en général puis je me focaliserai
sur les hélicases homologues DDX5 et DDX17 : leur expression, fonctions
moléculaires, roles biologiques et enfin role dans la pathologie.

— Chapitre III : La myogénese. J'y présenterai les différentes étapes et
protagonistes moléculaires permettant la mise en ceuvre de ce processus en
me focalisant en dernier lieu sur 1’épissage.

— Chapitre IV : La Dystrophie Myotonique de type 1. J'y présenterai
les aspects cliniques puis moléculaires de cette pathologie en insistant sur
I'importance de la dérégulation de 1’épissage.

Les résultats de la premiere partie de ma these portant sur le role
< orchestrateur > de DDX5 et DDX17 au cours de la myogénese seront présentés
sous la forme d’une publication actuellement en révision dans Molecular Cell.

Les résultats de la deuxieme partie portant sur le role potentiel de DDX5 et DDX17
dans la DM1 seront présentés sous la forme de résultats complémentaires non soumis

pour publication.
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Enfin mon travail en bioinformatique m’a permis de participer a d’autres projets
de I'équipe qui ont dans certains cas donné lieu a des publications. En annexes,
une courte présentation méthodologique présente le systeme d’analyse mis en place,
suivie par les publications auxquelles j’ai contribué en y précisant a chaque fois

quelle y a été ma contribution.
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I L’épissage

A  Préambule

L’expression génique est constituée d'un ensemble de processus généralement
présentés comme séquentiels : transcription de ’ARN a partir de TADN modele,
maturation, export cytoplasmique, traduction... Ces étapes forment un ensemble
continu, chacune étant liée a la suivante et pouvant I'influencer (Braunschweig et al.,
2013). La maturation de 'ARN est elleeméme découpée en plusieurs sous-étapes :
ajout de la coiffe en 5’, épissage des introns, clivage et ajout de la queue polyA en
3’ pour l'export cytoplasmique.

En particulier, le role de l'épissage apparait comme déterminant. En effet, les
genes eucaryotes présentent une structure morcelée. Schématiquement les séquences
codantes (exons) sont entrecoupées de séquences non codantes (introns). Ces
dernieres peuvent constituer jusqu'a 90% des ARNs non épissés chez 1'humain
(Stamm et al., 2005). L’épissage consiste en l'excision des séquences introniques
et la ligature des exons de I'ARN pré-messager. On distingue 1’épissage dit
< constitutif > (lorsqu’un intron est toujours éliminé et un exon toujours conservé
dans I’ARN messager mature), de 1'épissage dit < alternatif > (lorsqu'un exon ou
portion d’exon peut étre inclus ou exclus de ’ARN mature). A sa découverte dans
les années 1970s, ce mécanisme semblait marginal (Berget et al., 1977; Chow et al.,
1977) mais on estime maintenant que pres de 95% des génes humains subissent
I'épissage alternatif (Pan et al., 2008 ; Barash et al., 2010).

Plus de 90% des geénes humains sont annotés comme multi-exoniques (Cusack
et al., 2011), il est donc possible par épissage alternatif de produire une multitude
d’ARNSs messagers. On estime que plus de 80% des événements d’épissage alternatif
touchent la région codante des ARNs (Modrek and Lee, 2002), ce mécanisme
constitue donc une source de diversité protéique énorme. Mais ce n’est pas son seul
role; par exemple, ’épissage alternatif régule de maniere quantitative ’expression
génique par la production de transcrits non fonctionnels. D’autre part, des défauts
d’épissage ont été observés dans de nombreuses pathologies et des études de plus

en plus nombreuses montrent I'importance fonctionnelle de ces événements dans la
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pathogenese.

B Importance de I’épissage alternatif

En permettant de générer plusieurs transcrits potentiellement fonctionnels a
partir d’'un méme gene, 1’épissage alternatif est la source majeure a l'origine de
la diversité protéomique. Les isoformes produites a partir d’'un méme gene peuvent
varier en activité, localisation ou encore affinité (Izquierdo et al., 2005; Carosella
et al., 2003 ; Miki et al., 1992).

Outre cette régulation qualitative, I’épissage alternatif permet aussi une régulation
quantitative via la voie du NMD (Nonsens-Mediated mRNA decay). En effet,
I'épissage peut générer l'apparition d'un codon de terminaison prématuré
(Rebbapragada and Lykke-Andersen, 2009). Ce transcrit non fonctionnel sera alors
dégradé par la machinerie NMD aboutissant en une baisse de ’expression protéique.
I est intéressant de noter que ce mécanisme permet notamment ’auto-régulation de
nombreux facteurs d’épissage (Cline, 1984 ; Damianov and Black, 2010, Dembowski
and Grabowski, 2009 ; Gates et al., 2011).

De plus en plus d’études montrent que des < switch > d’épissage peuvent étre des
événements majeurs dans le controle du devenir cellulaire. En effet, un nombre
limité d’exons régulés peut suffire a agir sur des programmes entiers de régulation,
en modifiant uniquement un domaine conférant au facteur une activité particuliere
(remodelage de la chromatine, activité de transcription...) (Gabut et al., 2011;
Theodorou et al., 2009). La Figure 1 donne deux exemples de < switch » d’épissage

clés lors de processus de différenciation.
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FIGURE 1: Des < switch > d’épissage contrélent l’activité de facteurs clés
durant la différenciation cellulaire. (A) CSE : Cellule Souche Embryonnaire.
Des isoformes spécifiques des cellules souches embryonnaires des facteurs de
transcription FOXP1 et Sallj induisent [’expression de genes de la pluripotence
tout en réprimant ceuxr de la différenciation. A linverse, des isoformes de ces
facteurs qui activent les génes de la différenciation sont cette fois exprimées dans
les cellules différenciées (Gabut et al., 2011). (B) CPN : Cellule Progénitrice
Neuronale. Durant la différenciation neuronale, l’épissage alternatif du facteur de
transcription inhibiteur REST produit une isoforme non fonctionnelle pemettant aux
genes neuronaux de s’exprimer. Un autre facteur de transcription négatif Oct2 subit
aussi un €pissage alternatif le rendant cette fois activateur des génes neuronaux

durant la différenciation (Raj et al., 2011). (Adapté de Irimia and Blencowe, 2012).

Ainsi, durant la différenciation de cellules souches embryonnaires, un
< switch > d’épissage du facteur de transcription FOXP1 modifie son motif
d’interaction a ’ADN. Dans les cellules souches embryonnaires, le motif généré par
épissage permet 'activation transcriptionnelle de facteurs clés de la pluripotence tels
que OCT4 et NANOG, tout en réprimant également les genes de la différenciation.

A T'inverse, dans les cellules différenciées, le motif d’interaction a ’ADN alternatif
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permet 'activation des genes de la différenciation (Figure 1A) (Gabut et al.,
2011). On trouve d’autres exemples d’épissage impactant 1’activité transcriptionnelle
de facteurs régulateurs clés dans divers processus de différenciation, notamment
durant la neurogénese (Figure 1B (Raj et al., 2011). Les facteurs impactés par
épissage alternatif sont cette fois-ci les facteurs de transcription REST et Oct-2. Les
modifications d’activité qui en résultent controlent les programmes transcriptionnels

responsables de la différenciation neuronale.

C Meécanisme de la réaction d’épissage
1 Sites de reconnaissance des exons et introns

Afin d’assurer la production d’ARNs messagers matures fonctionnels, le
mécanisme d’épissage se doit d’étre extrémement spécifique et fidele. Pour se faire,
la reconnaissance des exons et des introns nécessite un ensemble de séquences
caractéristiques : le site 5’ d’épissage correspondant a la jonction exon-intron (aussi
appelé site donneur), le site de branchement situé dans I'intron, une séquence riche
en pyrimidines situé juste en amont du site 3’ d’épissage correspondant a la jonction

intron-exon (ou site accepteur) (Figure 2).

A Site de B

Site 5' branchement Site 3'

= I N r N
3' fort ...tttccttaca '

FIGURE 2: Sites de reconnaissance des introns et exons. (A) Séquences
consensus du site 5’ d’épissage, du site de branchement et du site 3’ d’épissage.
En orange : les nucléotides tres conservés et caractéristiques des séquences. (B)
Exemples de deux sites 3’ d’épissage : ['un fort, l’autre faible. En gras : les nucléotides

non consensus affaiblissant le site 3’ (Adapté de Srebrow and Kornblihtt, 2006).

30



I. L’EPISSAGE 1. INTRODUCTION

2 Réaction d’épissage

La réaction d’épissage abouti a la ligature de deux exons adjacents et a la
libération de I'intron intermédiaire sous la forme d’une structure en < lasso ». Elle
consiste en deux étapes de trans-estérification (Figure 3).

Lors de la premiere réaction, le groupement 2-OH de l’adénosine du site de
branchement attaque la liaison phosphodiester de la jonction exon-intron en 5’. Ceci
aboutit a la formation d’un exon libre en 5’ et d’un intron formant une structure en
lasso contenant I’exon en 3’. Lors de la deuxieme réaction, c’est le groupement 3’-OH
de I'exon libre en 5’ qui attaque la liaison phosphodiester de la jonction intron-exon
de l'exon en 3’. Les produits de ces deux réactions sont deux exons ligaturés et
un intron cyclisé au niveau de I’adénosine du site de branchement (Sperling et al.,
2008). Celui-ci sera, par la suite, pris en charge par des nucléases afin d’étre recyclé

(Brow, 2002).
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FIGURE 3: Réaction d’épissage. La réaction d’épissage consiste en deux réactions
de trans-estérification. La premiere libere l'exon en 5°, cyclise ['intron toujours

rattaché a lexon en 3’. La deuxiéme lie les deux exons et libere lintron en lasso.

(Sperling et al., 2008).
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3 Assemblage du spliceosome

Certains introns ne nécessitent pas d’autres éléments pour catalyser leur propre
épissage (ribozymes) : ce sont les introns de groupe 1 et 2 (Haugen et al., 2005 ; Pyle
et al., 2007). Par exemple, les ARNs pré-ribosomiques ou de transfert appartiennent
a cette catégorie. Ce n’est cependant pas le cas de la plupart des ARNs pré-messagers
transcris par 'ARN polymérase II. Ceux-ci nécessitent 'intervention d’un large
complexe ribonucléoprotéique : le spliceosome.

Le spliceosome est un complexe dynamique faisant intervenir de maniere séquentielle
différents éléments structuraux et enzymatiques au cours de la réaction d’épissage.
Ce complexe implique notamment a minima cing snRNPs (small nuclear
RiboNucleoProtein) : Ul, U2, U4, U5 et U6 (U4 et U6 formant une méme entité
U4/U6). Une snRNP est formée d'un ARN (de 100 & 200 nucléotides de longueur)
recouvert de protéines dont le nombre varie d'un type de snRNP a lautre (de
quelques protéines a plusieurs dizaines). On estime que plus de 200 protéines sont
associées au spliceosome humain (Hegele et al., 2012). Parmi celles-ci, pres de 140
font partie du < core spliceosome >, elles sont considérées comme des éléments
centraux du complexe, interagissant spécifiquement avec les snRNPs.

Les snRNPs sont recrutées au niveau des séquences précédemment décrites. En soit,
elles n’ont pas de role catalytique mais ont un role structural puisqu’elles permettent
le repliement de ’ARN pré-messager rendant possible les deux réactions de trans-
estérifications du mécanisme d’épissage (Hoskins and Moore, 2012).

Brievement, la réaction d’épissage réalisée par le spliceosome se produit en
plusieurs étapes par une succession dynamique de < complexes spliceosomaux
> intermédiaires. La premiere snRNP a se fixer est Ul qui interagit avec le site
5, puis les protéines BBP (Branchpoint Bridging Point) et Mud2 au point de
branchement. Ce premier complexe constitue le splicesome précoce (aussi appelé
complexe E). U2 vient alors déplacer BBP/Mud2 au point de branchement, ce
qui constitue le complexe A. Puis U4/U6 associé a U5 viennent se fixer entre Ul
et U2 formant le complexe B. Des changements de conformation importants de
Iappariement des snRNAs et du pré-messager provoquent la libération des Ul et

U4 formant le complexe Bact puis I'association du complexe Prp19 et la dissociation
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de protéines associées a U2 (SF3) mene a la formation du complexe B*. Celui-ci
permet de former le complexe actif du spliceosome, capable de catalyser la réaction
d’épissage : le complexe C. Apres clivage du site 5’ (premiere réaction de trans-
estérification), on obtient le complexe C1 qui change de nouveau de conformation
pour former le complexe C2 qui effectue la deuxieme réaction de trans-estérification.
Les exons ligaturés sont alors relargués, 'intron sous forme de lasso dégradé et le

spliceosome dissocié (Figure 4) (Hoskins and Moore, 2012).

Sub2
Prps A
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Complexe du
produit épisse

2&éme réaction de
trans-estérification

c2
lere réaction de
| trans-estérification

FiGURE 4: Assemblage dynamique du splicecosome durant la réaction
d’épissage. Les différents complexes spliccosomaux sont indiqués par les lettres
correspondantes (E, A, B, etc). 19 : complexe Prp19. En gris : dissociation de
protéines. En rouge : hélicases ATPases DExD/H-box. Entouré en bleu : les deux
étapes de trans-estérifications. Double fleche : étapes réversibles. Fleche simple :

étapes irréversibles. (Adapté de Hoskins and Moore, 2012).

Des études a la fois in vitro et in vivo ont été réalisées afin d’étudier chacun
des complexes spliceosomaux. Elles ont pu mettre en évidence la réversibilité de

la plupart des transitions, ce qui laisse penser que la réaction d’épissage peut étre
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régulée a chaque étape de la formation du spliceosome (Hoskins et al., 2011).
Chacune des phases d’association ou dissociation d’une snRNP implique une
hydrolyse d’ATP. L’énergie produite par cette réaction est nécessaire aux
réarrangements structuraux qui aboutissent a la formation du site catalytique actif
du spliceosome.

Parmi les nombreuses protéines enzymatiques qui gravitent autour du spliceosome en
rendant possible les réarrangements ARN-ARN, ARN-protéine et protéine-protéine,
on distingue des ARN hélicases (Figure 4).

Huit hélicases DExD/H participent a la formation du spliceosome, parmi celles-ci
trois appartiennent a la famille & boite DEAD, quatre a la famille & boite DEAH
et une a la famille Ski2-like (Will and Lithrmann, 2011) (Figure 5). Les hélicases a
boite DEAD ne sont requises que durant ’étape d’assemblage du spliceosome alors
que les autres hélicases participent a l’activation, au remodelage et au recyclage du

spliceosome catalytique (Figure 5).
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FiGURE 5: Hélicases ARN durant la réaction d’épissage. Les hélicases ARN
facilitent les transitions conformationnelles lors de 'assemblage et 'activation du
spliceosome (en haut), de la catalyse (miliew) et du relarguage des produits ainsi que
du recyclage des snRNPs (en bas). Les hélicases impliquées appartiennent a trois
famille : a boite DEAD (en wviolet), a boite DEAH (en jaune) et Ski2-like (en bleu)
(Adapté de Cordin et al., 2012).

D Epissage alternatif et régulation
1 L’épissage alternatif

A la différence des exons constitutifs qui sont toujours conservés dans les
ARNs messagers matures, certains exons (ou portions d’exons) ne sont pas
systématiquement épissés et conservés dans ’ARNm mature. L’épissage alternatif
est le processus selon lequel un gene peut produire différents ARNm matures en
fonction des combinaisons d’exons (ou portion d’exons) possibles.

Il existe plusieurs types d’épissages alternatifs (Figure 6). L'évenement « élémentaire
> le plus courant est le saut d’exon : l'exon est soit inclus soit exclu de
PARN mature. Il a été estimé que plus de la moitié des événements d’épissage
alternatif correspondent a des sauts d’exons (Sammeth et al., 2008). Deux exons
consécutifs sont dits mutuellement exclusifs si I'un est toujours exclu dans ’ARNm
lorsque l'autre est inclus et réciproquement. Deux autres évenements d’épissage
alternatif correspondent a la sélection différentielle de sites d’épissage respectivement
accepteur (en 3’) et donneur (en 5). En fonction du site d’épissage sélectionné, une
partie de I'exon pourra étre incluse ou exclue de ’ARNm. La rétention d’intron
correspond a 'inclusion d’un intron dans ’ARNm. La délétion est I’épissage interne
a un exon. Une délétion peut étre considérée comme un intron rarement épissé et

un intron-rétention a une région exonique rarement incluse.
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FIGURE 6: Différents type d’épissage alternatif. En rose : exon (ou portion
d’exon) alternativement inclus(e) dans UARN messager mature. (Adapté de Irimia

and Blencowe, 2012).

En plus de ces événements d’épissage, I'utilisation de promoteurs et polyA alternatifs
entraine la synthese ’ARNm ayant des extrémités 5" et 3’ différentes. Ceci peut
imposer le choix de 1’épissage réalisé.

Des analyses bioinformatiques ont montré que les exons constitutifs et alternatifs
ne partagent pas les mémes caractéristiques (Figure 7) (Kim et al., 2008). En effet,
les exons alternatifs apparaissent étre significativement plus courts que les exons
constitutifs et etre flanqués par des introns plus longs. Ceci est susceptible de rendre
les exons alternatifs moins facilement reconnus par la machinerie d’épissage. D’autre
part, la force de leurs sites d’épissage (a la fois 3” et 57) est statistiquement plus faible,
ceci conforte 1'idée que les exons alternatifs sont des exons < sous-optimaux > pour
étre épissés.

De maniere plus surprenante, la séquence des exons alternatifs et de leurs introns
flanquants est nettement plus conservée entre especes que dans le cas des exons
constitutifs (Figure 7, ici : entre homme et souris, Kim et al., 2008). Ceci met en
évidence I'importance majeure d’autres séquences régulatrices dites séquences < cis
> dans la reconnaissance des exons, en particulier alternatifs. Celles-ci facilitent ou,
au contraire, empéchent I'inclusion/exclusion de ’exon par la machinerie d’épissage

(mécanisme décrit en détails dans la sous-partie suivante).
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Ficure 7: Caractéristiques différant entre exons constitutifs et
alternatifs chez l’homme. (A) Exons constitutifs. (B) Exons alternatifs. Seuls
les exons conservés entre [’homme et la souris ont été analysés. Les caractéristiques
sutvantes ont €té analysées : longueur de [’exon, force des sites d’épissage,
conservation des séquences réqulatrices exoniques (ESR), pourcentage d’identité
entre homme et souris, longueurs des introns flanquants et leur conservation entre

homme et souris, et fraction d’exons symétriques. (Adapté de Kim et al., 2008)

D’autre part, il est intéressant de noter que la proportion d’exons symétriques (dont
le nombre de nucléotides est un multiple de trois et dont I'inclusion ou I’exclusion
ne change pas le cadre de lecture) est nettement supérieure dans le cas des exons
alternatifs. Dans la plupart des cas, ceux-ci ne seront donc pas a l'origine d’un codon

stop prématuré aboutissant a la production de transcrits non fonctionnels.

2 Régulation de I’épissage

a Les éléments cis-régulateurs

Comme précédemment décrit, les exons peuvent présenter des sites d’épissages tres

dégénérés (en particulier dans le cas des exons alternatifs), rendant leurs sites
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faiblement reconnus par la machinerie d’épissage. D’autre part, on sait qu’il existe un
tres grand nombre de pseudo-exons dans le génome humain : ceux-ci sont définis par
des sites d’épissage potentiels plus ou moins dégénérés mais qui ne définissent pas un
exon reconnu par le spliceosome (Sun and Chasin, 2000). Leur nombre dépasserait
méme celui des vrais exons (Zhang et al., 2005). La force des sites d’épissage ne
suffit donc pas a déterminer si un exon sera reconnu ou non par le spliceosome.

Les éléments < cis > sont de courtes séquences auxiliaires (de 5 a 10 nucléotides)
conservées et dégénérées présentes au sein de I'exon ou dans ses introns flanquants.
Elles sont capables de favoriser ou au contraire inhiber le recrutement du
spliceosome. Ces séquences régulatrices sont nommées en fonction de leur position et
de leur activité : les séquences activatrices sont les ESE (Exonic Splicing Enhancer)
et ISE (Intronic Splicing Enhancer), les séquences inhibitrices sont les ESS (Exonic
Splicing Silencer) et ISS (Intronic Splicing Silencer) (Figure 8). Différents types de
séquences peuvent étre présentes dans l’environnement d’'un méme exon, on peut

aussi observer de multiples occurrences d'une méme séquence.

FIGURE 8: Séquences cis-régulatrices de l’épissage. Les séquences ci-
réqulatrices sont nommées en fonction de leur position et actiwvité. (Matlin et al.,

2005)

Ces éléments sont particulierement importants pour discriminer les vrais exons des

pseudos-exons, les sites d’épissage compétitifs ou encore reconnaitre les exons faibles.
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b Les protéines trans-régulatrices SRs et hnRNPs

Les séquences cis-régulatrices permettent le recrutement de protéines régulatrices
appelées facteurs < trans » qui vont réguler 'épissage. Deux familles majeures se
dégagent : la famille des protéines SRs et celle des protéines hnRNPs.

Pendant longtemps, les protéines SRs ont été considérées comme des protéines
exclusivement activatrices de I'épissage. Montrées nécessaires a la fois a 1’épissage
constitutif et alternatif (Schaal and Maniatis, 1999), elles possedent un domaine
RS (Serine-Arginine) qui a donné son nom a la famille. Elles fixent les séquences
cis-régulatrices via leur motif RRM de fixation a 'ARN (Kohtz1994) (Figure 9).
On estime que leur mécanisme d’action est essentiellement la reconnaissance des
sites d’épissage : de la snRNP Ul au niveau du site 5, et du complexe U2AF et
de la snRNP U2 au niveau du site 3’ d’épissage (Graveley, 2000) (Figure 9). C’est
pourquoi, de tres nombreuses montrent études attribue un role activateur a ces
protéines, bien que 'on sache maintenant qu’il ne s’agit pas d’une regle générale
(Pandit2013).

A Tinverse, les protéines hnRNPs ont longtemps été considérées comme inhibitrices
de 'épissage a la fois d’exons constitutifs et alternatifs (Wang2008). Cette famille
de protéines est tres hétérogene et a été impliquée dans de nombreuses fonctions
biologiques en plus de ’épissage (transcription, stabilité, traduction...). Elles se
fixent aux éléments cis-régulateurs de I’ARN via leur motif RRM (pour certaines,
il s’agit d’'un motif KH) et on estime que la plupart du temps, elles empéchent par
encombrement stérique U'intervention de la machinerie d’épissage (Figure 9). Celui-ci
est réalisé par oligomérisation le longs des séquences introniques et exoniques (Zhu
et al., 2001) ou encore blocage du recrutement de snRNPs (Tange et al., 2001 ; House
and Lynch, 2006). Cependant de plus en plus d’études montrent que les hnRNPs
peuvent aussi favoriser I'inclusion d’exons dans certains contextes (Witten and Ule,
2011 ; Huelga et al., 2012).

L'une des protéines hnRNPs la plus étudiée est PTB (ou hnRNP 1) qui interagit
avec la séquence riche en pyrimidines en amont du site 3’ d’épissage bloquant ainsi

l'acces au complexe U2AF (Sauliere et al., 2006).
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FIGURE 9: Séquences et facteurs de régulation de l’épissage. Les deux
principales familles de régulateurs de [’épissage sont représentées : les protéines
SR (en rose) et les protéines hnRNP (en bleu). Leur activité est représentée selon le
modele communément établi. En vert : les composants du spliceosome. (Kornblihtt

et al., 2013)

Si pendant longtemps, les protéines SRs et hnRNPs ont été considérés comme
ayant une seule activité de régulation de 1'épissage (respectivement activatrice ou
inhibitrice) ; de nouvelles études, notamment a large échelle, montrent qu’en réalité
c’est la position a laquelle les protéines sont recrutées (par rapport a l’exon) qui
détermine leur activité.

Une liste non exhaustive des protéines SRs et hnRNPs est présentée Tableau 1.
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Nom Autres Noms Domaines Protéiques | Sites de liaison | Génes cibles
SRSF1 Sfrs1, ASF, SF2 RRM, RS RGAAGAAC HipK3, CaMKil3, HIV RNAs
SRSF2 Sfrs2, SC35 RRM, RS UGCUGUU AChE

w | SRSF3 Sfrs3, X16, SRp20 RRM, RS Gcuccucuuc SRp20, CT/CGRP

% SRSF4 Sfrs4, SRp75 RRM, RS GAAGGA FN1, E1A, CD45

§ SRSF5 Sfrs5, HRS, SRp40 RRM, RS AGGAGAAGGGA | HipK3, PKCp-II, Fibronectin

‘.g SRSF6 Sfrs6, SRp55 RRM, RS GGCAGCACCUG | cTnT, CD44

=

o | SRSF7 Sfrs7, 9G8 RRM, RS, C2HC Znf (GAC)n Tau, GnRH, 9G8
SRSF8 Sfrs8, SWAP RS, SWAP ND SWAP, CD45, Tau
SRSF9 Sfrs9, SRp30c RRM, RS CUGGAUU Glucocorticoid receptor
hnRNP A1 Hnrmpa1 RRM, RGG UAGGGA/U HipK3, SMN2, c-H-ras
hnRNP A2/B1 | Hnrnpa2b1, Hnmpa2 | RRM, RGG (UUAGGG)n 4.1R, HIV Tat, IKBKAP

§ hnRNP C Hnrnpc, Hnrmpei/c2 | RRM U-rich g-amyloid receptor

né hnRNP F Hnrpf RRM, RGG, GY GGGA, G-rich PLP, c-SRC, Bel-x

; hnRNP G Rbmxrt, Hnrnpg RRM, RGG, SRGY AAGU SMN2, o-tropomyosin

\% hnRNP H Hnrph1 RRM, RGG, GYR, GY GGGA, G-rich PLP, HIV tat, Bcl-x

© | hnBNP L Hnrnpl RRM C/A-rich eNOS, CD45

& PTB Ptbp1, Hnrpi RRM UCUU, CUCUCU | nPTB, c-SRC, Fas, cTNT, CGRP, NMDA, CLBC, hnRNP|
nPTB Ptbp2, brPTB RRM cucucu ¢-SRC, GlyRa2

TABLE 1: Liste non exhaustive des protéines SRs et hnRNPs régulatrices
de l’épissage chez les mammaféres. Les domaines de fixation a I’ARN, les sites
consensus d’interaction, ainsi que des cibles réqulées par ces facteurs sont indiqués

(Adapté de Gabut et al., 2008 d’aprés Manley and Krainer, 2010).

c Autres protéines trans-régulatrices

Si les protéines SRs et hnRNPs sont les plus connues, il existe une multitude d’autres
facteurs régulant ’épissage. En particulier, les facteurs de régulation tissu-spécifiques
tel que NOVA (Jelen et al., 2007), ESRP (Warzecha et al., 2009) ou FOX (Lee et al.,
2009) assurent la mise en place d’événements d’épissage tissu-spécifiques. Une liste

non exhaustive de ces facteurs est présenté Tableau 2.
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Nom Autres Noms Domaines Protéiques | Sites de liaison | Génes cibles

RBFOX1 A2bp1, Foxi RRM (U)GCAUG NMHC-B, CGRP, F1y

RBFOX2 Rbm9, Fox2 RRM (U)GCAUG NMHC-B, 4.1R, FGFR2

CELF Cugbp1, Brunol2 RRM U/G-rich cTNT, Insulin Receptor

CUGBP2 ETR-3, Brunol3 RRM U/G-rich cTnT, Tau, Cox-2

CELF4 Brunol4 RRM U/G-rich Mtmri1, cTnT

ELAVL4 HuD RRM U-rich lkaros, CGRP, AChE
" NOVA1 Nova-1 KH YCAY GlyRa2, GABAa
§ NOVA2 Nova-2 KH YCAY JNK, GIRK, neogenin
g | TIA1 mTial RRM U-rich MYPTA, Fas, CGRP, FGFR2, TIAR, IL-8, VEGF
E TIALA TIAR RRM U-rich TIA1, CGRP, TIAR
‘E MNBL1 Mbnl C3H1 Znf YGCUU/G)Y cTnT, Insulin receptor, Clcn1, Tnnt3
< KHDRBS3 | T-STAR, SIm-2 KH UAAA CD44, VEGF-A

QKI Qk, Quaking KH ACUAAY...JUAAY | MAG, PLP

SFPQ PSF RRM ND CD45, CoAA

RBM17 SPF45 RRM, G patch ND Sxl, Fas

RBM4 Rbm4a, Lark RRM, C2HC Znf C/U-rich MAPT, a-tropomyosin, Tau

SF3B1 SAP155, SF3b155 RRM, HEAT ND Bel-x

KHDRBS1 Sam68 KH A/U-rich Bcl-x

TABLE 2: Liste non exhaustive des protéines auxiliaires régulatrices de
l’épissage chez les mammiferes. Les domaines de fization a I’ARN, les sites
consensus d’interaction ainsi que des cibles régulées par ces facteurs sont indiqués

(Adapté de Gabut et al., 2008).

Par exemple, le facteur PTB est exprimé dans les précurseurs de neurones mais son
expression diminue au cours de la différenciation au profit de nPTB. Ce « switch
> d’expression controle la mise en place d’un programme d’épissage spécifique au
stade de différenciation dans les neurones (Coutinho-Mansfield et al., 2007).

Outre le facteur d’épissage impliqué, le positionnement de celui-ci par rapport a
I'exon régulé apparait déterminant (Wang et al., 2012b). D’autre part, on trouve
tres fréquemment la présence de sites de fixation pour différents facteurs d’épissage
dans 'environnement d’un exon alternatif. Son épissage est donc la résultante des
effets combinatoires ou compétitifs des facteurs activateurs et répresseurs (Chabot,

1996, Crawford and Patton, 2006, Sureau et al., 2011).

L’épissage alternatif apparait étre le fruit de multiples mécanismes pouvant tant

étre synergiques que concurrents. Il dépend a la fois de la présence de séquences
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régulatrices, de leur positionnement et du taux d’expression des facteurs régulateurs
correspondants.

Limiter I'épissage a la combinatoire des éléments cités ci-dessus est cependant
erroné. On sait maintenant que 1’épissage est couplé a d’autres niveaux de régulation
totalement indépendants de la séquence en nucléotides ou de I’expression des facteurs
régulateurs. Il est nécessaire de prendre en compte chacun de ces nouveaux éléments
afin de comprendre dans sa globalité la complexité de régulation de 1'épissage

alternatif.

d Couplage a la transcription

Pendant longtemps la transcription et 1'épissage ont été considérés comme deux
événements indépendants et séquentiels. Cependant de nombreuses études montrent
que les trois étapes de maturation de 'ARN (ajout de la coiffe, épissage et ajout de
la queue polyA) surviennent de manieére co-transcriptionelle et que ces mécanismes
sont couplés. En particulier en ce qui concerne 1’épissage, des ARNs épissés matures,
des composants du spliceosome et des facteurs d’épissage ont ainsi été retrouvés dans
les fractions chromatiniennes avant leur relarguage dans le nucléoplasme (Listerman
et al., 2006; Pandya-Jones and Black, 2009; Tilgner et al., 2012). Néanmoins
si I’épissage constitutif semble étre exclusivement co-transcriptionnel, 1’épissage
alternatif ne l'est pas toujours (Vargas et al., 2011).

Actuellement, I'influence de la transcription sur I'épissage est expliquée par deux
mécanismes non mutuellement exclusifs. Le premier est le recrutement par la
machinerie transcriptionnelle de facteurs impliqués dans l'épissage. En effet, le
domaine CTD de ’ARN polymérase II peut s’associer et aider au recrutement
de nombreux facteurs d’épissage (de la Mata and Kornblihtt, 2006; Das et al.,
2007; Munoz et al., 2010) (Figure 10A). Cette interaction peut aussi se produire
via un intermédiaire : le complexe Médiateur qui interagit avec la machinerie de
transcription a été montré comme interagissant avec le facteur d’épissage hnRNP L

(Huang et al., 2012) (Figure 10B).
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FIGURE 10: Recrutement de facteurs d’épissage par la machinerie
transcriptionnelle. (A) Le domaine CTD de I’ARN polymérase II est nécessaire
au recrutement du facteur d’épisssage SRSF3 induisant une exclusion d’exon. (B)
Le complexe Médiateur s’associe a des facteurs de transcription générauz (GTFs) et
spécifiques (TFs) mais peut aussi s’associer au facteur d’épissage négatif hnRNPL

induisant une exclusion d’exzon (Adapté de Kornblihtt et al., 2013)

Le deuxieme mécanisme expliquant 'influence de la transcription sur 1’épissage est
la cinétique d’élongation de 'ARN polymérase II. En effet, le fait de favoriser les
pauses de la polymérase II ou de diminuer sa vitesse d’élongation (par exemple
par traitement de drogue) est associé avec une augmentation du taux d’inclusion
d’exons (Nogués et al., 2003, Ip et al., 2011). On estime que la fenétre de temps au
cours de laquelle un exon < faible » peut recruter le spliceosome pour entrainer son
inclusion est ainsi augmentée. A I'inverse, une vitesse d’élongation plus importante
a été associée a l'exclusion d’exons (Nogues et al., 2002) (Figure 11A).

Cependant dans certains contextes particuliers, une faible vitesse d’élongation
apparait au contraire favoriser 'exclusion d’exons (Ip et al., 2011 ; Dutertre et al.,
2010). En effet, des facteurs d’épissage inhibiteurs ont alors le temps de se lier a
I’ARN nouvellement synthétisé (Figure 11B) et entrainent ’exclusion de I'exon du

transcrit mature.
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Elangation lente
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FiGURE 11: Influence de la vitesse d’élongation de ’ARN polymérase
IT sur Uépissage alternatif. (A) Une wvitesse d’élongation rapide de ’ARN
polymérase II entraine la reconnaissance des sites d’épissage forts au détriment des
faibles entrainant une exclusion de l’exon faible (gauche). Au contraire, une vitesse
réduite permet au spliceosome de reconnaitre les deux exons. (B) Dans le cas de deux
exons consécutifs forts, une vitesse d’élongation rapide favorise la reconnaissance des
deux exons (gauche) alors qu’une vitesse faible permet a des facteurs inhibiteurs (FI)
des se fixer entrainant une exclusion d’exon (droite). (Adapté de Kornblihtt et al.,

2013).

Si influence de la transcription sur I’épissage est bien établie, il est intéressant
de noter que de récentes études montrent qu’elle est réciproque et que 1'épissage
influence aussi directement la transcription (Lin et al.; 2008; Feng et al., 2012;

Mercer and Mattick, 2013).

e Influence de la structure chromatinienne

La structure de la chromatine apparait étre aussi un élément clé dans la régulation
de 'épissage alternatif (All6 et al., 2010; Luco et al., 2011). En particulier, deux
éléments ont été identifiés : les modifications d’histones et le positionnement des
nucléosomes.

Premierement, les modifications post-traductionnelles d’histones peuvent étre
divisées en deux catégories : celles associées a une transcription active et celles
associées a une inhibition de transcription. Par exemple, 'exon 18 du gene NCAM
est soumis a ce type de régulation dans les cellules neuronales. La dépolarisation
membranaire entraine l'acétylation de la Lys9 de I'histone 3 (H3K9ac), marque
épigénétique qui promeut un état ouvert de la chromatine et, donc, facilite
I’élongation de la polymérase II. En conséquence on observe une exclusion de
I'exon. A linverse, lors de la différenciation neuronale, les marques H3K9m2 et

H3K9m3 (respectivement double et tri-méthylations de la méme lysine) induisent
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une inhibition d’élongation et une inclusion d’exon (Schor et al., 2009) (Figure 12A).
D’autre part, les modifications d’histones ont été impliquées dans la régulation de
I’épissage via recrutement de facteurs d’épissage. Par exemple, la marque H3K36m3
a été identifiée comme interagissant avec une protéine adaptatrice qui a son tour
s’associe avec le facteur d’épissage PTB (Luco et al., 2010) (Figure 12B) ou encore

SRSF1 (Pradeepa et al., 2012).

A NCAM B FGFR2

Dépolarigation Différenciation . Cellules Cellules
neuronale neuronale mesenchymateuses épithéliales

H3K%ac HSK‘Jnu - HiK3ome3 H3K4me3

DI IN B

MRG15

Riplde Lente

Splicecsome”

/’/

FIGURE 12: Deuxr mécanismes par lesquels les modifications d’histones
influence l’épissage alternatif. (A) Exemple de linfluence des modifications
d’histones sur la vitesse d’élongation de la polymérase II dans les cellules neuronales.
(B) Exemple de recrutement de facteur d’épissage par des modifications d’histones

dans les cellules mésenchymateuses (Adapté de Kornblihtt et al., 2013).

Deuxiemement, de récentes études ont montré que les nucléosomes sont
préférentiellement positionnés au niveau des exons (Spies et al., 2009 ; Tilgner et al.,
2009). La longueur de la séquence d’ADN compactée au niveau d’un nucléosome est
en moyenne de 150 nucléotides, ce qui correspond a la longueur moyenne d’un exon.
On estime que ce fait est a l'origine de pauses par ’ARN polymérase 11 au début
des exons laissant ainsi a la machinerie d’épissage le temps de reconnaitre le site 3’
d’épissage. De maniere intéressante, ce positionnement particulier des nucléosomes
est significativement plus observé au niveau des exons alternatifs que constitutifs.

D’autre part, des études de < molécule unique > de ’ARN polymérase II ont montré
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que sa vitesse d’élongation n’est pas constante et que les nucléosomes constituent

des ralentisseurs pour I'enzyme (Hodges et al., 2009).

f Influence des structures secondaires

Les molécules d’ARN peuvent adopter de nombreuses conformations grace aux
appariements intramoléculaires. On estime que la plupart des ARNs possedent
seulement des structures secondaires locales (Graveley et al., 1998). Celles-ci peuvent
avoir un impact sur ’épissage. Elles peuvent, par exemple, empécher I'assemblage
du spliceosome et donc inhiber ’épissage d'un exon ou, au contraire, promouvoir
I'inclusion d’'un exon en masquant un site répresseur voire en rapprochant des

séquences régulatrices (Jin et al., 2011) (Figure 13).

Bl e -

Suppression de site d'épissage Occultation/exposition d'éléments Rapprochement d'éléments
cis-régulateurs cis-régulateurs
Mécanisme de "Looping-out" Compétition entre structures secondaires

FiGURE 13: Impact des structures secondaires sur l’épissage alternatif.
(A) Suppression de site d’épissage. (B) Masquage/exposition d’éléments de
régulation cis. (C) Rapprochement d’éléments de régqulation cis. (D) Mécanisme
de < Looping-out > : des interactions inter-introniques font sortir I’exon entrainant

son exclusion. (E) Compétition entre structures secondaires (Adapté de Jin et al.,

2011).

Sans étre un mécanisme tres étudié, l'influence des structures secondaires sur

I’épissage alternatif ne semble pas marginale. On trouve dans la littérature plusieurs
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exemples de ce type de régulation (Tableau 3).

Meécanisme Exemples de geénes cibles | Références
Estes et al., 1992;
A | Suppression de site d’épissage GH, Tau, SMN1 et SMN2 Donahue et al., 2006 ;

Singh et al., 2007

Warf et al.,, 2009;
B | Masquage/exposition d’éléments de régulation cis | ¢Tnt, SMN1 et SMN2 Miyaso et al., 2003;
Liu et al., 2010

Baraniak et al., 2003
Muh et al.,

C | Rapprochement d’éléments de régulation cis FGFR2
2002; Kreahling and
Graveley, 2005
D | Mécanisme de < looping loop > FGF-R1 Miriami et al., 2003
E | Compétition entre structures secondaires FGF-R1 Miriami et al., 2003

TABLE 3: Evénements d’épissage impactés par les structures secondaires

de VARN chez humain. (Adapté de Jin et al., 2011).

Dans ce contexte, les ARN hélicases apparaissent particulierement intéressantes.
Il s’agit de protéines possédant une activité enzymatique leur permettant de
modifier les structures secondaires de ’ARN. Plusieurs hélicases interviennent dans
la réaction d’épissage et il a été montré qu’elles peuvent jouer un role dans la
régulation de l'épissage alternatif (Honig et al., 2002; Camats et al., 2008; Kar
et al., 2011).

E Analyse a large échelle et émergence du <« code de
I’épissage >

Les technologies a haut débit développées ces dernieres années ont permis
I'analyse a large échelle de 1'épissage alternatif. Les puces a exons ou le
séquencage massif facilitent une analyse globale des événements régulés dans divers
contextes biologiques (stade de différenciation, de développement, pathologiques, de
traitements, de déplétions de facteurs. ..). Ces techniques permettent ainsi de définir

de facon de plus en plus fiable le profil d’épissage alternatif dans des conditions
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physiologiques comme pathologiques (Hallegger et al., 2010).

D’autre part, les séquences régulées ont ainsi pu étre analysées afin d’en dégager des
enrichissements de motifs (de sites d’épissage plus ou moins forts, de potentielles
séquences régulatrices...); et, plus globalement, les combinaisons d’éléments cis
permettant de discriminer et controler épissage constitutif et alternatif (Blencowe
et al., 2009).

Parallelement le développement de technologies permettant d’identifier les
interactions entre protéines et ARN a considérablement complété notre connaissance
de I'épissage. Ces méthodes, telles que le CLIP-seq ou sa variation le PAR-CLIP,
permettent d’identifier précisément l'interaction directe des protéines susceptibles
de réguler 'épissage (Darnell, 2010). C’est notamment de cette maniere que 1'on
sait aujourd’hui que les protéines hnRNP ou SR, pendant longtemps considérées
uniquement respectivement inhibitrices ou activatrices de 'épissage, peuvent en fait
avoir les deux activités (Witten and Ule, 2011 ; Huelga et al., 2012).

La combinaison de ces différents types de données associée a des algorithmes
bioinformatiques et biostatistiques a permis d’établir des < regles de 'épissage > ou
< code de D'épissage > (Yeo et al., 2005; Barash et al., 2010). Ce code permet de
prédire l'activité activatrice ou inhibitrice de 1’épissage pour une série de facteurs
dans un contexte donné. Bien que globalement bien validé (de 65 a 90% des
événements tissu-spécifiques validés), ce modele ne permet pas d’expliquer tous les
événements d’épissage.

En effet, comme abordé précédemment, les éléments cis et trans ne sont pas les seuls a
influer sur I’épissage (transcription, chromatine, structures...). Il est donc nécessaire
de mettre au point des techniques d’analyse a large échelle de tous ces niveaux
puis de les intégrer afin de mieux comprendre comment fonctionne le mécanisme de

I’épissage alternatif.

F Epissage et pathologies

L’épissage alternatif apparait crucial pour de nombreuses fonctions cellulaires. Des

défauts de ce mécanisme peuvent donc étre a l'origine directe ou étre liées a de
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nombreuses pathologies.

Par exemple, une mutation ponctuelle dans un gene peut modifier la structure
secondaire de son ARN, modifier un site d’épissage ou un élément cis-régulateur,
voire méme étre a l'origine d’un nouvel site d’épissage ou de cis régulation. Les
conséquences d’'une telle mutation peuvent alors impacter sur le contenu final du
transcrit et générer la production de protéines aberrantes ou non fonctionnelles.
On estime que pres d’'un tiers des maladies causées par des SNPs (mutation d'un
seul nucléotide) a pour conséquence une modification d’épissage (Singh and Cooper,
2012). De nombreux exemples de ce type sont maintenant décrits. Parmi ceux-ci, le
syndrome de progeria Hutchinson-Gilford (HGPS) dont la mutation dans I'exon 11
du gene codant pour la lamine A entraine la création d’un nouveau site d’épissage
5’ fort. L’utilisation de ce site au détriment du site naturel aboutit a la production
de la progérine, une protéine ne possédant pas un domaine essentiel a sa fonction
(Sandre-Giovannoli and Lévy, 2006). Un autre exemple est celui de la démence
frontotemporale avec Parkinsonisme, des mutations au niveau de 1’exon 10 du gene
Tau affecte son inclusion normalement régulé par de multiples facteurs (Andreadis,
2006).

Les mutations impactant les éléments cis ne sont pas les seules a pouvoir altérer
I’épissage, la dérégulation d’éléments trans a été démontrée dans de nombreuses
pathologies. L’effet de ces altérations peuvent étre pléiotropique et d’autant plus
préjudiciable. Par exemple, la dystrophie myotonique de type 1 est causée par une
expansion anormale de C'TG dans la région 3’'UTR du gene DMPK. Ces répétitions
forment des agrégats nucléaires dans lesquels sont séquestrés des facteurs d’épissage
reconnaissant ce type de séquence, tels que les facteurs MBNL1 et CUGBP1. Cette
séquestration entraine une perte de fonction de ces deux facteurs entrainant de
multiples défauts d’épissage directement liés aux caractéristiques phénotypiques de
la maladie (Lee and Cooper, 2009).

De nombreux événements d’épissage apparaissent également dérégulés dans divers
cancers méme si le lien de cause a effet est encore actuellement peu connu. Suite a
une mutation ou a une altération d’expression de facteur d’épissage, on observe

des épissages aberrants de l'oncogene CD44 (Zerbe et al., 2004) ou des geénes
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suppresseurs de tumeurs comme BRCA1 ou KLF6 (Liu et al., 2001, Narla et al.,
2005).

G Conclusion

Des études récentes montrent que 1’épissage influence les différents aspects de la
régulation des genes; structure chromatinienne, transcription, stabilité ou encore
transport des ARNs sont couplés a, et en partie coordonnés par, la machinerie
d’épissage (Braunschweig et al., 2013). Cette complexité met en avant la nécessité
d’intégration des différents niveaux de régulation des genes afin de mieux comprendre
comment 1’épissage s’integre dans ce réseau complexe. Dans cette optique, I'étude
de protéines <« multitaches > est d’un intéret tout particulier. En effet, les
protéines impliquées a différents niveaux de régulation sont de bons candidats pour
comprendre l'intégration de tous ces aspects. Des données récentes laissent penser
que ce type de protéines est beaucoup plus fréquent que ce qui est aujourd’hui admis

(Baltz et al., 2012; Castello et al., 2012) et laisse entrevoir leur importance.
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II Les hélicases ARN DDX5 et DDX17

A  Préambule

Les hélicases ARN sont des enzymes utilisant ’ATP pour se lier a ’ARN, remodeler
les structures secondaires ou les complexes ribonucleoprotéiques (RNP) formés par
I’ARN. Ubiquitaires et extrémement conservées (Anantharaman et al., 2002), elles
constituent la plus grande classe des protéines du métabolisme des ARNs (Tanner
and Linder, 2001). Elles ont été impliquées a toutes les étapes, de la transcription a
la traduction.

Les hélicases (ADN et ARN) ont été classées en six grandes superfamilles (SFs)
en fonction de leur séquence, structure et fonctions biologiques (Singleton et al.,
2007). On peut dégager deux grandes catégories parmi ces six superfamilles : les
hélicases formant des anneaux (SF3 a 6) et celles qui n’en forment pas (SF1 et
2). Les hélicases ARN eucaryotes appartiennent toutes a cette deuxieme catégorie
(Jankowsky, 2011).

En particulier, les hélicases ARN sont présentes dans six familles des superfamilles
SF1 et 2 : Upfl-like de la superfamille SF1; Ski2-like, RIG-I-like, NS3/NPH-II,
DEAH/RHA et a boite DEAD (ou DEAD-box) qui appartiennent a la superfamille
SF2 (Figure 14). La sous-famille d’hélicases ARN a boite DEAD constitue la plus
grande famille des hélicases ARN et comporte, par exemple, 37 membres chez

I’humain.
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SF2

SF1

FIGURE 14: Superfamilles SF1 et SF2 des hélicases. En gras : les familles
contenant des hélicases ARN. En rouge : les hélicases ARN a boite DEAD. L’ovale
indique une incertitude de relation dans le cladogramme (Adapté de Jankowsky,

2011).

B Les hélicases a boite DEAD

1 Structure générale

Les hélicases ARN a boite DEAD sont constituées d’un core hélicase tres conservé
présentant des motifs impliqués dans la liaison et I'hydrolyse de I’ATP, la liaison
a ’ARN et les interactions intramoléculaires. Ce core helicase est constitué de
deux domaines virtuellement identiques proches de la recombinase A (RecA) chez
la bactérie (Figure 15A). Ces domaines sont reliés par une séquence de liaison
intermédiaire et sont relachés en 'absence de liaison a 'ARN (Fairman-Williams
et al., 2010).

Au sein des deux domaines du core helicase, il a été identifié au moins 12 motifs

caractéristiques conservés a la fois au niveau de leur séquence et de leur position
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relative (Figure 15B). Néanmoins on observe des variations au sein de ces motifs
entre hélicases ARN. Ils ne doivent pas étre considérés individuellement, c’est leur

ensemble ainsi que leur agencement qui permet de définir une hélicase ARN.

A Domaine 1 Domaine 2
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FIGURE 15: Motifs des hélicase a boitte DEAD. (A) Schéma de la structure
primaire des hélicases a boites DEAD. Les différents motifs sont indiqués par des
cercles de couleurs. Les couleurs utilisées indiquent leur fonction biochimique. En
rouge : liaison et hydrolyse de I’ATP, en bleu : liaison a ’ARN, en vert : coordination
entre la liaison a I’ATP et a I’ARN. (B) Conservation des séquences des motifs des
hélicases a boites DEAD. La hauteur des lettres des proportionnelle a la conservation
des acides-aminés. Les couleurs utilisées indiquent les propriétés chimiques des
acides-aminés (vert et violet : polaire, bleu : basique, rouge : acide, noir : hydrophobe)

(Adapté de Putnam and Jankowsky, 2013).

Les motifs permettant la liaison et I’hydrolyse de PATP d’une part et la liaison a
I’ARN d’autre part sont bien identifiés (Figure 15).

Les motifs Q, I, IT et VI sont impliqués dans les fonctions liées a I’ATP. Si les hélicases
peuvent se lier et hydrolyser les nucléotides triphosphates (NTP) en général, elles
possedent une affinité particuliere pour ’ATP. Celle-ci est essentiellement conférée
par le motif Q qui se lie de maniere spécifique a l'adénine. Des mutations du
motif I (ou Walker A) abolissent les fonctions ATPase et hélicase de l'enzyme.

En particulier, on sait que la lysine (K) forme une liaison hydrogene avec le (-
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phosphate du complexe Mg-ATP. Le motif IT (ou Walker B) contient le motif
Asp-Glu-Ala-Asp (D-E-A-D) qui a donné son nom a la famille. Le premier acide
aspartique (D) et le glutamate (E) interagissent avec I'ion magnésium complexé avec
I’ATP, ce qui entraine un changement conformationnel du core de 1'hélicase et leur
rapprochement aux motifs Il et VI. Ceci permet la formation d'une poche constituant
un site enzymatique actif pour I’hydrolyse de ’ATP. Les résidus impliqués dans la
liaison et 1'hydrolyse de I’ATP font partie des mémes sites et sont interconnectés,
I'introduction de mutations ciblant spécifiquement 'une ou I’autre fonction (liaison
ou hydrolyse) est par conséquent complexe (Putnam and Jankowsky, 2013).

Les motifs d’interaction a PARN sont eux aussi tres conservés et impliquent les
motifs Ta, Ib, Ic, IV, IVa et V. Cette liaison se produit via le squelette ribose-
phosphate de ’ARN, il n’y a donc pas d’interaction directe avec les acides nucléiques.
Ceci explique au moins en partie pourquoi les hélicases ARN ne présentent pas de
motifs d’interaction préférentiels a ’ARN (Jankowsky, 2010 ; Linder and Jankowsky,
2011).

La communication entre les sites liés a I'ATP et ceux liés a 'ARN est mal
identifiée. Néanmoins il a été démontré que les motifs I1I, IV et Va sont essentiels
a cette communication. Dans quelle mesure la liaison a 'ARN affecte 1'activité
ATPase (et vice-versa) semble dépendante des hélicases. Dans certains cas, elle la
promeut (Lorsch and Herschlag, 1998); dans d’autres, c’est le contraire (Theissen
et al., 2008; Henn et al., 2012). Les résultats contradictoires de différentes études
thermodynamiques plus poussées laissent penser que les détails de ce communication
sont complexes et encore non compris.

A la différence du core hélicase, les extrémités N-terminale et C-terminale ne sont pas
conservées entre hélicases ARN. Elles constituent des domaines auxiliaires pouvant
varier en taille (de quelques acides-aminés a plusieurs centaines) et en séquence. On
considere que ces domaines sont potentiellement tres importants pour la spécificité

de fonction des hélicases ARN.
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2 Meécanisme de remodelage de ’ARN double brin

Le remodelage de 'ARN par les hélicases a boite DEAD est un processus qui
nécessite ’hydrolyse d’ATP (Jarmoskaite and Russell, 2011). Ce mécanisme differe
de celui des hélicases ADN et des hélicases ARN virales (Pyle, 2008). Au lieu de se
lier et parcourir 'un des deux brins que forme le duplex d’ARN, les hélicases a boite
DEAD se fixent directement au niveau de la structure double brin (Figure 16).

La liaison au duplex d’ARN peut impliquer un monomere d’hélicase, plusieurs
protomeres d’hélicases ou encore une hélicase associée a d’autres protéines co-
facteurs (Yang et al., 2007b). La plupart des hélicases a boite DEAD utilisent
un ARN simple brin adjacent au duplex d’ARN pour leur recrutement sur la
structure double brin (Tijerina et al., 2006). L’orientation particuliere du simple brin,
tout comme son interaction physique au duplex, n’est pas nécessaire a la réaction
(Yang and Jankowsky, 2006). Le recrutement de 1'hélicase a I’ARN double brin
ouvre localement la structure; cette étape nécessite que I'hélicase interagisse avec
une molécule d’ATP mais pas qu’elle 'hydrolyse. L’hydrolyse d’ATP est, en fait,
nécessaire au relarguage de I’hélicase une fois les deux brins séparés localement (Liu
et al., 2008 ; Linder and Jankowsky, 2011) (Figure 16).

Selon les cas, cette hydrolyse peut étre < productive > et aboutir a la séparation
de ’ARN double brin ou < futile > lorsque le duplex d’ARN est reformé apres
dissociation de I'hélicase (Figure 16).

Les hélicases ARN peuvent séparer des duplex d’ARN jusqu’a 10 a 12 paires de bases
de longueur, c¢’est pourquoi ce mécanisme de séparation est appelé < local strand
separation unwinding > (Yang et al., 2007b). On note une diminution de efficacité

du remodelage par I'hélicase avec la longueur du duplex.
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FIGURE 16: Remodelage de I’ARN double brin par les hélicases ARN.
En foncé : région de duplex d’ARN. En clair : région simple brin. En pointillé :
proximité mais pas forcément interaction physique avec le duplex d’ARN (Adapté de

Linder and Jankowsky, 2011).

3 Diversité de fonctions

Les hélicases ARN a boite DEAD sont des protéines multitaches, elles ont été
impliquées dans quasiment toutes les étapes de régulation des genes, et plus

particulierement du métabolisme de ARN. On peut dégager trois caractéristiques
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biochimiques principales : leur capacité de liaison a I’ARN, de liaison aux NTPs

(spécialement a ’ATP) et de liaison aux protéines.

Les fonctions moléculaires liées a ’ARN et I’ATP ont été les plus étudiées et regroupe

leur capacité a :

— remodeler ’ARN (ouverture mais aussi formation de structures)

— remodeler des complexes ribonucléiques (RNP) (et notamment déplacement de
protéine au sein de RNP)

— titrer certains ARNs cibles (<« RNA clamping » : I'hélicase reste liée a son ARN
cible et n’est plus relarguée)

Toutes ces fonctions moléculaires font intervenir leur core hélicase suggérant une

thématique fonctionnelle commune a toutes les hélicases a boite DEAD.

Néanmoins les hélicases ARN présentent également des fonctions moléculaires ARN

et ATP indépendantes. En particulier, elles peuvent se lier aux protéines via

leurs extrémités N-terminale et C-terminale indépendamment de leur core hélicase.

Ainsi il a été démontré que certaines hélicases peuvent avoir une activité co-

transcriptionnelle dans divers contextes biologiques.

Cette variété de fonctions sera illustrée de maniere exhaustive dans la partie

suivante traitant de deux hélicases ARN a boite DEAD prototypiques : les protéines

homologues DDX5 et DDX17.

C DDX5 et DDX17

DDX5 et DDX17 ont été impliquées dans de multiple étapes de la régulation des
genes : transcription, épissage alternatif, export, biogénese des ARNs ribosomaux
et biogénese des micro-ARNs... DDX5 et DDX17 sont capables d’interagir pour
former des homo ou hétérodimeres, ce qui suggerent qu’elles appartiennent a des
voies moléculaires identiques (Ogilvie et al., 2003). Elles présentent une redondance
de fonctions (Jalal et al., 2007); néanmoins, il apparait clair qu’elles possedent

également des fonctions distinctes (Fuller-Pace, 2013).
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1 Structure générale

DDX5 (aussi appelée p68) est I'une des premieres hélicase ARN a boite DEAD a
avoir été identifiée (Lane and Hoeffler, 1980). Par la suite, DDX17 (ou p72) a été
découverte car elle présente un tres grand degré d’homologie avec DDX5 (Lamm
et al., 1996). En effet, les deux protéines partagent 90% d’homologie au niveau du
core hélicase. Les extrémités N-terminale et C-terminale sont plus divergentes et
présentent respectivement 60 et 30% d’homologie (Figure 17).

D’autre part, 'TARNm de DDX17 peut étre alternativement traduit a partir d’un
codon d’initiation de la traduction alternatif situé en amont. Ceci entraine la
production d’une protéine plus grande de 79 acides-aminés : p82 (Uhlmann-Schiffler
et al., 2002) (Figure 17). Des expériences in vitro montrent que cette protéine
présente les mémes fonctions hélicases que DDX17 (Uhlmann-Schiffler et al., 2002). 11
n’existe que tres peu d’études portant exclusivement sur p82, il est donc actuellement
difficile de savoir si cette protéine peut, dans certains contextes, avoir des fonctions

différentes de celles de DDX17 ou DDX5.
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FIGURE 17: Domaines des hélicases ARN hautement conservées DDX5
et DDX17. p82 (dérivé de ’ARNm de DDX17 mais produit a partir d’un code
d’initiation en amont) est aussi représenté. En noir : les neuf motifs conservés par
toutes les hélicases ARN a boite DEAD. Le nombre d’acides-aminés des extrémités
et du core hélicase est indiqué en dessous des régions correspondantes (Adapté de

Fuller-Pace and Moore, 2011).

2 Expression et localisation

L’expression de DDX5 et DDX17 est indispensable au développement et a la survie
(Stevenson et al., 1998; (Ip et al., 2000). DDX5 et DDX17 sont des protéines
ubiquitaires. Néanmoins, on observe des variations importantes d’expression selon les
tissus (Lamm et al., 1996, Stevenson et al., 1998). Différentes études les présentent
comme majoritaires dans le cceur et le muscle squelettique (Janknecht, 2010) ou le
poumon et le placenta (Rossler et al., 2000). D’autre part, leur expression apparait
régulée durant le développement (Stevenson et al., 1998 ; Ip et al., 2000).

Si elles sont essentiellement étudiées dans le noyau, DDX5 et DDX17 peuvent aussi
étre présentes dans le cytoplasme (Kahlina et al., 2004; Yang et al., 2006). Le
mécanisme régulant le changement de localisation de ces deux protéines est en partie

compris et implique la voie Ran GTPase (Wang et al., 2009). Une récente étude a
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montré que DDX5 régule sa propre expression et celle de DDX17 par interaction
avec une protéine du complexe Upf (Upf3), ce qui active de la voie NMD et entraine
la dégradation de leurs ARNs messagers (Geifller et al., 2013).

Enfin, DDX5 présente un long intron tres conservé durant 1’évolution (Rossler et al.,
2000). Celui-ci peut étre inclus par épissage alternatif; une étude a montré que les
transcrits le contenant peuvent réguler négativement 1’expression protéique de DDX5
(Barta and Iggo, 1995). De maniere intéressante, il a plus récemment été montré que
cet intron code pour un micro-ARN fonctionnel jusqu’a présent non annoté (Moore

et al., 2011).

3 Fonctions moléculaires

a Role dans la transcription

DDX5 et DDX17 interagissent avec des facteurs de transcription et sont capables de
moduler leur activité. Ce sont des co-régulateurs transcriptionnels impliqués dans
I'initiation de la transcription et peuvent étre co-activateurs ou co-répresseurs. Une
liste des facteurs de transcription partenaires identifiés de DDX5 et DDX17 est

présentée dans le Tableau 4.
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Recrutement au
niveau des 4 :
Nécessaire Autres facteurs
Facteur promoteurs ou a la transcription des | . , .
intéractants
région régulatrices génes cibles
cibles du facteur
ERo oui non
AR oui oui
VDR
p53 oui oui (pour p21WAF1) SRC-1, SRA, CBP, p300,
DDX5 | Runx2 oui oui (avec knockdown TBP, TFIIA, Bre-1,
double DDX5/DDX17) P/CAF, HDAC1/2/3
? (mais nécessaire a la
NF«kb
prolifération gliomale)
MAML1/Notchl oui
oui (facteurs de
E2F1 oui
réplication ADN)
[-catenine oui oui
nucléoplasmine oui oui (ADNr)
ERa oui SRC-1, SRA, CBP, p300,
DDX17
p53 oui sur MDM2 MDM2 P/CAF, HDAC1/2/3
oui (avec knockdown
DDX5 | MyoD oui pour DDX5
double DDX5/DDX17)
et
oui (avec knockdown
DDX17| NFAT5
double DDX5/DDX17)

TABLE 4: Fonctions de régulation de la transcription et partenaires
transcriptionnels identifiés de DDX5 et DDX17. Fonctions impliquant
uniquement DDX5, uniquement DDX17 et a la fois DDX5 et DDX17. (Adapté de

Fuller-Pace, 2013)

Ces deux hélicases interagissent et activent ’ARN polymérase II ainsi que des
facteurs de transcription ubiquitaires tels que CBP, p300 ou PCAF, des acétyl-
transférases modificatrices d’histones (Rossow and Janknecht, 2003; Shin and
Janknecht, 2007). D’autre part, elles interagissent et cette fois répriment la
transcription via leur recrutement aux HDACs (histone déacétylases) 1, 2 et 3
(Wilson et al., 2004 ; Jacobs et al., 2007 ; Mooney et al., 2010b). Ces associations
indiquent que DDX5 et DDX17 sont des éléments importants de la machinerie

transcriptionnelle d’initiation notamment via leur interaction a des modificateurs
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de la chromatine (Figure 18).

A Coactivation transcriptionelle B Corepression/Insulation transcriptionelle

FiGURE 18: DDX5 et DDX17 : protéines régulatrices de la transcription.
(A) Co-activation de la transcription. (B) Co-répression de la transcription et
insulation. Les modifications post-traductionnelles susceptibles de modifier ['activité
co-réqulatrice de DDX5 et DDX17 sont aussi indiquées (Adapté de Fuller-Pace,
2013).

L’activité co-transcriptionnelle de DDX5 et DDX17 a surtout été étudiée dans les
voies de signalisation de réponse aux hormones. Dans un premier temps, DDX5 et
DDX17 ont été montrées étre des co-activateurs de ERa, récepteur nucléaire de
réponse aux cestrogenes (Samaan et al., 2013). Cette co-activation est décuplée par
le facteur SRC1 (Streroid Receptor Co-activator 1) et est dépendante de 'interaction
avec SRA. DDX5 et DDX17 apparaissent donc nécessaires a l’expression des genes
cibles de ERa (Wortham et al., 2009; Samaan et al., 2013). Un réle tout & fait
similaire a été décrit avec le récepteur aux androgenes (AR) (Clark et al., 2008;
Samaan et al., 2013) ainsi que pour le récepteur a la vitamine D (Wagner et al.,
2012).

Ddxb est également un co-activateur du suppresseur de tumeur pb3, facteur de

transcription activé en réponse a divers stress cellulaires; DDX5 controle ainsi la
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transcription de genes impliqués dans l'arrét du cycle cellulaire, la réparation de
I’ADN et I'apoptose (Bates et al., 2005 ; Vousden and Prives, 2009).

D’autre part, DDX5 comme DDXI17 en association avec SRA active 'activité
transcriptionnelle de MyoD, régulateur majeur de la myogénese (Caretti et al.,
2006). DDX5 est également co-activateur de Runx2, facteur clé de la différenciation
ostéoblastique (Jensen et al., 2008). Ce role dans la différenciation cellulaire sera
détaillée dans la partie < Role dans la différenciation cellulaire .

Il est intéressant de noter que la co-régulation de la transciption par DDX5 et DDX17
ne semble pas nécessiter I'activité hélicase des ces protéines (Fuller-Pace, 2013).
De plus, elles ne présentent pas toujours les mémes partenaires transcriptionnels et
donc les mémes fonctions de régulation de la transcription (Figure 18). Ces éléments
mettent en évidence I'importance des extrémités N-terminale et C-terminale dans

la fonction et la spécificité des hélicases ARN.

b Roéle dans I’épissage

Des analyses par spectrométrie de masse ont montré que DDX5 est un composant du
spliceosome (Neubauer et al., 1998). DDX5 et DDX17 interagissent avec la snRNP
Ul qui reconnait le site 5" d’épissage (Lee, 2002 ; Liu, 2002). Ainsi, la déplétion de
DDX35 entraine 'accumulation d’ARNs non-épissés (Lin et al., 2005). Cette fonction
de régulation est hélicase dépendante dans la mesure ou des mutants de DDX5
inactivant son activité hélicase ou ATPase, inhibent la dissociation de la snRNP U1
du site 5’ (Lin et al., 2005).

DDX5 comme DDX17 ont été impliquées dans le controle de 1’épissage alternatif
d’une multitude de transcrits dans divers contextes cellulaires (Clark et al., 2008 ;
Dardenne et al., 2012; Germann et al., 2012; Samaan et al., 2013). La régulation
de I'épissage alternatif de quatre transcrits a été étudiée de maniere plus poussée
d’un point de vue mécanistique : CD44, H-ras, Tau et Tnnt2 (Honig et al., 2002;
Camats et al., 2008 ; Kar et al., 2011 ; Laurent et al., 2012). Ceux-ci ont en commun
la présence d'une structure secondaire en tige-boucle au niveau de séquences cis-

régulatrices qui apparait prise en charge par DDX5 et DDX17.
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Le gene CD44 présente une tige-boucle séquestrant le site 5’ d’épissage en aval de
son exon 4. DDX17 augmente I'inclusion de cet exon en déstabilisant cette structure
(Figure 19A). DDX5 altere la structure secondaire d’une tige-boucle en aval de
I'exon IDX du transcrit H-ras empéchant le facteur d’épissage hnRNP H de se fixer.
DDX5 induit aussi un remodelage de la tige-boucle située en aval du site 5 de
I’exon 10 du gene Tau. DDX5 permet alors a la snRNP Ul de si fixer entrainant
une inclusion d’exon (Figure 19B). Enfin, DDX5 régule 1'épissage de 'exon 5 de
la Tnnt2 en facilitant 'interaction du facteur d’épissage MBNL1 au niveau des

séquences régulatrices de ’ARNm (Figure 19C).
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FIGURE 19: Régulation de l’épissage alternatif par DDX5 et/ou DDX17.

(A) Régulation de ['épissage alternatif de l'exon 4 de CD44 par DDX17. (B)

Régulation de l’épissage alternatif de l’exon 10 de Tau par DDX5. (C) Régulation

de Uépissage alternatif de l'exon 5 de Tnnt2 par DDX5 (Adapté de Hinig et al.,

2002, Kar et al., 2011 et Laurent, 2011).
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Ces résultats montrent que DDX5 et DDX17 sont des protéines importantes pour la
régulation de I'épissage a la fois en tant que composants du spliceosome mais aussi
en tant que facteurs auxiliaires pouvant faciliter ou inhiber la reconnaissance des

€exo1s.

c Role dans la biogénese des micro-ARNs

Les micro-ARNs sont de petits ARNs non codant transcrits par 'ARN polymérase 11
en longs transcrits primaires : les pri-micro-ARNs. Ceux-ci sont pris en charge par
le complexe Drosha-DGCRS et produisent des transcrits intermédiaires d’environ
100 nucléotides de longueur : les pre-micro-ARNs. Apres export dans le cytoplasme,
les pre-miR sont clivés par Dicer pour former des courts duplex d'une vingtaine de
paires de bases de longueur. Enfin apres séparation des deux brins, le micro-ARN
mature peut interagir avec ces transcrits cibles via le complexe RISC (RNA-induced
silencing complex) et entrainer leur dégradation ou inhiber leur traduction (Winter
et al., 2009).

DDXJ5 et DDX17 participent a la biogénese des micro-ARNs. En effet, des analyses
par spectrométrie de masse ont montré que les deux protéines font parties du
complexe Drosha (Gregory et al., 2004 ; Davis et al., 2010). L’inactivation de DDX5
et DDX17 résulte, entre autres, en des altérations du processing de certains pri-
microARNs (alors que l'expression des microARNs matures correspondants est
inchangée) (Wang et al., 2012a). L’activité ATPase des hélicase est requise pour
cette fonction, ce qui suggere que DDX5 et DDX17 remodele le pri-microARN pour
le rendre accessible aux coupures enzymatiques du complexe Drosha.

D’autre part, ’homologue de DDX5 chez la drosophile (Dmp68) fait partie du
complexe Ago2, un composant essentiel du complexe RISC (Ishizuka et al., 2002).
Ceci suggere un role cytoplasmique de DDX5 dans la maturation des micro-ARNs.
Des données obtenues in vitro vont dans ce sens : DDX5 est capable de débobiner
le duplex du miR let-7 (Salzman et al., 2007).

Ces résultats montrent que DDX5 et DDX17 sont des protéines importantes pour

la biogénese des micro-ARNs a la fois dans les étapes précoces se déroulant dans le
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noyau et aussi dans les étapes tardives de maturation dans le cytoplasme (Figure 20).
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FIGURE 20: Réles de DDX5/DDX17 dans la biogénése des micro-ARNs.
Les protéines DDX5 et DDX17 sont impliquées dans la biogénése des micro-ARNs
car elles font partie du complexe DROSHA. D’autre part, DDX5 interagit avec Ago2
suggérant un role dans le recrutement de micro-ARNs mature dans le complexe RISC

(Adapté de Fuller-Pace and Moore, 2011).

d Rodle dans I’export cytoplasmique

Si pendant longtemps, les protéines DDX5 et DDX17 ont été considérées comme
exclusivement nucléaires, des études ont montré leur présence dans le cytoplasme
(Kahlina et al., 2004 ; Yang et al., 2006). En effet, DDX5 est capable de transiter
entre le noyau et le cytoplasme grace a des séquences de localisation nucléaire
ou d’export (Wang et al., 2009). Une étude récente de notre équipe a montré
I'importance de DDX5 dans I'export cytoplasmique de ’ARNm de c-fos. En assurant
I’épissage co-transcriptionnel de cet ARN, DDX5 permet le recrutement et interagit

avec les facteurs d’export Aly et TAP (Zonta et al., 2013).
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e Role dans le Non-sense Mediated Decay (NMD)

Chez la levure, 'homologue de DDX5 (Dbp2p) a été identifiée comme interagissant
avec UPF1, une hélicase ARN de la super-famille I jouant un role essentiel dans le
mécanisme de NMD. Ainsi la déplétion de Dpd2 conduit a I'accumulation d’ARN
non-sens (Bond et al., 2001). Dans des cellules humaines, une étude récente a montré
que DDXS5 interagit avec Upf3, une protéine du complexe intervenant dans le NMD.
DDXS5 est alors capable de réguler sa propre expression et celui de DDX17 (Geifiler
et al., 2013).

f Role dans la biogénese des ribosomes

Une étude plus récente montre que le suppresseur de tumeur ARF inhibe
I'interaction de DDX5 avec la nucléophosmine (NPM), une protéine régulant a la
fois la transcription et la maturation des ARNr. DDX5 ne peut alors étre recrutée
au niveau des promoteurs des ADNr et limite leur expression transcriptionnelle
(Saporita et al., 2011).

Ddx5 et Ddx17 sont également impliquées dans la maturation des ARNs
ribosomiques chez la levure et dans des cellules humaines (Bond et al., 2001 ; Jalal
et al., 2007). La déplétion de ces protéines conduit a des défauts de maturation des
ARNSs ribosomiques et a une perturbation des structures nucléolaires (Jalal et al.,
2007).

Ces résultats montrent que DDX5 et DDX17 affecte l'expression des ARNs
ribosomiques a la fois au niveau de l'initiation de leur transcription mais aussi au

niveau de leur maturation.

g Modifications post-traductionnelles

Les modifications post-traductionnelles peuvent réguler les interactions et fonctions
des protéines. DDX5 et DDX17 sont sujettes a de multiples modifications de ce type
(Figure 21).
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F1GURE 21: Modifications post-traductionnelles de DDX5 et impact sur

ses interactions et fonctions. Remarque : des modifications similaires sont

observées pour DDX17 (Adapté de Fuller-Pace, 2013).

Phosphorylation

DDXS5 peut étre phosphorylée par PDGH (Platelet-Derived Growth Factor) en Y593,
forme de la protéine qui promeut la localisation nucléaire de la b-caténine, protéine
impliquée dans ’adhesion cellulaire et I'activation transcriptionnelle de geénes de la
prolifération et de la différenciation (Yang et al., 2006). Cette phosphorylation a
donc un impact sur la capacité oncogénique de DDX5.

D’autre part, DDX5 peut étre phosphorylée par PKC (Protéine Kinase C) en
S557 au sein d'un domaine d’interaction a la calmoduline (CaM) (Buelt et al.,
1994). Bien que l'impact de cette modification n’ait pas été étudié sur 'activité
de DDX5, I'interaction DDX5-CaM a été récemment décrite comme participant a la
migration cellulaire dans un modele de cancer colorectale (Wang et al., 2013). Cette
modification est donc d’un intérét tout particulier.

Globalement, la phosphorylation de DDX5 apparait avoir un role pro-prolifératif,
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pro-invasion et anti-apoptotique autrement dit un role oncogénique dans la cellule.
Enfin, la phophorylation de DDX5 en Ser(197) par MK2 a été décrite comme
indispensable a sa localisation nucléaire et a son activité dans la maturation des

micro-ARNs dans des cellules embryonnaires de fibroblastes (Hong et al., 2013).

Sumoylation

DDX5 et DDX17 peuvent étre sumoylées (respectivement en K53 et K50), ce qui
favorise leur interaction avec HDAC1 et donc leur activité de répression de la
transcription (Mooney et al., 2010b). Ainsi DDX5 sumoylée réprime la transcription
de la thymidine kinase et des genes cibles de p53 (Jacobs et al., 2007).

Cependant, dans une autre étude, la sumoylation de DDX5 a été associée a une
activation de l'activité transcriptionnelle de ER-a sans effets sur la transcription
de MDM2, bien que l'interaction avec HDACI1 est bien été vérifiée (Mooney et al.,
2010Db).

Il n’est donc pas encore claire si les effets de sumoylation de DDX5 et DDX17 est

spécifique d’un promoteur donné ou du contexte cellulaire.

Acétylation

Une étude a montré que DDX5 et DDXI17 peuvent étre acétylées au niveau
de leur extrémité N-terminale (Mooney et al., 2010a). Cette modification post-
traductionnelle est généralement associée a une activation de la transcription.
Effectivement, 'acétylation de DDX5 et DDX17 active leur capacité a co-réguler
ER-a, ainsi que celle de p53 (uniquement dans le cas de DDX17). De maniere plus
surprenante, cette étude montre que l'acétylation de DDX5 et DDX17 favorise leur
interaction avec les HDACs (Mooney et al., 2010a). Comme pour la sumoylation, les
mécanismes de régulation de l'acétylation de DDX5 et DDX17 ne sont pas encore

bien compris.

Un récapitulatif des différents fonctions moléculaire actuellement connues pour

DDX5 et DDX17 est présenté Figure 22.
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et DDX17. ER : élément de régulation de la transcription. En bleu : étapes de
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Facteurs de transcription, FE : Facteurs d’épissage) (Adapté de Samaan, 2013).

4 Fonctions cellulaires

Les fonctions moléculaires multiples de DDX5 et DDX17 en font des régulateurs clés

de fonctions cellulaires majeures telles que la prolifération ou la différenciation.

a Role dans le controle de la prolifération

Plusieurs études montrent que DDX5 coactive des facteurs de transcription
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impliqués dans la régulation de la prolifération cellulaire. DDX5 interagit avec p50,
sous-unité du facteur de transcription NFxB, entraine sa localisation nucléaire et
active son activité transcriptionnelle dans des cellules de tumeurs gliales (Wang
et al., 2012¢). NFxB induit I'expression de genes de la réponse immunitaire, de
I’adhésion cellulaire, de la prolifération, de la différenciation, de ’apoptose. . .

Bien que le mécanisme moléculaire impliqué demeure incompris, DDX5 a été
montré comme interagissant avec le coactivateur transcriptionnel MAML1 dans des
cellules de leucémie. MAMLI1 est un composant du complexe Notchl qui active
la transcription de genes impliqués dans le développement, la prolifération et le
développement (Lin et al., 2013).

D’autre part, une étude récente montre que DDX5 stimule 'expression des facteurs
de réplication E2F1 en permettant le recrutement de ’ARN polymérase IT au niveau
de leurs promoteurs dans un modele de cancer du sein (Mazurek et al., 2012).
Tous ces éléments montrent l'importance de DDX5 dans le controle de la

prolifération et le développement tumorale.

b Role dans la différenciation cellulaire

DDX5 et DDX17, associés a ’ARN non codant SRA, ont été démontrés étre des
activateurs transcriptionnels de MyoD, facteur de transcription majeur dans la
différenciation musculaire (Caretti et al., 2006). Leur déplétion induit une incapacité
des cellules a entrer en différenciation montrant leur role essentiel dans ce processus
de différenciation (Figure 23A). L’interaction de DDX5 au niveau des promoteurs
des genes musculaires a été confirmée par immunoprécipitation de chromatine
en association avec le facteur de transcription TBP, PARN polymérase II ainsi
que avec des protéines de remodelage de la chromatine (Brg-1). La déplétion
de DDX5 et DDX17 entraine une absence de recrutement de TBP, de 'ARN
polymérase II et de Brg-1. Le modele proposé est donc que DDX5 et DDX17 rendent
accessible les promoteurs musculaires a MyoD et a la machinerie transcriptionnelle
par recrutement de facteurs de remodelage de la chromatine (Figure 23B). Ces

résultats suggerent que DDX5 et DDX17 agissent comme des protéines adaptatrices
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permettant le recrutement d’éléments de la machinerie transcriptionnelle au niveau

des promoteurs a activer dans certaines conditions.

A c2c12
Contréle ARNsh DDX5/DDX17

MHC
pAPI

Promoteur de la MHC

FIGURE 23: Réle de DDX5 et DDX17 dans la différenciation myogénique.
(A) C2C12 transfectées avec un retrovirus contréle ou ciblant DD5 et DDX17 puis
cultivées en milieu de différenciation pendant 36h. Immunofluorescence avec un anti-
corps anti-MHC. (B) Modéle d’activation transcriptionnelle de MyoD par DDX5 et
DDX17 (Adapté de Caretti et al., 2006 et Caretli et al., 2007).

D’autre part, DDX5 et DDX17 sont également des co-activateurs du facteur de
transcription Runx2, essentiel au développement ostéoblastique (Jensen et al., 2008).
De la méme maniere que pour MyoD, DDX5 est recrutée au niveau des promoteurs
cibles de Runx2 et la déplétion des deux protéines entraine une inhibition de 'activité
transcriptionnelle de Runx2. Néanmoins et de maniere surprenante, la déplétion de
DDX5 et DDX17 accélere la différenciation ostéoblatique suggérant un mécanisme

de régulation plus complexe.

5 Role dans la patholgie

En accord avec le role de régulateur de la prolifération et de la différenciation
cellulaire, il existe de nombreuses études montrant que la dérégulation de I’expression
ou de la fonction de DDX5 et DDX17 joue un role actif dans le développement
tumoral. Ces deux protéines sont surexprimées dans le cancer du sein, colorectal,
de la prostate ou encore de la peau (Causevic et al., 2001; Wang et al., 2012d;

Janknecht, 2010). 80% des cancers du sein expriment des marqueurs hormonaux tel
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que le récepteur aux cestrogenes ERa dont DDX5 et DDX17 sont des co-activatices
transcriptionnelle (Wortham et al., 2009). De maniere similaire, le récepteur aux
androgenes AR jour un role important dans 1’étiologie du cancer de la prostate. Tout
comme dans le cancer du sein, DDX5 et DDX17 sont surexprimés et co-activatrices
de AR suggérant un role protumoral pour ces deux hélicases (Clark et al., 2008).
Dans le cancer du colon, DDX5 et DDX17 sont surexprimées de facon croissante avec
la gravité des stades de cancers colo-rectaux. D’autre part, en tant que co-activatrices
de la f-caténine, elles controlent I'expression des proto-oncogenes c-Myc, la cycline
D1, c-jun t fra-1 (Shin et al., 2007). Enfin, DDX5 est phosphorylée dans les lignées de
cancers colo-rectaux, cette phosphorylation est associée a la prolifération cellulaire
(Yang et al., 2007a).

DDX5 joue aussi potentiellement un role dans la Dystrophie Myotonique de type 1
(DM1) (Laurent et al., 2012). Une étude récente a montrée que DDX5 y est capable
d’aider a la séquestration pathologique du facteur d’épissage MBNL1. Cette fonction

sera détaillée plus en détails dans la partie <« Résultats complémentaires .

D Conclusion

DDX5 et DDX17 apparaissent étre des protéines < multi-taches > aux multiples
fonctions moléculaires et par conséquent étant capable de controler des fonctions
cellulaires essentielles. Ce sont par conséquent de potentielles coordinatrices de la
régulation des genes. Ce role est particulierement intéressant dans des processus

biologiques complexes tels que la différenciation ou le développement pathologique.
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IIT La myogénese

A  Préambule

Le tissu musculaire est un constituant fondamental de I'organisme. C’est I'un des
tissus les plus abondants chez les vertébrés ; par exemple chez ’homme, il représente
30 a 40% de la masse corporelle totale. Les muscles participent a diverses fonctions
essentielles tel que la respiration, la digestion, ou encore la locomotion.

Le tissu musculaire est caractérisé par sa capacité de contraction. On distingue
trois principaux types musculaires; bien qu’ayant tous des fonctions relatives a la
contraction, ils se distinguent par leurs structures et fonctions. Les muscles lisses
sont controlés par le systeme nerveux autonome et sont associés aux fonctions
végétatives. Ainsi ils assurent le transit intestinal, la contraction des vaisseaux
sanguins et globalement les fonctions de contraction involontaire (& I'exception de la
respiration et des battements cardiaques). Le myocarde est constitué des cellules
cardiaques assurant une contraction rythmique et continue. I1 dépend aussi du
systeme nerveux autonome. Enfin, les muscles squelettiques interviennent dans les
fonctions de locomotion et de posture. Leur controle s’effectue via le systeme nerveux
central et leurs contractions sont donc volontaires. Le reste de mon introduction sera
focalisée en particulier sur ce dernier type de tissu musculaire.

Le muscle squelettique présente une organisation structurale caractéristique. Il est
constitué d'un assemblage de milliers de fibres musculaires. Celles-ci correspondent
a de longues cellules cylindriques (jusqu’a 5 cm de longueur pour 10 & 100 um de
diametre) qui résultent de la fusion de plusieurs cellules au cours du développement
musculaire. Ces cellules sont donc polynucléées et leurs noyaux sont observables en
périphérie.

Afin de comprendre la structure du muscle squelettique, et les pathologies qui lui
sont associées (en particulier les myopathies qui sont liées a des défauts de ce type de
muscle), de nombreuses études se sont portées sur la compréhension des mécanismes
conduisant a sa formation : la myogenese. Plusieurs étapes sont nécessaires au
déroulement de celle-ci, ce qui en fait un processus complexe avec des acteurs divers

impliquant de nombreux remaniements aussi bien au niveau de la morphologie de
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la cellule, de I’architecture intracellulaire que des profils d’expression géniques.

B Vue d’ensemble

La myogénese est un processus ordonné constitué de plusieurs étapes successives.
Chez les mammiferes, lors du développement embryonnaire, le mésoderme (I'un des
trois feuillets embryonnaires issus de la gastrulation) donne naissance aux somites.
Ces structures contiennent des cellules précurseures multipotentes qui sont a I’origine
de plusieurs types cellulaires. Leur devenir est orienté en réponse a des signaux émis
par les cellules des structures environnantes. Parmi ces morphogenes, les protéines
Wnts, IGFs et Shh provoquent leur transformation en précurseurs myogéniques
(Parker et al., 2003).

Ces cellules myogéniques sont aptes a quitter les somites et a coloniser le corps
pour former les futurs muscles squelettiques. C’est 'étape de migration. Une fois
arrivés a destination, les précurseurs myogéniques sont déterminés en myoblastes.
Ces cellules spécialisées proliferent activement puis sortent du cycle cellulaire pour se
différencier en myocytes. Ceux-ci s’alignent puis lors de ’étape de fusion, fusionnent
en myotubes multinucléés. Enfin, c’est I'étape de maturation en fibres musculaires

fonctionnelles (Bentzinger et al., 2012) (Figure 24).
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FI1GURE 24: Etapes de la myogenese. Grandes étapes de la myogénese associées

a lexpression séquentielle des quatre MRFs (Adapté de Bentzinger et al., 2012).

Apres l'étape de migration, tous les progéniteurs ne sont pas déterminés en
myoblastes. En effet, certaines cellules restent quiescentes et en périphérie des fibres
musculaires. Cette localisation a donné leur nom a ces cellules dites < satellites ». On
estime que ces cellules représentent entre 2 et 5% des noyaux d’une fibre musculaire
mature (Figeac et al., 2007). Elles sortent de leurs quiescence et sont activées par
différents signaux (stress lié a I’étirement ou a la blessure d’un muscle) pour générer
des myoblastes différenciés qui vont alors poursuivre la myogénese (Le Grand and
Rudnicki, 2007) (Figure 24). Cependant une partie des cellules générées quittera de
nouveau le cycle cellulaire pour assurer le stock de cellules satellites. Cette double
fonction (renouvellement et capacité de différenciation) en fait des cellules souches
adultes. Les cellules satellites constituent donc une source de cellules capables de
réparer ou augmenter la masse musculaire dans le muscle adulte.

Les mécanismes de la myogénese embryonnaire et de la régénération sont en
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grande partie communs : en particulier, facteurs de transcription et molécules de
signalisation qui sont impliqués sont les mémes.

La myogenese apparait donc étre un processus tres ordonné et régulé, qui implique
une grande variété d’acteurs moléculaires. C’est un processus complexe qui repose
sur des interactions cellulaires et ’activation de voies de signalisation intracellulaires.
Ces mécanismes induisent des programmes d’expression géniques spécifiques qui vont

mettre en place 'identité myogénique.

C La lignée murine C2C12 : un modele d’étude de la
myogénese

L’utilisation de modeles cellulaires permet une étude simplifiée de processus de
différenciation en se focalisant sur des étapes bien particulieres. Si les cultures
primaires ont I'avantage d’étre proches de ce qui ce produit in vivo dans I’organisme,
elles présentent I'inconvénient de ne pouvoir étre maintenu en culture que pendant un
nombre de passages limité. D’autre part, elles pouvent présenter des contaminations
par d’autres populations cellulaires.

C’est pourquoi 'utilisation de cellules immortalisées reste la plus fréquente dans ce
genre d’étude. La lignée la plus employée dans I'étude de la myogénese est la lignée
C2C12. Il s’agit d’une lignée murine immortalisée de myoblastes. Elle a été produite
a partir de cellules satellites du muscle de la cuisse de souris C3H 70h apres blessure
par écrasement (Yaffe and Saxel, 1977 ; Blau et al., 1985).

Elles ont la capacité d’entrer en différenciation en cas de privation de sérum dans le
milieu de culture ou de forte densité cellulaire. Elles permettent ’étude des étapes
de la myogénese correspondant a la transformation des myoblastes en myotubes;
autrement dit : la sortie du cycle cellulaire, I’alignement, la fusion et la maturation

en myotubes (Figure 25).
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FIGURE 25: Myogénése des C2C12. Etapes de la myogénese (en haut), cellules
C2C12 en culture aux étapes de différenciation correspondantes (en bas) (Adapté de

Bentzinger et al., 2012).

Le comportement des cellules C2C12 en termes de réponse moléculaire mise en
place lors de l'induction de la myogénese est globalement assez proche de ceux
des myoblastes primaires (Cornelison, 2008). Leur facilité d’utilisation en ont fait
un modele d’étude de choix de la myogénese et a apporté de tres nombreuses
connaissances sur le déroulement de ce processus. En particulier, de nombreuses
informations ont été acquises, grace a ce modele, sur l'expression et le role des

facteurs moléculaires majeurs dans la différenciation myogénique : les MRF's.
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D Les MRFs controlent le programme transcriptionnel de
la myogénese
1 Structure et fonctions des MRF's

Les facteurs de transcription bHLH (basique-Hélice-Boucle-Hélice) sont des
régulateurs des programmes de développement dans pres de la quasi-totalité des
tissus des métazoaires (Jones, 2004). Chez 'homme, on dénombre plus de 100
protéines de cette super-famille (Skinner et al., 2010). La grande majorité de ces
protéines fonctionnent en dimeéres et reconnaissent la séquence consensus d’ADN
CANNTG, appelée boite E.

En particulier, les Muscle Regulatory Factors (MRF's) sont des protéines & domaine
bHLH indispensables au développement du muscle squelettique. Chacune possede la
capacité de convertir des cellules non musculaires en cellules musculaires, avec des
efficacités variables, a la fois in vitro (Weintraub et al., 1991) et in vivo (Santerre
et al., 1993). On dénombre quatre MRFs (MyoD, Myf5, MyoG et Mrf4); elles
jouent des roles distincts mais néanmoins chevauchants durant la myogénese. De
maniere général, on estime que Myf5 et MyoD permettent la détermination des
cellules progénitrices en myoblastes alors que la fusion et la maturation sont, elles,
controlées par MyoG puis Mrf4d (Figure 24). Néanmoins, on sait maintenant que
Mrf4 est exprimée au méme moment que Myf5 lors de la spécification (Summerbell
et al., 2002). D’autre part, en 1'absence de Myf5 et MyoD, Mrf4 est aussi capable
d’initier la myogénese indiquant que Mrf4 pourrait avoir un role a la fois lors de la
détermination et de la différenciation a proprement parler (Kassar-Duchossoy et al.,
2004).

Les MRFs présentent toutes, deux motifs tres conservés : un motif basique et
un motif HLH (Hélice-Boucle-Hélice) (Figure 26). Le motif basique permet a ces
facteurs de se fixer a 'ADN au niveau de la séquence consensus CANNTG, appelée
boite E, présente dans les promoteurs des genes spécifiques du muscle squelettique
(Massari and Murre, 2000). Le domaine bHLH des MRFs permet leur dimérisation
avec d’autres facteurs a domaine HLH. Ce sont ces dimeres qui se fixent au niveau

des boites E, chaque protéine du dimere reconnaissant une moitié de motif. Les
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dimeres formés peuvent étre des homodimeres (deux protéines du méme type) ou
étre constitués d'une MRF associée a une autre protéine bHLH appelée protéine E.
Cette interaction favorise ou inhibe leur liaison a ’ADN (Olson and Klein, 1994). Les
MRFs sont donc capables, avec des efficacités différentes, d’activer la transcription

des genes spécifiques du muscle.

NH2 COOH MyoD

NH2 [T E A COOH MyoG
NH2 [ 7Ab EHH| 70| COOH Myf5
NH2| tp Hatn] 71p | cOOH Mrf4

FI1GURE 26: Structure des MRFs. Domaines structurauz des quatre MRFs MyoD,
MyoG, Myf5 et Mrfj. Les quatre protéines sont divergentes au miveau de leurs
extrémités N-terminale et C-terminale qui contiennent les domaines d’activation
de la transcription (TAD) mais présentent un degré élevé de similarité au niveau
de leurs motifs basique et hélice-boucle-hélice (HLH) (Adapté de Gongalves et al.,
2011).

A la différence du motif bHLH, les extrémités N-terminal et C-terminal des quatre
MRF's sont peu conservées entre elles. Elles ont été impliquées dans l'activation
transcriptionnelle, le remodelage de la chromatine et les interactions protéine-
protéine (Puri and Sartorelli, 2000).

Des recherches bioinformatiques montrent la possibilité de trouver des millions de
boites E dans le génome. Pourtant, il a été montré que les MRF's ne sont capables de
réguler qu'un nombre restreint de genes. Cela montre I'importance des co-facteurs
dans la régulation transcriptionnelle controlée par les MRFs.

L’initiation de la différenciation est également marquée par I'expression de facteurs
de la famille MEF2. Chez les vertébrés, quatre genes appartiennent a cette famille :
Mef2a, Mef2b, Mef2c et Mef2d. Comme MyoG, ces facteurs sont absents avant

I'induction de la différenciation et leur expression augmente ensuite. Ils peuvent
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s’associer avec les facteurs myogéniques pour induire I’expression de genes spécifiques
du muscle et ainsi initier la différenciation terminale des myoblastes (Naya et al.,
1999). Bien que n’ayant pas par elles-mémes d’activité myogénique, les protéines de
la famille MEF2 augmentent l'efficacité de conversion myogénique des MRF's (Black
and Olson, 1998).

C’est donc l'action des MRFs associée a celle de leurs co-activateurs, et des
protéines MEF2 qui régule 'expression de protéines spécifiques de la différentiation
myogénique parmi lesquelles on trouve les marqueurs musculaires suivants : la
créatine kinase musculaire (Ckm), les sous-unités du récepteur a acétylcholine

(AchR), ou encore les différentes myosines (Yun and Wold, 1996).

2 Inhibition du programme de transcription myogénique

MyoD est exprimé dans les myoblastes avant ’entrée en différenciation et ’activation
de ses genes cibles. En effet, un certain nombre de protéines interagissent avec des
protéines E ou MyoD, empéchant ainsi 'interaction de MyoD avec les protéines E
et donc sa capacité d’activation de la transcription. La plupart de ces protéines
appartiennent elles aussi a la famille bHLH. C’est le cas de Id, Twist, MyoR ou
encore Mist-1. La protéine Id est surexprimée en conditions de culture riche en sérum
(autrement dit en conditions de prolifération) et est capable de s’hétérodimériser
avec MyoD. Elle séquestre ainsi MyoD lI'empéchant d’activer les genes de la
différenciation (Benezra et al., 1990). Twist inhibe la myogéneése en interagissant
avec les protéines E mais aussi avec les protéines Mef2 (Spicer et al., 1996). MyoR
et Mistl sont capables de former des hétérodimeres avec MyoD, ces dimeres sont
capables de lier les boites E mais pas d’activer la transcription (Lemercier et al.,
1998; Lu et al., 1999).

D’autre part, des protéines modificatrices de la chromatine sont exprimées dans les
myoblates. Par des modifications d’histones (de type déacetylation et méthylation),
elles répriment 1‘activité transcriptionnelle de MyoD au niveau des promoteurs des
genes de la différenciation musculaires (Puri and Sartorelli, 2000 ; McKinsey et al.,

2001 ; Perdiguero et al., 2009 ; Bharathy and Taneja, 2012).
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3 Programme transcriptionnel myogénique et régulation épigénétique

Suite aux signaux extracellulaires appropriés (morphogenes durant 'embryogénese
ou stress lié a une blessure dans le muscle adulte), la myogénese est activée. Elle se
traduit par la mise en place d’un programme transcriptionnel controlé par les MRF's
débutant par 'activation de 'expression de p21 et une sortie irréversible du cycle
cellulaire (Penn et al., 2004).

La fixation des MRFs sur leurs geénes cibles a été étudiée dans divers systemes
cellulaires a ’aide des nouvelles technologies a haut débit telles que le ChIP-chip ou
le Chip-seq (Cao et al., 2010; Soleimani et al., 2012; Cao et al., 2006 ; Blais et al.,
2005). Ces analyses a large échelle se sont particulierement focalisées sur MyoD,
facteur de transcription jouant un role majeur dans la myogénese. Comme attendu,
elles ont montré que MyoD se fixe sur les séquences régulatrices de genes connus
pour étre surexprimés ou sous-exprimés durant la différenciation. De maniere plus
surprenante, elles ont aussi révélé que MyoD se fixe sur un tres grand nombre de
geénes qui n’apparaissent pas régulés durant la myogénese. D’autre part, ces fixations
sont, observés a la fois dans les myoblastes et les myotubes différenciés.

D’un point de vue mécanistique, la régulation de l'activité transcriptionnelle
des MRFs et des MEF2 est expliquée en grande partie par des modifications
épigénétiques. En effet, celles-ci permettent de moduler la structure de la chromatine
et donc Defficacité de transcription (Yahi et al., 2006 ; Albini and Puri, 2010; Aziz
et al., 2010). Les deux modifications épigénétiques les plus couramment étudiées
sont les acétylations/déacétylations d’histones et les méthylations. L’acétylation
est régulé par les facteurs antagonistes HDACs et HATS, et est corrélée avec une
activation de la transcription. A l'inverse, la déacétylation entraine une compaction
de la chromatine et une répression de la transcription. Le role des méthylations
apparait plus complexe et est régulé par les HMTs et les déméthylases.

Dans les cellules non différenciées, la répression des genes musculaires est assurée
via le recrutement de HDACs et de HMTs qui interagissent avec MyoD et MEF2.
Les HMTs produisent des modifications d’histones inhibitrices (H3K9me2/me3 et
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H3K27me3) qui empéchent l'actvité transcriptionnelle de MyoD et des MEF2.
Dans les cellules différenciées, le recrutement de HATSs, de HMTs, de déméthylases
ainsi que des complexes de remodelage de la chromatine SWI/SNF et Brgl/Brm
entrainent des modifications d’histones activatrices (H3K9ac, H3Kl14ac, H3K4,
H3R8 et H3R17me). Celles-ci permettent une configuration ouverte de la chromatine
permettant 'activation de transcription des genes cibles de MyoD et des MEF2
(Figure 27) (Bharathy and Taneja, 2012).

Myoblastes indifférenciés

REPRESSION

HIREme HIR1Tme
- - TRANSCRIPTION
ARNmM
- E
H3KAme 9ac  MIMGAC HIKdme

& |jcthylation d'histone inhibitrice
@ Méthylation d'histone activatrice
o Acétylation d'histone

FIGURE 27: Régulation épigénétique des promoteurs dans les myoblates
non différenciés et dans les myotubes différenciés. (Adapté de Bharathy

and Taneja, 2012).

E Autres mécanismes de la régulation génique
1 Les micro-ARNs

Les micro-ARNs sont de petits ARN non codants d’une vingtaine de nucléotides
tres conservés dans I’évolution. Ils sont capables de réguler 'expression de genes de

maniere post-transcriptionnelle en se liant a des séquences complémentaires situées
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dans leurs ARN messagers cibles. Une complémentarité parfaite n’est pas nécessaire
pour assurer la dégradation du transcrit ou I'inhibition de sa traduction. En effet,
on sait qu’il suffit d’avoir une complémentarité au niveau d’une séquence située a
Iextrémité 5 du micro-ARN : la séquence < seed ». Celle-ci peut étre de 6 a 8
nucléotides de longueur (Lewis et al., 2003). Il apparait de plus en plus évident que
les micro-ARNSs jouent un role déterminant dans de nombreux processus biologiques
comprenant le développement, la différenciation cellulaire, la prolifération ou encore
I'apoptose (Cremisi, 2013 ; Williams et al., 2009 ; Liu et al., 2013 ; Wang and Qian,
2014).

L’importance des micro-ARNs dans le développement musculaire est révélée,
notamment, par la production de souris KO pour Dicer, enzyme essentielle a la
maturation des micro-ARNSs, spécifiquement dans les cellules squelettiques. Ces
souris présentent un défaut de développement de la fibre musculaire et une masse
musculaire réduite (O’Rourke et al., 2007).

Des analyses transcriptomiques a large échelle ont permis de révéler la variation
d’expression de nombreux micro-ARNS durant la différenciation myogénique dans
des lignées humaines. On dénombre 60 micro-ARNs différenciellement exprimés
durant la myogénese : 43 sont activés alors que 17 sont inhibés (Dmitriev et al.,
2013). Les genes cibles de ces miR sont impliqués dans un large éventail de fonctions
cellulaires : régulation transcriptionnelle, régulation du cycle cellulaire, dégradation
protéique, ubiquitination, apoptose, motilité cellulaire, transport intracellulaire. ..
Ceci révele le degré de complexité de la régulation par micro-ARNs durant le
processus de myogénese.

Parmi les micro-ARNSs activés durant la différenciation, I’expression de miR-1, miR-
133 et miR-206 est particulierement induite et de nombreuses études ont montré
leur role essentiel dans la différenciation musculaire squelettique (Chen et al., 2006 ;
Kim et al., 2006 ; Huang et al., 2011). Ces micro-ARNs considérés comme spécifiques
du muscle sont appelés MyomiRs ; ils présentent des similarités d’architecture et de
fonction. Leur expression est régulée a la fois par les MRF's et les Mef2 ainsi que par

d’autres facteurs de différenciation myogéniques (Rao et al., 2006 ; Sweetman et al.,

2008) (Figure 28A).
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Les couples miR-1-1/133a-2, miR-~1-2/133a-1, and miR-~206/133b sont produits en
transcrits bi-cistroniques a partir de chromosomes différents (Figure 28B ). Les
formes matures de miR-1 et miR-206 possedent la méme séquence seed et; la

séquence de miR-133a et miR-133b ne differe que de deux nucléotides.
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FIGURE 28: MyomiRs. (A) Circuits transcriptionnels dans lesquels sont impliqués
les myomirs. (B) Clusters bicistroniques des myomirs. Les éléments régulateurs cis

sont indiqués sous la forme de boites noires (Adapté de Williams et al., 2009).

miR-206 participe a la myogénese en inhibant la protéine Polal, plus grande sous-

unité de I’ADN polymérase a (Kim et al., 2006). L’arrét du cycle cellulaire et
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I'inhibition de synthese d’ADN qui en découlent, sont deux événements clés a ’entrée
en différenciation. D’autre part, miR-206 inhibe aussi I'expression des facteurs de
transcription inhibiteurs de la différenciation Pax3 et Pax7 (Chen et al., 2010 ; Hirai
et al., 2010).

Bien que présentant la méme séquence seed et des profils d’expression similaires,
miR-1 et miR-206 présentent des caractéristiques et roles propres. En particulier,
si miR-206 est exclusivement exprimé dans les muscles squelettiques, miR-1 est
aussi exprimé dans le cceur. miR-1 participe a la myogénese en inhibant HDACA4,
répresseur transcriptionnel de nombreux genes musculaires et notamment de Mef2.
miR-133 participe a la différenciation myogénique en régulant I'expression de MALT,
IGF-1R et en particulier celle de nPTB. Ce facteur d’épissage controle les profils
d’épissage lors de la différenciation neuronale et musculaire (Boutz et al., 2007).
En plus de ces miR spécifiques du muscle, d’autres micro-ARNs ont été démontrés
essentiels a la différenciation myogénique tel que miR-24, miR-214 ou encore miR-

26a (Sun et al., 2008, Wong and Tellam, 2008 ; Feng et al., 2011).

2 L’épissage alternatif

Les genes codant pour les protéines de la contraction musculaire ont été parmi les
premiers pour lesquels on a observé de 1'épissage alternatif (Andreadis et al., 1987).
Pour cette raison, de nombreux genes du muscle ont servi de modele pour étudier les
mécanismes de 1'épissage tels que les genes de la troponine T ou de la tropomyosine
(Breitbart et al., 1985 ; Gooding and Smith, 2008 ; Goo and Cooper, 2009). Ainsi de
nombreuses protéines de liaison a ’ARN ont été impliquées dans I'épissage alternatif
d’exons spécifiques du muscle : les membres de la famille CELF (Ladd et al., 2001),
de la famille MBNL (Pascual et al., 2006), de la famille FOX (Kuroyanagi, 2009),
PTB (Spellman and Smith, 2006), hnRNP H (Chen et al., 1999). ..

Plus récemment, les nouvelles technologies a haut débit ont permis une meilleure
compréhension des programmes d’épissage mis en place lors du développement
musculaire, de la différenciation ou dans le muscle adulte. En particulier, ’analyse

globale des événements d’épissage régulés dans une grande variété de tissus a permis
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de confirmer que le muscle est I'un des tissus présentant le plus de variations
d’épissage (Castle et al., 2008). Si la plupart de ces études transcriptomiques
permettent de dégager des caractéristiques d’épissage communes aux muscles
squelettiques, celles-ci n’apparaissent pas muscle-spécifiques. En effet, une grande
partie d’entre elles a été montrée comme partagé par les cellules neuronales
(Grabowski, 2011).

La différenciation est un processus dynamique composé d’une succession temporelle
d’étapes. Les analyses a large échelle réalisées ont permis de dégager des groupes
d’exons co-régulés a ces différents points de différenciation myogénique et ce, dans
diverses especes (Kalsotra et al., 2010 ; Kalsotra et al., 2008 ; Bland et al., 2010). Les
événements d’épissage alternatif conservés entre especes impliquent des genes codant
pour des protéines du cytosquelette mais aussi, et de maniere plus intéressante,
pour des facteurs de régulation d’épissage ou plus globalement pour des protéines
de liaison a I’ARN. Ceci met en avant I'importance de la régulation de ’ARN et de
I’épissage dans la mise en place du phénotype musculaire.

Les analyses de motifs réalisées ont permis de déterminer une série de motifs
spécifiques de la myogénese associés a 'inclusion ou 'exclusion d’exon (Figure 29).
On observe un enrichissement net en motifs pour les protéines FOX, PTB et
STAR. De maniere plus surprenante, des motifs pour le facteur d’épissage hnRNP
L sont aussi enrichis bien qu’il n’ait, jusqu’a maintenant, pas été associé de maniere

spécifique a ’épissage du muscle.
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FiGURE 29: Motifs d’épissage enrichis durant la différenciation
musculaire. Enrichissement de motifs associés a l'exclusion d’exon (en haut) et
Uinclusion d’exzon (en bas). En gras : les motifs conservés entre la souris et [’oiseau.
Donnés provenant de (Barash et al., 2010 ; Kalsotra et al., 2010; Bland et al., 2010).
Les motifs pour lesquelles les protéines dinteraction sont connues présentent le nom

du facteur correspond entre parenthéses (Adapté de Llorian and Smith, 2011).
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IV. DM1

A  Préambule

La dystrophie myotonique de type 1 (ou myopathie de Steinert, couramment abrégée
DM1), est la forme adulte de dystrophie musculaire la plus commune. Au niveau
mondial, on estime qu’en moyenne environ une personne sur 20.000 est atteinte de
cette maladie (Bird, 2013). C’est une pathologie rare dont la prévalence peut varier
de un cas sur 100 000 au Japon jusqu’a un cas sur 500 dans des régions spécifiques
telles que le nord-est du Québec (Turner and Hilton-Jones, 2010; Yotova et al.,
2005).

Elle est caractérisée principalement par un affaiblissement et une atrophie musculaire
progressive, et par une myotonie (difficulté a relaxer un muscle ou un groupe de
muscles une fois qu’ils ont été contractés). C’est une maladie multisystémique et
dégénérative, touchant un vaste éventail de tissus en plus des muscles.

Maladie héréditaire autosomique dominante, la DM1 peut affecter autant les
individus de sexe masculin que ceux de sexe féminin. L’expression des symptomes
est tres variable d'une personne a l’autre, méme au sein d’'une méme famille. D’autre
part, on observe un phénomene d’anticipation tres marquée de la maladie c’est-a-
dire une aggravation de génération en génération au sein d’'une méme famille et,
également, une apparition de plus en plus précoce (Martorell et al., 1998).

La mutation a l'origine de la DM1 est bien caractérisée : il s’agit d’une expansion
anormale de répétitions CTG située dans la région 3’'UTR non codante du gene
DMPK. Le nombre de ces répétitions est directement corrélé a la sévérité de la
maladie. Un nombre de répétions supérieur a 37 est associ¢ a la pathologie avec

différents degrés de sévérité (Figure 30) (Bird, 2013).
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F1GURE 30: Mutation pathologique de la DM1. Représentation de ’ARN pré-
messager de la DMPK. Les répétitions CUG sont présentes dans la région 3’UTR
et une relation entre le nombre de triplets et la sévérité de la pathologie est indiquée

(Turner and Hilton-Jones, 2010).

B Différentes formes

On distingue 4 formes de DM1 selon la sévérité et I’age des premiers symptomes. Le
nombre de CTG est donné a titre indicatif. En effet, la tres grande variabilité dans
la manifestation des symptomes d’un sujet a I'autre empéche ’établissement d’une
corrélation précise entre le nombre de CTG et la sévérité de la maladie (Harper and

Harper, 2001).

1 Forme congénitale

C’est la forme la plus sévere des DMI1. Elle est associée a une transmission
majoritairement maternelle (Harper and Harper, 2001), et se caractérise par de
larges expansions de répétitions d’un millier a plusieurs milliers de CTGs.

Deés la grossesse, on observe une diminution de la mobilité feetale et 'enfant
présentera a la naissance une hypotonie généralisée, une détresse respiratoire, une

faiblesse musculaire généralisée (notamment des muscles respiratoires et faciaux) et
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des difficultés d’alimentation (liées a des troubles de la succion et de la déglutition).
Si l'enfant survit a la période néonatale, on constatera souvent un retard du
développement psychomoteur (Spranger et al., 1997 ; Harper and Harper, 2001).

Entre 10 et 20 ans, les autres symptomes d'une myopathie de forme
adulte apparaissent et les patients développent souvent de graves problemes

cardiorespiratoires autour de 30 ou 40 ans (Turner and Hilton-Jones, 2010).

2 Forme infantile

Les symptomes de cette forme de DM1 peuvent étre visibles a partir de 10 ans.
L’atteinte musculaire et neurologique peut étre discréte (notamment I’absence de
myotonie) et rend le diagnostic plus difficile (Turner and Hilton-Jones, 2010). En
revanche, les troubles du comportement sont souvent visibles et se traduisent par
des difficultés d’apprentissage, un retard scolaire et des problemes d’insertion sociale.
Certaines études retrouvent aussi un comportement autistique chez certains enfants

atteints par la DM1 (Ekstrom et al., 2008 ; Angeard et al., 2011).

3 Forme adulte

Il s’agit de la forme < classique > de la DM1, elle est caractérisée par une centaine a
un millier de triplets CTG. Les symptomes débutent entre 20 et 40 ans et sont tres
variables : faiblesse musculaire, myotonie, cataracte, résistance a l'insuline, troubles
du sommeil et du comportement. .. Il faut noter que ’age d’apparition, la sévérité
des symptomes ainsi que le développement de la maladie varie énormément d’un
individu a un autre.

Les symptomes et aspects cliniques de la forme adulte de la maladie sont décrits

plus en détails dans la partie < Aspects cliniques >.

95



IV. DM1I 1. INTRODUCTION

4 Forme tardive

Les individus présentant cette forme de DMI1 possedent en général moins d’une
centaine de répétitions CTGs. Cette forme se caractérise par des symptomes plus
discrets essentiellement représentés par une cataracte, une myotonie légere parfois
asymptomatique ou encore une calvitie frontale précoce. L’espérance de vie est
normale (Machuca-Tzili et al., 2005; Arsenault et al., 2006). Si les symptomes de
cette forme de DM1 sont beaucoup plus discrets, elle représente une source non

négligeable de transmission a la descendance des formes plus graves.

D’autre part, des individus peuvent étre porteurs d'un nombre conséquent de triplets
CTG (une cinquantaine de répétitions) sans présenter aucun des symptomes de la
maladie. Sans étre cliniquement atteints, ils sont capables de transmettre la mutation
pathologique, cette fois amplifiée, a leurs enfants. Ce phénomene est appelé pré-

mutation (Martorell et al., 2001).

C Aspects cliniques

L’atteinte musculaire présentée par les patients DM1 constitue un schéma bien précis
et caractéristique de la maladie. Le symptome prédominant est la faiblesse des
muscles distaux, des muscles superficiels du visage et du cou. Le diaphragme, les
muscles intercostaux et oculaires externes sont aussi souvent atteints. D’autre part,
une myotonie musculaire est fréquemment observée et se traduit par des spasmes
toniques des muscles dus a 'incapacité de relaxation apres une contraction volontaire
(Bird, 2013).

Les muscles lisses (ou involontaires) sont aussi tres souvent atteints. Ceci se traduit
par un dysfonctionnement de 1’cesophage, du pharynx mais aussi du systeme gastro-
intestinal (Bellini et al., 2006).

La DM1 est une pathologie multisystémique touchant d’autres organes que les
muscles squelettiques et lisses. L’atteinte cardiaque est quasi-systématiquement

présentée par les patients. Des défauts de la conduction cardiaque sont observés
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a des degrés de sévérité variable, et les cardiomyopathies sont une cause fréquente
de mortalité chez les patients (Petri et al., 2012).

Des troubles du systeme nerveux central et de la cognition sont également
présents. En particulier, les apnées du sommeil, 'hypersomnie et la somnolence
sont caractéristiques et bien documentés (Laberge et al., 2009; Dauvilliers and
Laberge, 2012). Les troubles cognitifs présentés par les malades sont tres variables et
regroupent un retard intellectuel plus ou moins sévere, des difficultés d’apprentissage
et d’interaction sociale. Du point de vue comportemental, on observe des patients
anhédoniques, apathiques ou encore obsessionnels (Winblad et al., 2005 ; Antonini
et al., 2006 ; Gaul et al., 2006).

Une dérégulation endocrinienne s’observe et peut étre a 1’origine d’endocrinopathies
incluant 'hyperinsulinémie (pouvant entrainer un diabete de type II), le
dysfonctionnement de la thyroide, la dérégulation calcique ou encore I'atrophie
testiculaire pour les hommes (Orngreen et al., 2012).

Une cataracte précoce de type polychromatique, avant I’age de 40 ans, est une autre
caractéristique de la DM1.

Enfin, les patients DM1 présentent d’autres symptomes récurrents mais difficile
a lier a un organe en particulier tels que la fatigue (Kalkman et al., 2005), une
prédisposition a certains cancers (Win et al., 2012), une calvitie précoce pour
les hommes ou encore une réaction anormale aux médicaments (Veyckemans and

Scholtes, 2013). ..

D Aspects moléculaires
1 Mutation pathologique

La mutation a l'origine de la DM1 est une expansion anormale de triplets CTG.
Une expansion de CTG est aussi présente chez les individus sains mais le nombre de
répétitions CTG varie entre 5 et 37. D’autre part, celui-ci reste stable au cours des
générations. Au-dela de ce seuil, chez les individus DM1, les expansions deviennent

instables et ont une forte tendance a I'amplification. Les séquences nucléotidiques

97



IV. DM1I 1. INTRODUCTION

répétées augmentent en taille d’une génération a la suivante, qui présentera alors une
forme plus grave de la maladie a un age plus précoce que la génération précédente :
c’est le phénomene d’anticipation (Harper and Harper, 2001).

D’autre part, le nombre de répétitions des triplets est tres instable au sein des tissus
d’un méme individu : c’est la mosaique intertissulaire de la mutation (Lépez Castel
et al., 2010). Celle-ci est généralement associée a des phénotypes tissu-spécifiques.
Autrement dit, les tissus les plus atteints dans la maladie sont souvent ceux qui
présentent un nombre de répétitions de triplets plus important. D’autre part, cette
variation peut aussi étre observée au sein d’'un méme tissu.

Plusieurs mécanismes semblent a 1’origine de cette instabilité intergénérationnelle
et tissulaire. Le premier est le dérapage de la fourche de réplication lors de la
réplication de 'ADN. En effet, il a été montré in vitro que 'ADN polymérase
présentait des défauts d’activité au niveau des triplets répétés a fort contenu en GC
(Pelletier et al., 2003). Cependant, un autre mécanisme est nécessaire pour expliquer
I'instabilité dans les cellules post-mitotiques dont font partie les cellules musculaires
et neuronales. Différentes études ont montré le role des protéines de réparation de
I’ADN dans l'instabilité des triplets. En effet, il est possible que celles-ci ne soient
pas capables de réparer les structures secondaires formées par les séquences répétées,
entralnant une réparation erronée de ’ADN qui résulte en une augmentation de la
taille des répétitions (Gomes-Pereira and Monckton, 2006).

Le gene DMPK, sur lequel on trouve les répétitions pathologiques, code pour une
protéine kinase de type sérine/thréonine; il a été impliqué dans la dynamique du
cytosquelette, I’homéostasie calcique, et la physiologie musculaire (Kaliman and
Llagostera, 2008). Des études ont aussi montré que ce gene est impliqué dans
l'organisation du muscle squelettique (Reddy et al., 1996) et la différenciation
myoblastique (Furling et al., 2001). Chez les patients DM1, on observe une baisse
de 'expression du gene DMPK ainsi que de ses genes voisins (SIX5 et DMWD). En
effet, d’une part, les triplets CTG alterent localement la structure de la chromatine
conduisant a une inhibition de transcription. D’autre part, on observe une rétention
des ARNs mutants dans le noyau empéchant leur traduction. Il a alors d’abord été

pensé que la maladie s’expliquait par l'inhibition d’expression des genes DMPK,
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SIX5 et DMWD. Cependant, les souris knock-out (KO) développées pour ces genes
ne présentent que quelques symptomes légers de la maladie. Il apparait donc que ce
mécanisme ne joue pas un role majeur dans la pathologie.

Les conséquences de I'expansion pathologique de triplets CTG sont complexes et font
intervenir différents mécanismes moléculaires. Il est néanmoins maintenant établi
que la majorité des symptomes est due a un gain de fonction des ARNs porteurs de
I’amplification. En effet, ceux-ci sont séquestrés dans le noyau sous forme de foyers
d’accumulation (ou foci) et entrainent une perturbation du métabolisme d’un large

groupe d’ARNs et en particulier de leur épissage.

2 Toxicité et gain de fonction de ’ARN pathologique

Les répétitions pathologiques CUG de I'ARN forment des structures en tige-
boucles d’ARN double-brin (Michalowski et al., 1999). Les transcrits mutants sont
correctement coiffés, épissés et polyadénylés mais cette conformation particuliere
empéche leur export vers le cytoplasme. Ils s’accumulent donc dans le noyau
des cellules sous la forme d’agrégats d’ARNs intranucléaires appelés foci (Davis
et al., 1997) (Figure 31). Ces inclusions nucléaires sont observables dans les cellules

musculaires et neuronales des patients DM1.

F1GURE 31: Répétitions de triplets CUG dans des myoblastes humains.
Visualisation des répétitions CUG par RNA-FISH a [’aide d’une sonde (CAG)30-
cys3 rouge. Les noyauxr sont colorés au DAPI A. Myoblastes normauzx. (B)
Myoblastes d’un patient modérément atteint (150 répétitions). (C) Myoblastes d’un
patient DM1 fortement atteint (Adapté de Davis et al., 1997).
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Ce sont les ARNs porteurs de ces répétitions qui se révelent toxiques et a ’origine
de la DM1. En effet, I'expression de répétitions CTG non codants récapitule les
symptomes majeurs de la maladie dans divers modeles animaux (Mahadevan et al.,
2006 ; de Haro et al., 2006; Wang et al., 2008; Machuca-Tzili et al., 2011). Ces
modeles n’utilisent pas forcément le gene DMPK comme vecteur des répétitions
mettant ainsi en évidence l'indépendance du contexte génomique environnant.
D’autre part, 'impact multisystémique des expansions CTG a aussi été validé dans
les modeles animaux exprimant les répétitions dans plusieurs tissus (Seznec et al.,
2001).

L’accumulation nucléaire des ARNm contenant les répétitions CUG affecte non
seulement leur transport mais altere aussi le métabolisme d’autres ARNm. En effet,
les répétitions CUG de ’ARN ainsi que les structures secondaires formées constituent
des motifs de liaison de diverses protéines. Celles-ci se trouvent alors séquestrées au
sein des foci les empéchant de réaliser leur fonction. Parmi celles-ci, les facteurs
d’épissage MBNL1 et CUGBP1 voient leur expression altérée par les expansions
entrainant de multiples défauts d’épissage.

La DM1 est donc une pathologie principalement causée par les inclusions
ribonucléaires formées par les répétitions conférant a FARN muté un < gain de

fonction > par lequel il peut séquestrer des protéines.

a Dérégulation de I’épissage

Perte de fonction de MBNL1

MBNL1 est une protéine de liaison a I’ARN tres conservée entre especes. Son
expression est ubiquitaire mais préférentielle dans le muscle, le cceur et le cerveau
(Fardaei et al., 2002). C’est un facteur d’épissage notamment impliqué au cours du
développement et lors de la différenciation (Kalsotra et al., 2008 ; Venables et al.,
2013 ; Han et al., 2013).

Le gene MBNLI est soumis a ’épissage alternatif et peut générer plusieurs isoformes

protéiques. En particulier, I’exon 3 favorise 'affinité de liaison de MBNL1 aux ARN

100



IV. DM1I 1. INTRODUCTION

et 'exon 7 a été impliqué dans I'import nucléaire de la protéine (Tran et al., 2011).
De nombreuses études ont été réalisées afin d’établir la < carte de régulation
> décrivant I'activité activatrice ou inhibitrice de ce facteur. La capacité de MBNL1
a inclure ou exclure un exon alternatif dépend de la localisation de son site
d’interaction par rapport a cet exon. En effet, la fixation de MBNL1 en amont
de l'exon alternatif empéche le recrutement du spliceosome au niveau du site 3’
d’épissage aboutissant a ’exclusion de I'exon alternatif. Au contraire, la présence
d’un motif de fixation en aval de I’exon alternatif favorise son inclusion (Goers et al.,
2010 ; Wang et al., 2012b).

MBNL1 est capable de se lier aux motifs YGCY (Y étant une pyrimidine). Ainsi il a
été montré que cette protéine se lie aux expansions (CUG)n a la fois in vitro (Miller
et al., 2000) et in vivo dans les cellules musculaires et neuronales de patients DM1
(Fardaei et al., 2002). MBNLI1 est donc séquestrée au niveau des foci pathologiques
entrainant sa déplétion du nucléoplasme et donc son impossibilité a réguler 1’épissage
de ses ARNs cibles. Cette perte de fonction de MBNL1 contribue au phénotype de
la maladie. En effet de nombreux transcrits dérégulés chez les patients DM1 sont
régulés par MBNL1 (Yuan et al., 2007). D’autre part, des souris KO pour MBNL1
portant I'exon 3 (qui code son site d’interaction a ’ARN) reproduisent la plupart
des symptomes de la pathologie (Matynia et al., 2010). On estime que pres de 80%
des défauts d’épissage observés dans un modele murin de DM1 sont retrouvés dans
les souris KO de ce gene (Du et al., 2010).

MBNLI1 appartient a la famille MBNL comportant trois homologues : MBNLI,
MBNL2 et MBNL3. Si MBNL1 et MBNL2 ont une expression ubiquitaire et
principalement dans le muscle, le coeur et le cerveau; MBNL3 est principalement
exprimée dans le placenta. Au cours du développement, son expression diminue alors
que celle de MBNL1 et MBNL2 augmente (Fardaei et al., 2002 ; Kanadia et al., 2003).
Néanmoins, il est intéressant de noter que la colocalisation de MBNL2 comme de
MBNL3 dans les foci de la DM1 a été démontrée ; suggérant que tous les membres

de la famille MBNL participent a la maladie (Fardaei et al., 2002).
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Gain de fonction de CUGBP1

La protéine CUGBP1 appartient a une famille de six paralogues : la famille CELF.
Les fonctions de cette protéine sont multiples et dépendent de sa localisation
subcellulaire : dans le noyau, elle agit comme un facteur d’épissage (Philips
et al., 1998); dans le cytoplasme, elle est un facteur d’initiation de la traduction
(Timchenko et al., 2004) ou de stabilisation de ’ARNm (Timchenko et al., 1999).
Cette protéine a été beaucoup étudiée dans le cadre de la DM1 car il a été montré
qu’elle lie les répétitions CUG (Timchenko et al., 2001a). Cependant a la différence
de MBNL1, cette protéine n’est pas séquestrée au niveau des foci et ne subit donc pas
une perte de fonction. Au contraire, la présence des ARNs contenant les répétitions
CUG entrainent la stabilisation par phosphorylation de la protéine CUGBP1 dans
les modeles cellulaires et animaux de la DM1 mais aussi dans les cellules et tissus de
patients (Timchenko et al., 2001a; Wang et al., 2007). Cette hyperphosphorylation
est médiée par la voie PKC (Protéine Kinase C) selon un mécanisme qui est encore
inconnu. L’augmentation d’expression qui en résulte a des conséquences sur le profil
d’épissage des transcrits cibles de CUGBP1. La surexpression de cette protéine
dans différents modeles animaux induit des probléemes musculaires et cardiaques
caractéristiques de la DM1 (Koshelev et al., 2010; Ward et al., 2010) suggérant un
gain de fonction de CUGBP1 dans cette pathologie.

Des études suggerent que CUGBP2 subirait de la méme maniere une surexpression

dans la DM1 (Du et al., 2010 ; Hernandez-Hernandez et al., 2013).

Perturbation d’autres facteurs d’épissage

Bien que MBNL1 et dans une moindre mesure CUGBP1 semblent étre les facteurs
d’épissage majeurs impliqués dans la DMI, il est possible que d’autres protéines
de liaison a I’ARN soient engagées. En particulier, d’autres membres des familles
MBNL et CELF présentent une expression altérée dans la pathologie et peuvent
donc étre également importants pour la pathogénese.

D’autre part, le facteur d’épissage hnRNP H a aussi été associé aux répétitions

des transcrits DMPK (Kim et al., 2005). Son expression semble augmentée chez les
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patients DM1 et I'interaction entre MBNL1 et hnRNP H a été montrée in vivo (Paul
et al., 2006). Par ailleurs, son role dans I'épissage alternatif de I’exon 11 du récepteur

a linsuline a été étudié suggérant une coordination physique et fonctionnelle de

MBNL1 et hnRNP H dans ’épissage de cet exon (Paul et al., 2006).

La DM1 : une spliceopathie

La dérégulation de l'expression des facteurs d’épissage dans la DM1 conduit a
la production de profils d’épissage anormaux. Les deux facteurs majeurs altérés
MBNL1 et CUGBP1 ont un role dans le développement normal, notamment
musculaire. Durant celui-ci, 'expression de CUGBP1 diminue alors que celle de
MBNL1 augmente (Kalsotra et al., 2008). C’est cette balance d’expression qui semble
réguler la transition des formes d’épissage foetales aux formes adultes pour un certain
nombre de transcrits. De maniere intéressante, le profil d’expression de ces deux
protéines est inversé dans la DM1 et on observe un retour a un épissage de type
feetal. Une liste des événements d’épissage dérégulés dans la DM1 est présentée

dans le Tableau 77.
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Dérégulation Inclusion
Organe Pré-ARNm Référénces
exon/intron Exclusion
Troponine T cardiaque
Coeur Exon 5 inclusion Philips et al., 1998
(TNNT2/cTNT)
Récepteur a l'insuline (INSR) Exon 11 exclusion Savkur et al., 2001
Intron 2 inclusion Charlet-B et al., 2002;
Canal chlore (CLCN1)
Exon 7TA inclusion Mankodi et al., 2002
Troponine T squeletique (TNNT3) Exon feetal inclusion Kanadia et al., 2003
Amphyphisine 2 (BIN1) Exon 11 exclusion Fugier et al., 2011
Récepteur a la ryanodine (RyR) Exon 70 exclusion
Sarcoplasmic/endoplasmic  réticulum Kimura et al., 2005
Exon 22 exclusion
Ca2+ ATPase 1 (SERCAL)
Sarcoplasmic/endoplasmic  réticulum
Intron 19 inclusion
Ca2+ ATPase 2 (SERCA2)
LIM domain inding 3 (LB3, ZASP) Exon 11 inclusion
Zr4d inclusion
Muscle Titin (TTN)
Zr5 inclusion
squelettique
Calpain 3 (CAPN3) Exon 16 exclusion
Nebulin-related  anchoring protein
Exon 12 inclusion . P .
(NRAP) Lin et al., 2006
Exon 5a inclusion
Attractin-like (ATRNL1,ALP)
Exon 5b inclusion
Forming homology 2 domain
Exon 11a exclusion
containingl (FHOD1)
Glutamine-fructose-6-phosphate
Exon 10 exclusion
transaminase 1 (GFPT1)
MBNL1 Exon 7 inclusion
MBNL2 Exon 7 inclusion
Facteur nucléaire 1 Exon 123 inclusion
SET and MYND domain containing 1 Du et al., 2010
Exon 39 inclusion
(SMYD1)
Sperm associated antigen 9 Exon 39 inclusion
Myotubularin-related protein 1 Exon 2.1 exclusion Buj-Bello et al., 2002;
(MTMR1) Exon 2.3 exclusion Ho et al., 2005
Exon 1la inclusion
Alpha-dystrobrevin (DTNA) Nakamori et al., 2008
Exon 12 inclusion
Exon 2 exclusion
Sergeant et al., 2001
Exon 3 exclusion
Tau (MAPT) Exon 6¢ exclusion
Leroy et al., 2006
Exon 6d inclusion
Cerveau Sergeant et al., 2001;
Exon 10 exclusion
Jiang et al., 2004
Récepteur-N-methyl-D-aspartate
Exon 5 inclusion
(NMDART1) Jiang et al., 2004
Amyloid precursor protein (APP) Exon 7 exclusion
Exon 5 inclusion Dhaenens et al., 2008
MBNL1
Exon 7 inclusion
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TABLE 5: Tableau récapitulatif des événements d’épissage dérégulés dans

la DM1.(Adapté de Rau, 2011).

L’implication des défauts d’épissage dans le phénotype et en particulier les
symptomes de la DM1 a été démontrée grace a divers modeles murins.

La myotonie est causée par plusieurs défauts d’épissages dans ’ARN pré-messager du
canal chlore (CLCN1), en particulier une inclusion anormale de l'intron 2 et de ’exon
7a (Charlet-B et al., 2002). Ces insertions conduisent a I’apparition de codons stop
prématurés entrainant la dégradation des ARNs par la machinerie NMD (Nonsense
Mediated Decay). Une absence de canal chlore CLCN1 conduit & une myotonie
par hypersensibilisation de la membrane musculaire aux potentiels d’action (laizzo
et al.,; 1991). L’épissage de l'intron 2 de CLCNT1 est régulé par CUGBP1 (Charlet-
B et al., 2002), alors que l'inclusion de l’exon 7a est régulée par MBNL1 (Kino
et al., 2009). Enfin des travaux montrent que la correction, par des oligonucléotides
antisens (OAS), des défauts d’épissage du canal chlore CLCN1 dans le muscle d'un
modele murin de DM1 permet de corriger la myotonie (Mulders et al., 2009). Cette
étude montre donc que les défauts d’épissage du canal chlore sont la cause de la
myotonie chez les patients DM1.

La faiblesse musculaire est associée a une exclusion anormale de l'exon 11
du transcrit du gene BIN1 (Bridging Integrator 1) codant pour une protéine
impliquée dans la biogénese des tubules T musculaires et essentiels au phénomene
d’excitation/contraction. L’exclusion de I’exon 11 résulte en une forme inactive de la
protéine et est a I'origine d’altérations des tubules T dans les muscles squelettiques
des patients DM1 (Fugier et al., 2011). Cet épissage est régulé par MBNLI1. Enfin,
il est a noter que les épissages de RYR1, SERCA let SERCA2 sont altérés chez les
patients DM1 (Kimura et al., 2005) et ont été impliqués dans ’homéostasie calcique
et le couplage excitation-contraction, suggérant qu’une altération de leur épissage
participe a la faiblesse musculaire observée chez les patients DM1 (Osborne et al.,
2009).

Les troubles de la conduction cardiaque peuvent étre associés a 'inclusion anormale
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de l'exon 5 du gene TNNT2 codant pour la troponine T cardiaque (Philips et al.,
1998). Cet exon régule la sensibilité de la troponine T au calcium (Gomes et al.,
2004) ; il est régulé a la fois par CUGBP1 et MBNL1 (Warf et al., 2009). Cependant,
aucune démonstration directe n’existe a ce jour pour le role pathologique de
I’épissage anormal de TNNT2.

Les patients DM1 développent entre autres un diabete de type 2 caractérisé par une
résistance a 'insuline. Celle-ci est associée a une diminution de 'inclusion de I'exon
11 du gene INSR codant le récepteur a l'insuline, ce qui aboutit a la production
d’un récepteur a I'insuline moins fonctionnel (Savkur et al., 2001). L’épissage de cet
exon est régulé par MBNLI1 et CUGBP1 (Sen et al., 2009; Sen et al., 2010).

Outre le muscle squelettique et le coeur, 'épissage alternatif de plusieurs transcrits
au niveau du cerveau est également dérégulé chez les patients DM1 ce qui pourrait
expliquer en partie les troubles du systeme nerveux central. Parmi ces genes, on
trouve Tau (MAPT), NMDARI ou encore APP (Sergeant et al., 2001 ; Jiang et al.,
2004). Toutefois, on ne connait pas exactement la fonction des exons régulés.

Un schéma récapitulant les principales altérations d’expression de facteurs d’épissage
dans la DM1 et les défauts d’épissage qui en résultent associés aux phénotypes de

la pathologie est présenté Figure 32.
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FIGURE 32: Altérations de l’épissage alternatif dans la DM1 di a
un gain de fonction des ARNs porteurs de répétitions. En situation
normale, il existe un équilibre entre deux facteurs antagonistes de [’épissage :
MBNL1 et CUGBPI. Les expansions (CUG)n observées dans la DMI1 forme
une structure double brin ayant au moins deuxr conséquences pathologiques sur
ces deuz familles : la séquestration de MBNL1 au sein des foci nucléaires, et
une surexpression de CUGBPI1. Cela résulte en une déréqulation de [’équilibre
MBNL1/ CUGBPImodifiant ainsi le profil d’épissage d’une série de génes. Ces
profils d’épissage anormaux ont été impliqués dans le développement de symptomes

caractéristiques de la maladie (Adapté de Sicot, 2013).

b Autres dérégulations
Au dela des altérations d’épissage alternatif responsables de certains symptomes

importants dans la DMI1, d’autres mécanismes sont aussi impliqués dans la
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pathogenese moléculaire.

Altération de I’expression génique

Des analyses a large échelle ont permis de révéler I'impact des expansions CUG
sur Pexpression globale des génes chez les patients DM1 (Botta et al., 2007). Une
premiére explication a ce phénomene est la régulation de la stabilité des ARNs par
MBNL1 et CUGBP1. En effet, ces deux protéines sont capables de se lier a la partie
3’'UTR de transcrits et de réguler leur stabilité et leur dégradation (Masuda et al.,
2012).

D’autre part, un certain nombre de facteurs de transcription ont été décrits comme
séquestrés au niveau des foci ribonucléoprotéiques (Ebralidze et al., 2004).Ce
processus est appelé le < RNA leaching ». Parmi les facteurs de transcription
identifiés, on peut citer Spl, STAT1 et RAR.

Parmi les nombreux genes dérégulés au niveau transcriptionnel, les genes de
I’homéstasie de la signalisation calcique, des fonctions mitochondriales ou encore

de la matrice extracellulaire sont particulierement représentés (Botta et al., 2007).

Altération du métabolisme des micro-ARNs

La dérégulation d’un certain nombre de miARNs a été décrite dans le cceur et
les muscles squelettiques (Perbellini et al., 2011; Rau et al., 2011). En particulier,
Iexpression du micro-ARN muscle spécifique miR-1 est diminuée dans le coeur de
patients DM1 et est liée a la perte de fonction de MBNL1. En effet, MBNL1 est un
régulateur de la biogénese du pre-miR-1 via sa fixation sur un motif UGC localisé
dans la boucle (Rau et al., 2011). La diminution de 'expression de miR-1 entraine
I’augmentation de genes impliqués dans ’homéostasie cellulaire et pouvant donc
contribuer aux altérations cardiaques observées dans la pathologie.

La dérégulation des miARNs dans la DM1 altere I'expression de leurs transcrits

cibles, contribuant tres certainement a la pathogenese de la maladie.
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Altération de la traduction

Quelques études proposent que les répétitions CUG inhibent la traduction dans des
cellules musculaires de patients DM1 (Huichalaf et al., 2010). La protéine CUGBP1
est multifonctionnelle et peut notamment activer la traduction de p21 et Mef2a
(Timchenko et al., 2004). L’augmentation de sa stabilité chez les patients DM1

conduit donc a des anomalies de la traduction (Timchenko et al., 2005).

Transcription bidirectionnelle

La transcription bidirectionnelle consiste en la synthese d’'un ARN a partir du brin
d’ADN sens, ainsi que du brin complémentaire dit aussi antisens. Il en résulte
deux types de transcrits : un transcrit sens et un transcrit antisens. Dans la DM1,
I'existence d’'un ARN antisens aux répétitions CUG aggraverait l'instabilité des
répétitions (Nakamori et al., 2011). D’autre part, I’hybridation complémentaire des

transcrits sens et antisens peut activer la voie des ARNi (Yu et al., 2011).

Expression de petits ARN CUG

In vitro, les transcrits contenant de longues tige-boucles composées de répétitions
CNG sont des cibles de Dicer (Krol et al., 2007). Le découpage de cet ARN double-
brin par I'endonucléase induit alors la production de petits fragments CUG qui
pourraient agir comme siRNA pour réguler négativement 1’expression de transcrits
contenant des séquences complémentaires. Ce mécanisme, s’il était validé in vivo,

pourrait contribuer aux altérations d’expression des genes observés dans la DM1

(Krol et al., 2007).

Traduction RAN

Enfin, il apparait que le transcrit DMPK pathologique peut étre traduit en ’absence
d’un site initiateur ATG a partir de plusieurs cadres de lecture. C’est la traduction
RAN (Zu et al., 2011). Le transcrit antisens semble aussi soumis a ce mécanisme.

La conséquence est I’accumulation de polypeptides potentiellement toxiques pour la
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cellule. Si I'accumulation de polyglutamines a été confirmée dans un modele murin
de DM1, la toxicité de ce phénomene dans la pathologie reste a démontrer (Zu et al.,

2011).

Un récapitulatif des différents mécanismes physiopathologiques proposés

actuellement pour expliquer la pathogenese de la DM1 est présenté Figure 33.
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FIGURE 33: Mécanismes moléculaires de la pathogénése de la DM1. Le
géne DMPK contenant les expansions (CTG)n est transcrit en ARN sens et antisens.
Le transcrit DMPK muté forme une structure alternative et s’accumule dans le
noyau de cellules DM1 formant des foci, provoquant la diminution de [’expression
de la protéine DMPK. La perte de fonction de MBNLI, a cause de sa séquestration
au sein des foci d’ARN, dérégule non seulement l’épissage alternatif mais aussi
le métabolisme de la transcription et des microARNs. L’hyperphosphorylation
et l'augmentation de [’expression de CELF1 affectent l'épissage alternatif et la
transcription. La retenue des facteurs de transcription par le transcrit DMPK muté
peut aussi changer l’expression de génes cibles. La voie des ARNs interférants peut
aussi €tre activée par les structures ARN double brin, qui proviennent soit de la
structure en épingle a cheveux du transcrit avec les expansions (CUG)n, soit d’une
hybridation complémentaire des transcrits DMPK sens et antisens. Les deuz derniers
peuvent aussi étre traduits en l'absence de codon d’initiation ATG et générer ainsi
des polypeptides, potentiellement toxiques pour la cellule (Adapté de Sicot et al.,
2011).
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IV. DM1I 1. INTRODUCTION

E Stratégies thérapeutiques

L’utilisation de modeles animaux a permis de mettre en évidence le caractere
réversible du phénotype DM1. En effet, en éteignant I'expression des répétions CUG
au sein du muscle, le phénotype pathologique observé est supprimé (Mahadevan
et al., 2006). Le tissu musculaire n’est donc pas irrémédiablement altéré et les
symptomes associés sont réversibles. Ceci ouvre la porte au développement de
stratégies thérapeutiques.

Une premiere approche est I'inhibition de I’altération des facteurs d’épissage MBNL1
ou CUGBP1. Par exemple, la surexpression par injection virale de MBNL1 dans
les muscles squelettiques de modeles murins permet la restauration des défauts
d’épissage et la correction de symptomes comme la myotonie (Kanadia et al., 2006).
Une autre stratégie est de cibler directement ’ARN porteur des répétitions
pathologiques. L’utilisation d’oligonucléotides antisens (OAS) modifiés permet
d’hybrider de maniere spécifique ’ARN cible et d’activer sa dégradation. L’injection
subcutanée d’OAS dans un modele murin de DM1 a permis une baisse importante
du niveau du transcrit toxique et une correction des symptomes musculaires de la
maladie (Wheeler et al., 2012). Ces effets bénéfiques sont apparus apres 2 semaines
et ont persisté jusqu’a un an apres l'injection.

La limitation principale de ces stratégies thérapeutiques est de ne concerner pour
I'instant que le muscle. La DM1 étant une maladie multisystémique, il est nécessaire
d’améliorer les molécules existantes pour leurs permettre d’accéder a tous les tissus
affectés (en particulier le coeur et le cerveau). D’autre part, la durée d’efficacité doit

aussi étre augmentée afin d’éviter les inoculations répétées (Gao and Cooper, 2013a).
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2. OBJECTIFS

Les hélicases ARN DDX5 et DDX17 ont été impliqués dans de multiples étapes de
la régulation des genes notamment dans le controle de la transcription, de 'épissage
alternatif et la maturation des microARNs. Néanmoins ces différentes fonctions
moléculaires ont jusqu’a maintenant été décrites dans des contextes cellulaires
différents.

DDX5 et DDX17 sont des co-activateurs transcriptionnels connus de MyoD, facteur
de transcription majeur de la myogénese. Ces protéines ont été impliqué dans
d’autres étapes de la régulation des genes et tout particulierement 1’épissage. C’est
pourquoi je me suis intéressée aux autres fonctions moléculaires potentielles de
DDX5 et DDX17 dans ce méme processus biologique : la différenciation myogénique.
A Taide de la lignée cellulaire murine myoblastique C2C12;, je me suis tout
particulierement intéressée a la coordination des différentes étapes de régulation
génique controlée par DDX5 et DDX17.

D’autre part, DDX5 a été impliquée dans un contexte musculaire pathologique : la
Dystrophie Myotonique de type 1. Celle-ci est caractérisée par de multiples défauts
d’épissage résultant de la séquestration du facteur d’épissage MBNL1 au niveau de
la mutation responsable de la maladie. Il a été montré que DDX5, de par son activité
hélicase, aide au recrutement pathologique de MBNL1. A T'aide de données a haut
débit, j’ai donc cherché a établir une liste d’événements d’épissage dérégulés dans la

pathologie et dépendants de DDX5 et DDX17.
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I. PUBLICATION EN REVISION DANS MOLECULAR CELL 3. RESULTATS

I Publication en révision dans Molecular Cell

Dans cet article, nous montrons que les hélicases ARN DDX5 et DDX17
coordonnent de maniere directe et dynamique plusieurs niveaux de régulation
des genes lors de deux processus de différenciation différents : la Transition
Epithélio-Mésenchymateuse (TEM) et la myogénese. DDX5 et DDX17 sont des co-
activateurs de 'activité transcriptionnelle de facteurs majeurs de ces deux modeles
(respectivement des SMADs et de MyoD) et permettent ’expression de micro-ARNs
spécifiques de la différenciation (respectivement miR-181b et miR-1/206). Ceux-
ci en retour régulent 'expression de DDX5 et DDX17 révélant 'existence d’une
boucle de rétro-controle négative. Enfin, cette diminution d’expression permet la
mise en place d'un programme d’épissage participant a l’acquisition des phénotypes
morphologiques des cellules différenciées. D'un point de vue mécanistique, il apparait
qu'un sous-groupe des événements d’épissage régulés durant la différenciation est
controlé par la coopération de DDX5 et DDX17 avec le facteur d’épissage hnRNP
H/F. Celle-ci pourrait alors assurer la reconnaissance des sites 5’ d’épissage en amont
de séquences riches en GC.

Dans ce projet, je me suis occupé d'une partie des analyses bioinformatiques ainsi que
d’une tres grande partie des manipulations expérimentales dans le modele C2C12.
Toute la partie MCF10A a été réalisée par un autre étudiant en these de 1’équipe.
Les deux projets étaient a l'origine indépendants mais les résultats obtenus étant
tres similaires, il a été décidé de combiner les deux projets afin de mettre en lumiere
le role orchestrateur de ces deux hélicases de maniere indépendante du systeme de

différenciation.

Les références citées dans cet article sont répertoriées a la fin de 'article tout comme

les figures principales et supplémentaires.
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SUMMARY

RNA helicases, including DDXS5 and its paralog DDX17, are members of a large family of
highly conserved proteins involved in gene expression regulation, although theirin vivo targets
and activities in biological processes like cell differentiation, that requires reprogramming of
gene expression programs at multiple levels, are not well characterized. In this report, we first
uncovered a new mechanism by which DDXS and DDX17 cooperate with hnRNP H/F
splicing factors to define an epithelial- and myoblast-specific splicing subprogram. We next
observed that downregulation of DDXS5 and DDX17 protein expression during epithelial to
mesenchymal trans-differentiation and during myoblast to myotube differentiation contributes
to switching splicing programs during these processes. Remarkably, this downregulation is
mediated by the production of miRNAs induced upon cell differentiation in a DDX5/DDX17-
depending manner. Since DDX5 and DDX17 are required to initiate cell differentiation by
acting as transcriptional coregulators of specific differentiation transcription factors, we
propose to namethese proteins “master orchestrators” of cell differentiation,thatdynamically

orchestrate several layers ofgene expression.

HIGHLIGHTS

- Regulation of alternative splicing by the cooperation between DDX5/DDX17 and hnRNP
H/F at GC-rich sequences.

- DDX5/DDX17 and hnRNP H/F cooperate to expressan epithelial- and myoblast-specific
splicing program.

- DDXS5/DDX17 are required for biogenesis of differentiation-specific microRNAs that
control DDX5/DDX17 protein level through a negative feedback loop.

- DDXS5 and DDX17 control the transcriptional activation of secondary master transcription

factors of cell differentiation.



Introduction

Transcriptome reprogramming during cell differentiation involves multiple layers of
regulation of the gene expression process including transcription, alternative splicing that
expands the gene message, and microRNAs(miRNAs) which controlmRNA stability and
translation (Ebert and Sharp, 2012; Kalsotra and Cooper, 2011). These different gene
expression layers are most of the time analyzedindependently, even though many factors
participating toseveral of these layers have been identified. Yet, evidence that a single factor
orchestrates several gene expression layers during cell differentiation is still missing.

The DEAD box RNA helicaseDDXS5 and its paralog DDX17 are highly conserved
proteins having functions in most steps of the gene expression process, although theirin vivo
targets and activities are not well characterized (Fuller-Pace and Moore, 2011; Janknecht,
2010; Linder and Jankowsky, 2011). They are good candidates to coordinate the multiple
layers of gene expression. Indeed, they are coregulators of several transcription factors,
including MYOD,a master regulator of muscle differentiation (Caretti et al., 2006), and
SMAD proteins (Warner et al., 2004), which mediate TGFp-induced epithelial to
mesenchymal transition (EMT), i.e. the transdifferentiation of epithelial cells to fibroblasts
(Thiery et al., 2009). In addition, DDX5 and DDX17 control the biogenesis of miRNAs, in
part via their interaction with the Drosha/DGCRS8 complex (Davis et al., 2008; Fukuda et al.,
2007). Finally, DDX5 and DDX17 are also components of the spliceosome and regulate
alternative splicing (Dardenne et al., 2012; Germann et al., 2012; Lin et al., 2005; Samaan et
al., 2013).

Two mutually non-exclusive models have been proposed to explain the role of DDX5
and DDX17 in alternative splicing. First, DDX5 and DDX17 may modulate splicing decisions
owing to their ability to actively unwind the duplex between the Ul snRNA and the 5' splice

site (5’ss),favoring the transition from the pre- to active spliceosome (Lin et al., 2005).
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Second, DDXS5 and DDX17 have been shown in two gene models (H-ras and Tau) to impact
on RNA secondary structuresthat modulate the access either of the Ul snRNA to the 5’ss or
of the RBM4 splicing regulator to its binding sitedownstream of a weak 5’ss (Camats et al.,
2008; Kar et al., 2011). Whether DDX5 and DDX17 influence a specific class of secondary
structure is not known. However, in both models the RNA helicase activity of DDX5 and
DDX17 is requiredand the 5’ss seems to be the preferential targetof these factors. In addition,
these models point to a role of DDX5/DDX17 in controlling the kinetics of splicing, by
favoring either the transition between different states of the spliceosome or the recruitment of
splicing factors downstream of the 5’ss.

In this report, we demonstrate that DDX5 and DDX17 cooperate with hnRNP H/F
splicing regulators at the level of 5’ss located in regions prone to form G-quadruplex
structures. We show that this cooperation participates to establish epithelial- and myoblast-
specific splicing programs. We next show that the downregulation of DDX5/DDX17 protein
expression observed during epithelial-to-mesenchymal transition (EMT) and myogenesis
contributes to the reprogramming of splicing during these processes. Importantly, DDXS5 and
DDX17 downregulation is mediated by specific miRNAs whose production requires both
factors. Finally we show that DDX5 and DDX17 are required to initiate EMT and myogenesis
as transcriptional coregulators of SMADs and MyoD, respectively, driving the production of
key secondary differentiation regulators.We propose a model where DDX5 and DDX17
directly and dynamically orchestrate transcription, miRNA and splicing programs in two

different models of cell differentiation.

Results

DDXS and DDX17 regulate alternative splicing ofexons exhibiting specific features.



In order to assess the role of DDXS5 and DDX17 in splicing, a genome-wide study was
performed using Affymetrix Human Exon Arraysonepithelial MCF-7 breast cancer cells
transfectedwith siRNAs targeting both DDX5 and DDX17 (siDDX5/17) or a control siRNA
(Figure 1A). Among the regulated single cassette exons, 63% (233) weremore skippedand
37% (139) were more included followingDDX5/DDX17 depletion (Figure 1B, Table S1).
Hereafter, “class S”and “class I exons will respectively refer to skipped and included exons
upon DDX5/DDX17 depletion. As shown on Figures 1C and S1A, there was a good
correlation between Exon Array prediction and extensive RT-PCR validation (n=121).

While analyzing DDX5/DDX17-regulated exons by RT-PCR, we observed that “class
I’ exons have a low basal inclusion rate in control cells (Figures 1C and 1D). This observation
was confirmed by examiningthe computed inclusion rate of DDX5/DDX17-regulated exons
using gene-normalized exon intensities fromour microarray datasets(Figure S1B)or by
computing their inclusion rate from the corresponding mRNAs present in public libraries
(FigureS1C).Explaining the poorinclusion of*class I exons, they have weak 5’ss and 3’ss
when compared to both constitutive (CONS) and alternative (ALT) exons (Figures 1E and
S1D). These exons are also flanked by large introns (Figure 1F).

“Class S” exons have very different features (FigurelH). First, they are highly
included in control cells (Figures1C and 1D, FiguresS1B and S1C). They are flanked by short
introns and have strong 3’ss (Figures 1F and S1D). In addition, the 5’ss of “class S” exons is
embedded in GC-rich sequences, in contrast tothe 5’ssof “class I” exons (Figure 1G).

However, similarly to “class I’ exons, “class S”” exons harbor weak 5°ss (FigurelE).

DDX5/DDX17 and hnRNP H/F regulate a same subset of exons.
Because “class S” exons are highly includedin control cells despite their weak 5’ss, we

hypothesized that 5’ss activators may enhance their inclusion in a DDX5/DDX17-



dependentmanner. To test this hypothesis, we computed the density of previously reported
intronic splicing enhancers (ISE) downstream of the 5’ss regulatedby DDX5 andDDX17 (Lim
and Burge, 2001; Zhang et al., 2005). As shown inFigureS1E, there is an enrichment of
ISEdownstream of “class S”’exons compared to control sets of alternative and constitutive
exons. We then usedthe SFmap software (Paz et al., 2010)to search forspecific ISE motifs. As
“class S 5’ss were embedded in GC-rich sequences (Figure 1G), we focusedour attention on
splicing factors with a known affinity forGC-rich binding motifs,such as hnRNP H/F(Huelga
et al., 2012; Katz et al., 2010; Xiao et al., 2009). Clearly, there isan enrichmentinhnRNP
H/Fbinding motifs downstream of “class S”’exons (Figure S1E).

Supporting an important functional connectionbetween DDX5/DDX17 and hnRNP
H/F, an analysisof a previously published RNA-seq dataset (Xiao et al., 2009)showed that at
least 60of the233“class S”’exons, i.e.skipped upon DDX5/DDX17 depletion,were also skipped
followinghnRNP H1 depletion(Table S2). In addition, analysis of existinghnRNP H/F CLIP-
seq datasets(Huelga et al., 2012; Katz et al., 2010)revealed that those 60 exons, as well as
thecompleteset of 233 “class S”exons,are flanked by a larger number of hnRNP H/F CLIP-seq
reads than a control set of randomly selected alternative exons (Figure 2A andTable S2).
Remarkably, joint hnRNP H/F and DDX5/DDX17 depletion (Figure S1F) cooperatively
enhanced the skipping of exons containing hnRNP H/F binding sites, but not of control exons
without hnRNP H/F binding sites (Figures 2B and2C).

Intriguingly, while analyzing the environment of DDX5/DDX17-regulated exons, we
observed that the 5’ss of exons (n-1), i.e. located just upstream of the included “class I’ exons
(n),are embedded in GC-rich sequences just asthe 5’ss of “class S” exons(n) (Figure 2D).
Furthermore, there is an enrichment in intronic hnRNP H/F binding sites downstream of the
exons(n-1) of “class I’ exons (Figure 2E). Based on the similar 5’ss configuration of “class I”

exons (n-1) and “class S” exons (n), and on recent kinetic models of splicing regulation, we



hypothesized that in the case of “class I” exons, the depletion of DDX5/DDX17 and/or
hnRNP H/F could slow down splicing of exon (n-1) to exon (n+1), and consequently increase
the time window for the recognition and inclusion of the weak exon (n). To test this model,
we selected a set of “class I” exons containing or not hnRNP H/F binding sites downstream of
exon (n-1). Remarkably, hnRNP H/F depletion,by itself or together with DDX5/DDX17
depletion, enhanced exon (n) inclusion only when hnRNP H/F binding sites were present
downstream of exon (n-1) (Figure 2E).

We next reasoned that if DDX5/DDX17 depletion would slowdown exon (n-1) to
exon (n+1) splicing, this would giveenoughtime for splicing activatorsto enhance weak exon
(n) inclusion. As the 5’ss of “class I’ exons are followedby GC-poor sequences, we looked for
TIA1 and TIAL1 binding sites downstream of “class I’ exons because these factors bind to
AT-rich motifs (Del Gatto-Konczak et al., 2000; Forch et al., 2000; Wang et al., 2010b)
(Figure 1F). Analysis of available CLIP-seq datasets revealed an enrichment of TIA1 binding
sites downstream of “class I exons (Figure 2F andTable S2). Furthermore, TIA1/TIALI
depletion (Figure S1G) reducedDDX5/DDX17-mediated exon inclusion only when
TIAT/TTIAL1 binding sites were found downstream of the regulated exons, but not in a control
exon (Figure 2G). It must be underlined that DDX5/DDX17 depletion slightly decreased
TIA1 and TIALI protein expression level (Figure S1G). However, the effect of
DDX5/DDX17 depletion on splicing could not be a consequence of TIA1/TIALI expression
decrease because in that case,the co-depletion of TIAI/TIAL1 and DDX5/DDX17 would

have had similar effects and not antagonistic effects as observed in Figure 2G.

Cooperation between DDX5/DDX17 and hnRNP H/F on G quadruplex structures.
It has been previously shown that hnRNP H/F binds to G-tracts that can form G

quadruplexes(Decorsiere et al., 2011). Interestingly,the high kinetic stability of a G-



quadruplex limits hnRNP H/F binding to G-richsequences(Samatanga et al., 2013).
Computational analysis revealed an enrichment in predicted G-quadruplexes downstream of
“class S” exons(n) when compared to “class I” exons(n) or to a set of control exons
(Figure3A). Remarkably, an enrichment inG-quadruplexeswas also predicteddownstream of
exons(n-1) of “class I’ exons, when compared to “class S” exons(n-1) or to a set of control
exons (Figure3A). Therefore, we hypothesized that the RNA helicase activity of DDX5 and
DDX17 may favor the binding of hnRNP H/F to G-tracts embedded in G-quadruplex RNA
structures.

Several lines of evidence support this hypothesis. First, in cellulostabilization of G-
quadruplex structuresusing the TMPyP4 reagenthad the same effect on splicing than the
silencing ofDDX5/DDX17 or HNRNPH/Fgenes (Figure 3B). Second, hnRNP HI co-
immunoprecipitated with both DDX5 and DDX17 (Figure 3C),in agreement with previous
reportsuggestiveof an interaction between these factors(Camats et al., 2008; Laurent et al.,
2012). A direct interaction was further supported byanin situproximity-ligation assay,a
sensitive approach that reveals complexes between single molecules that are close enough
(<40 nm) in unmodified cellsto generate a unique spot for each complex, after PCR
amplification of the complementary fluorescent antibody-linked oligonucleotide probes. PLA
using DDX5 and hnRNP HI1 antibodies detected multiple spots in the nuclei of MCF7
cells,(Figure 3D). Third, an antibody againsthnRNP HI1(bt not a control antibody)
immunoprecipitated  their target RNAs andDDX5/DDX17  depletion  reduced
thisinteraction(Figure 3E).

Finally, the helicase activity of DDXS5 and DDX17 was required for the regulation of
both exon inclusion and skipping. Stable inducible MCF-7cells were transfected with siRNAs
targeting the UTR (5” or 3°) of endogenous DDX5 and DDX17 mRNAs (siDDX5/17-UTR),

which had the same effect than siDDX5/17 (comparefor example Figures 1C and 3F). Re-



expression of wild-type DDX5(Samaan et al., 2013)rescued the splicing pattern of tested
exons to a level near or identical to the control level (Figure3F, lanes 1-3). In contrast, re-
expression of a DDX5 mutant (DDX5-KA) lacking the helicase activity could not restore, or
only partially, the splicing of all tested exons (Figure 3F, lanes 4-6).Similar results were
obtained with DDX17 (Figure S1H), underlining the functional redundancy between the 2

proteins in splicing regulation.

Cooperation between DDXS5/DDX17 and hnRNP H/F contributes to establishepithelial-

myoblast-specific splicing programs.

Aiming to confirm the cooperationbetween DDX5/DDX17 and hnRNP H/F (Figures 2
and 3)in a differentcontext, we used siRNAs targeting both DDX5 and DDX17to silence their
expression inMCF10A cells, another epithelial breast cancer cell line(Figure S2A). First, the
in situproximity ligation assayconfirmedthe interaction betweenDDXS5 and hnRNP H1 in
these cells (Figure S2B). Second, a genome-wide analysis using Affymetrix Exon Arrays,
which identified hundreds of DDX5/DDX17-dependent exons in MCF10A cells (Figure 4A,
Table S3),showed that these exonspresented similar characteristics compared to
DDX5/DDX17-regulated exons in MCF7 cells. Indeed, DDX5/DDX17-dependent exons in
MCFI10A have weak 5’ss, and the 5’ss of “class S” exons (n) and “class I”” exons (n-1) tend to
be embedded in a GC-rich environmentcontaining more hnRNP H/F binding sites (Figures
S2C,S2D and S2E). Most importantly, RT-PCR analyses revealed that a subset
ofDDX5/DDX17-controlled exons was regulated by a cooperation between these RNA

helicases and hnRNP H/F in MCF10A cells, as in MCF-7 cells(Figure4B).

MCF10Aepithelial cells are particularly interesting because they can undergoepithelial

to mesenchymal transition (EMT) upon treatment with transforming growth factor B (TGFp),



a process that could play a major role during tumor progression and metastasis
formation.DDX5 and DDX17 have been described to be involved in the regulation of EMT,
and DDXS5 interacts with SMAD proteins (Figure S3A) (Warner et al., 2004), which mediate
the cell responseto TGFf. Interestingly, we noticed thatTGFBtreatment of MCF10A
cellsinduced a decrease of DDXS5 and DDX17 protein expression level (Figure 4C).This
prompted us to investigate the functionof DDXS and DDX17 during thisprocess, especiallyat

thelevelof splicing, since it has been recently shownto be highly regulated during EMT.

The decreased expression of DDX5/DDX17 led us to hypothesize that some alternative
exons might be similarly affected by TGF[} treatment and siRNA-mediated DDX5/DDX17
silencing. To test this hypothesis, we analyzed the effect of siDDX5/DDX17, in the absence of
TGFp treatment, on the inclusion of a set of exons previously reported to be regulated during
EMT (Shapiro et al., 2011; Warzecha et al., 2010). Remarkably, a number of TGFp-regulated
exons were regulated similarly by DDX5/DDX17 depletion in untreated MCF10A cells
(Figure 4D). Because some of these exons were also regulated in the same manner by hnRNP
H/F depletion in the absence of TGF[3 (Figure 4E), we concluded that the DDX5/DDX17 and

hnRNP H/F cooperation may contribute to maintain an epithelial-specific splicing pattern.

Based on previous reports(Caretti et al., 2006), we also investigated the role of
DDX5/DDX17 in myogenesis using the well-studiedmouse C2C12 myoblast cells. Strikingly,
just as during TGFp-mediated EMT, we observed a decrease in the expression of both Ddx5
and Ddx17 proteins upon induction of myoblast differentiation (Figure 4F). In a remarkable
parallel to what we observed in MCF10A cells, a subset of exons regulated during
differentiation of C2C12 cells(Bland et al., 2010)wasregulated in the same manner upon
Ddx5/Ddx17silencing in undifferentiated myoblasts (Figures 4G and S3B). Interestingly,

more thanhalf of these exons were also co-regulated by hnRNP H/F in C2C12 cells (Figure
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4G, right panel). Importantly and like in MCF7 and MCF10A cells, Ddx5 and hnRNP H1

interacted directlyin C2C12 cells (Figures S3C and S3D).

Altogether, these results support a model where the cooperation between
DDX5/DDX17 and hnRNP H/F contributes to define an epithelial- and myoblast-
specificsplicing subprogram. DDX5 and DDX17 downregulation may thereforeparticipate to

the splicing changes that occur during EMT and myogenesis.

The downregulation of DDX5/DDX17 is part of a feedback regulatory loop involving

microRNAs

Because the DDX5/DDX17 downregulation during EMT and myogenesis may appear
contradictory with previous reports indicating their implication in these processes(Caretti et
al., 2006; Yang et al., 2006), we decided to investigate the molecular mechanismof this
downregulation to confirm its biological relevance. Interestingly, phylogenetically conserved
binding sites for two miRNAs known to be upregulated during myogenesis, miR-1 and miR-
206 (Williams et al., 2009), were predicted within the 3> UTR of both DDX5 and DDX17
mRNAs (Figures S4A and S4B). Strikingly, overexpression of pre-miR-1 or pre-miR-206 in
C2C12 cells reduced Ddx5 and Ddx17 protein levels (Figure 5A). Luciferase assays
confirmed that this effect was mediated by a direct binding of miR-1/206 onto the predicted

sites in mouse Ddx5 and Ddx17 3° UTRs (Figure 5B).

Induction of miR-1 and miR-206 during myogenesis is mediated at least in part by
MyoD, a mastertranscriptional regulator of myogenesis which is co-regulated by Ddx5 and
Ddx17 (Caretti et al., 2006), with which it interacts in C2C12 cells (Figure S5A).

Remarkably, the induction of mature miR-1 and miR-206 during differentiation of C2C12
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cells was prevented by Ddx5/Ddx17 depletion (Figure 5C in yellow). A similar inhibition was
observed when looking atthemiRNA precursors pri-miR-1al and pri-miR-206 (Figure 5C in
orange), indicating that the primary effect was a transcriptional inhibition of these miRNA
genes. However, the partial repressionof pri-miR-206 induction upon Ddx5/Ddx17 silencing
could also reflect an effect on the processing of miR-206 precursors, in agreement with
previous reports (Davis et al., 2008; Fukuda et al., 2007). Yet a direct transcriptional effect
was strongly supported by the recruitment of Ddx5 to the promoters of both miR-1 and miR-

206 coding genes (Figure 5D).

Based on these observations, we postulated that a similar feedback-loop may exist in
the MCF10A cellular model. This hypothesis was supported by several lines of evidence.
First, the DDX5 3° UTR contains twopredicted binding sites for miR-181b(Figure S4A),
which has been reportedto be induced by TGFpexpression in MCF10A cells(Wang et al.,
2010a). In agreement with this prediction, overexpression of pre-miR-181bin MCF10A cells
reduced DDXS5 protein level (Figure 5E),and luciferase assays confirmed that this effect was
mediated by a direct binding of miR-181b to the DDXS5 3 UTR, at leastonthe most conserved
of the predicted sites (FiguresSFand S4A). Intriguingly, miR-181b also repressed endogenous
DDX17 expression (Figure 5E), even though no miR-181b binding site was predicted within
DDX17 3> UTR (Figure S4B). This suggested either the existence of a non-canonical and/or
non-predicted binding site, or an indirect regulation of DDXI17 expression by miR-
181b.Second, the TGFB-induced expression of miR-181b in MCF10A cells was dependent on
SMAD transcription factors (FiguresS5Band S5C),whichinteract with their coregulator DDX5
as described above (FigureS3A). As expected, TGFB-induced miR-181b and pri-miR-181b

expressionwas prevented by DDX5/DDX17 depletion (Figure 5G) and DDXS5 was recruited
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on the promoter of the miR-181b-1 gene promoter (Figure SH), demonstrating a direct role of

DDX35 in miR-181b induction.

Our results revealed that DDX5/DDX17 expression is regulated by a negative
feedback loop during both myoblast differentiation and TGFfB-induced EMT: DDX5/DDX17
directly promote the expression of differentiation-specific miRNAs that in turn directly
downregulate their expression. Supporting a model in whichmiRNA-mediated DDX5/DDX17
downregulation drives a specific splicing program, ectopic overexpression of miR-1 or miR-
206 in C2C12 cells (Figure 51), or miR-181b in MCF10Acells (Figure 5J), induced a similar

splicing pattern than cell differentiation and DDX5/DDX17 depletion.

DDXS and DDX17 directly control the transcriptional activation of secondary master

transcription factors ofcell differentiation

Our data suggest that DDX5 and DDX17 downregulation by specific miRNAs is an
important step during EMT and skeletal myogenesis (Figures 4 and 5).However the presence
of DDXS5 and DDX17 is required for early steps of cell differentiationsince they regulate the
production of miRNAs, like miR-1/206 in myoblasts,that aredeterminantfor the fate of
myogenic precursors (Figure 5). In line withprevious observations (Caretti et al.,
2006),Ddx5/Ddx17knockdown in C2C12 cells inhibited the MyoD-dependent expression of
Myog and Mef2c, twomaster myogenic regulators,during differentiation(Figure6A). This
effect was most likely direct since Ddx5 was recruited on the promoters of Myog and Mef2c
genes (Figure 6A, right). As expected, Ddx5/Ddx17 depletion compromised the formation of

myotubes (Figure6B),confirming their key function in myogenesis.
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Likewise, DDX5/DDX17 knockdown prior to TGFf treatment inhibited, at both RNA
and protein levels, the TGFB-induced and SMAD?2/3-dependent expression of SNAII and
SNAI2, two master regulators of EMT (Thiery et al., 2009)(Figures 6Cand S6A). This effect
was direct as DDXS was recruited on SNAII and SNAI2 promoters (Figure 6C, right), along
with SMAD4 (Figure S6B). As expected, SNAIL1/2-target genes were not properly regulated
by TGFp in DDX5/DDX17-depleted cells, this included genes coding for proteinsinvolved in
epithelial cell junctions like Occludin and E-Cadherin (FigureS6Cand S6D). As a
consequence, the SNAIL-dependent loss of epithelial cell junctions, which is normally
induced by TGFB(Cano et al., 2000),and the expression of mesenchymal markers such as
FAP,werecompromised in DDX5/DDX17-depleted cells (Figures6D, S6C and S6E). Thus,
DDXS5 and DDX17 are key transcriptional coregulators of SMADs in mediating the induction

of EMT by TGFp.

Collectively, these results support a model where DDXS5 and DDX17 cooperate with
hnRNP H/F to express a specific splicing subprogram in epithelial cellsand in myoblasts,and
are required to initiate differentiation as transcriptional coregulators of MyoD and SMAD
transcription factors (Figure 6E). As a consequence, they elicit the biogenesis of
differentiation-specific miRNAs that trigger a feedback control loop which downregulates

their expression.
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Discussion

Understanding alternative splicing regulation, in particular during differentiation, is a
major challenge as it is now well established that different cell types express different splicing
isoforms, contributing to cell-specific functions (Merkin et al., 2012; Wang et al., 2008).
While the primary sequence elements of pre-mRNAs contributing to alternative splicing are
more and more characterized, the contribution of secondary RNA structures is far less
understood(Jin et al., 2011). In this report we demonstrate that the DDXS5 and DDX17 RNA
helicases favor the recruitment of hnRNP H/F on target RNAs (Figure 3). HnRNP H/F
proteinsare known to recognize G-tracts (Decorsiere et al., 2011)but this binding can be
limited if specially organized G-tracts assemble into G-quadruplexes, that arehighly stable
secondary structures (Samatanga et al., 2013). Therefore, our data support a model where the
DDXS5 and DDX17 RNA helicase activity may favor the binding of hnRNP H/F and assist
them in their splicing enhancer function. In agreement with our results, this enhancer activity
of hnRNPH/F proteins has been linked to G-runs positioned downstream of 5’ss. (Wang et al.,

2012b; Wang and Cambi, 2009; Xiao et al., 2009).

Remarkably, if DDX5/DDX17 help the recruitment of hnRNP H/F downstream of an
alternative exon defined by a weak 5’ss (class S),they enhance exon inclusion (Figure 1H). In
this case, depletion of DDX5/DDX17 and/or hnRNP H/F induces exon skipping (Figures 2A-
2C). However, if DDX5/DDX17 and hnRNP H/F cooperate at the level of an upstream exon
(n-1), this results in the skipping of the downstream weak exon(class I) flanked by GC-poor
sequences and large introns (Figure 1H). Therefore, in this case, depletion of DDX5/DDX17
and/or hnRNP H/F induces inclusion of the weak downstream exon (Figures 2D and 2E).This
model is in agreement with recent kinetic models of regulation of alternative splicing,relying

on the competition between splicing sites (Schor et al., 2013). Indeed, if splicing between two
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exons is efficient, weak internal exonsare skipped, and slowing down the splicing process
increases the time window for the recognition of such exons. Supporting this model, depletion
of TIA1/TIAL1 splicing activators, thatactdownstream of weak exons, inhibited the exon
inclusion pattern induced by DDXS5/DDX17 depletion (Figures2F and 2G). Such kinetic
models allow to better understand the well-known position-dependent effect of splicing

factors.

Our data indicate that the cooperation between DDXS5/DDX17 and hnRNP H/F
participates to maintain an epithelial- and myoblast-specific splicing subprogram as some of
the exons regulated during epithelial transdifferentiation and during myoblast differentiation
are under the control of these factors (Figure 4). In this context, it must be underlined that
exons regulated during EMT are flanked by hnRNP H/F binding motifs (Shapiro et al., 2011)
and that a function of hnRNP H/F in muscle cells haspreviously been reported (Chen et al.,
1999; Paul et al., 2011).As DDX5/DDX17 contribute to maintain an epithelial- and myoblast-
specific splicing subprogram, their downregulation during EMT and myogenesis may
favortheswitch toward the previously reported fibroblast- and myotube-specific splicing
programs (Bland et al., 2010; Shapiro et al., 2011).1t is interesting to note that hnRNP H/F
proteins are structurally and functionally related to ESRP proteins that recognize similar G-
rich sequences and play an important role in establishing an epithelial-specific splicing
program (Shapiro et al., 2011; Warzecha et al., 2010). It must also be underlined that DDX5
and DDX17 have been shown to work with RBM4 and MBNL, two splicing factors involved
inthe control of myogenesis(Kar et al., 2011; Laurent et al., 2012; Lin and Tarn, 2011).
Therefore, DDX5/DDX17 could have a wide impact on alternative splicing during EMT and

myogenesis by modulating the activity of several splicing factors involved in these processes.

16



In this context, one of the main phenotypes observed in both epithelial and myoblast
cellsunder conditions of DDX5/DDX17 depletion was the formation of lamellipodia(Figure
S7A), that characterize mesenchymal cells and that also participate to the alignment and
fusion of myoblasts (Rochlin et al., 2010; Yilmaz and Christofori, 2009).Interestingly, we
noticed that severalgenes that were spliced similarly upon DDX5/DDX17 downregulation and
during EMT or myoblast differentiation are involved in actin cytoskeleton dynamics (Figure
S7B), a process which is intimately linked to lamellipodia formation. This suggests that
splicing changes elicited by DDX5/DDX17 downregulation may participate to this
phenotypic change in differentiating cells, although it is likely that the decreased expression
of these multi-task factors has a wider array of consequences on the various molecular
processes they control. For example, it has been shown that DDXS5 controls the expression of
miR-182 in basal breast cancer cells, which directly affects the reorganization ofthe actin

cytoskeleton (Wang et al., 2012a).

Finally our data demonstrate that DDX5 and DDXI17 are not only required for
maintaining epithelial- and myoblast-specific splicing program, but they are also required for
initiating EMT and myogenesis owing to their role in transcription. Indeed, in agreement with
previous reports, we demonstrate that DDX5/DDX17 are transcriptional coregulators of the
MyoD and SMAD transcription factors that drive transcription programs during myogenesis
and TGFp-induced EMT. One consequence of this cooperation is the biogenesis of
differentiation-specific miRNAs that in turn decrease the expression of DDXS5/DDX17
(Figure5),contributing to switch the splicing of a network of genes involved in cytoskeleton

remodeling (Figure 6E).

Altogether, our results unraveled a direct and dynamic orchestration of different gene

expression layers by the RNA helicases DDX5 and DDX17 during cell differentiation. The
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DDX5/DDX17-dependent genetic circuitries that we characterized in two different biological
processes and in two different species are remarkably similar (Figure 6E) and we propose to
define such factorsas master orchestrators of differentiation. Other RNA helicases such as
DDX3X, DDX4/VASA and DHX9/RHA, that are also involved at multiple levels of gene
expression and contribute to a variety of biological processes (Abdelhaleem, 2005; Lasko,
2013; Linder and Jankowsky, 2011), may also have a broad function in coordinating the

genetic programs that unfold during biological transitions or cell differentiation processes.

Experimental procedures

Cell culture, treatment and transfection: Cell culture of standard and stable MCF-7 cells,
as well astransient transfectionassays in all cell lines were performed essentially as described
previously(Dardenne et al., 2012; Germann et al., 2012; Samaan et al., 2013; Zonta et al.,
2013). siRNAswere transfected at a finalconcentration of 26.6 nM,while pre-miRNAs (Pre-
miR miRNA Precursors, reference #AM 17100 or negative control #1, Reference #AM17110,
Life Technologies) were used at afinal concentration of 10 nM. Sequences of siRNA
sequences are provided in Table S4. For the analysis of the impact of potential G-
quadruplexes on splicing, MCF7 cells were treated for 48 h with 150 uM TMPyP4, a
molecule that stabilizes G-quadruplexes.

C2C12 cells were cultured either in growth medium DMEM supplemented with 10% fetal
bovine serum, 1% antibiotics) or in differentiation medium (DMEM supplemented with 2%
horse serum, 1% antibiotics). MCF10A cells were cultured in 1:1 (DMEM)/HAM-F12
medium (Life Technologies) supplemented with 5% horse serum (Cambrex), 10 ng/ml human
epidermal growth factor (PromoCell), 0.5 pg/ml hydrocortisone (Sigma), 10 pg/ml insulin

(Sigma) and 100 ng/ml cholera toxin (Sigma). Recombinant TGFf-1 (Peprotech) was used at
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2,5 ng/ml. To block any signaling arising from autocrine production of TGFf, experiments
without TGFp were performed in the presence of 10 uM TPRI kinase inhibitor SB-431542
(Sigma) for the indicated times.

Luciferase assays, using DDXS5 or DDX17 reporters cloned in the psiCHEK-2 plasmid
(Promega) were carried out as detailed in Supplementary Materials, and analyzed using the

Dual-Luciferase® Reporter Assay System (Promega), as recommended by the manufacturer.

RNA analysis: RNA extraction, RT-PCR and RT-qPCRwere described elsewhere (Dardenne
et al., 2012; Germann et al., 2012; Samaan et al., 2013; Zonta et al., 2013). Primer sequences
for PCR and qPCR are provided in Table S4. Quantification of mature miRNAs was carried
out using the miRCURY LNA™ Universal cDNA synthesis and SYBR® Green PCR kit
(Exiqon), using specific LNA™ primers sets, following manufacturer’s instructions. RT-
gPCR values were normalized relative to U6 snRNA (also measured using LNA™ primers

set, Exigon).

Chromatin and RNA Immunoprecipitation

ChIPs were performed essentially as previously described (Fattet et al., 2013; Zonta et al.,
2013)using antibodies against DDX5 (4 ug, A300-523A, Bethyl), SMAD4 (sc-7154, Santa
Cruz) or control IgG (Santa Cruz). RNA-IP was performed as previously described
(Bittencourt et al., 2008) using hnRNP H1 antibodies (A300-511A, Bethyl) and or rabbit IgG

(sc-2027, Santa Cruz).

Microscopy
Detailed protocols for immunofluorescence, in situ proximity ligation assays (PLA) and time-

lapse videomicroscopy are given in Supplementary methods.
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Bioinformatics
Microarray analyses were performed as described previously(Mallinjoud et al., 2013; Samaan
et al., 2013). Exon numbering of mouse and human genes was based on the FasterDB server

(http://fasterdb.lyon.unicancer.fr/index.php)(Mallinjoud et al., 2013).

MaxEntScan was used to measure the scores of the 5’ and 3’ splice sites. SFmap web server

(http://sfmap.technion.ac.il/) (Paz et al., 2010)was used to predict and map known splicing

factor binding sites. UCSC LiftOver tool (http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgLiftOver) was
used to look at conservation between human and mouse exons.

Publicly available CLIP-seq datasets were retrieved from the NCBI for hnRNPH1 and
hnRNPF (GSE23694 and GSE34993 respectively) and from ArrayExpress for TIA and
TIAL1 (E-MTAB-432). The number of reads, overlapping the regions of interest, was
computed using coverageBed (Bedtools).

For the prediction of G-quadruplex structures, the first 50 or 60 intronic nucleotides
downstream of the exons of interest were searched for the previously described alternative G-
quadruplex motif Gys2-(N;7-Gpsp)3(Xiao et al., 2013). Too short introns (<100 nucleotides)
were kept as is as to avoid considering exonic sequences. These sequences were then
extended in each direction to avoid the artificial bell curve effect. Each sequence position was
associated to the number of G-quadruplexes that overlap this nucleotide. The data points were

then binned to smoothen the curve (bin size set to 5).
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Figure legends

Figure 1: Genome wide impact of DDX5/DDX17 on splicing defines two classes of
regulated exons

(A)Western blot of DDXS5, DDX17 and actin (loading control) 48 hours after MCF-7 cell
transfection with a control siRNA (-) or with an siRNA targeting both DDX5 and DDX17
(siDDX5/17). (B) Pie chart showing the number of skipped and included exons following
DDX5/DDX17 depletion. (C) RT-PCR validation of Exon Array prediction. Class S (skipped
in the absence of DDX5/DDX17) and class I (included in the absence of DDX5/DDX17)
exons are in red and in blue, respectively. The exon number is indicated.(D) Boxplot
representing the percentage of inclusion obtained by RT-PCR in control siRNA (siCTRL) and
siDDX5/17 conditions. (E) Boxplot representing the 5” splice site (5’ss) strength of class S (S)
andclass I (I) exons or the total of both classes (S+I), as well as control sets of constitutive
(CONS) or alternative (ALT) exons. (F) Boxplot representing the average length of
intronsupstream and downstream of the indicated exons (defined as in E). (G) Boxplot
representing the percentage of GC within the 30 nt-long region downstream of the 5’ss of the
indicated exons (as in E). (H) Schematic representation of DDX5/DDX17-regulated exon
features. The skipped exons (n in red) have a weak 5’ splice site (5’w), a strong 3’ splice site
(3’s) and a downstream GC-rich region. The included exons (n in blue) have a weak 5’ splice
site (5’w), a weak 3’ splice site (3’w) and a downstream AT-rich region. The introns
surrounding skipped exons are smaller than introns surrounding included exons. P-values:

*P<0.01, ***P<0.001.

Figure 2: The localization of GC-rich hnRNP H/F binding sites defines the splicing

outcome of the two classes of DDX5/DDX17-regulated exons.
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(A) 100% stacked bar chart representing the percentage of exons with hnRNP H/F CLIP-seq
reads. The reads obtained from public hnRNP H/F CLIP-seq datasets were computed into
regions of 500 nt upstream and downstream of the exons for the following 3 classes: a subset
of 60 class S exons that have been experimentally validated as hnRNP H1-dependent in RNA-
seq experiments (“skipped H1”) ; the total pool of class S exons (class S) and a panel of 985
alternative exons (Control). Distribution of the number of reads was shared into 3 groups: no
read (0), 1 to 10 reads, and more than 10 reads.(***P<0.001, x2 test)(B)RT-PCR analysis of
the effect of DDX5/DDX17 and/or hnRNP H/F depletion on class S exons containing hnRNP
HI1/F CLIP-seq reads in their upstream or downstream intronic regions. PCR gels are
representative of three independent experiments.Quantification is shown as thepercentage of
alternative sequence inclusion (psi). (C)Effect of hnRNP H/F on class S exons without any
CLIP-seq read enrichment. (D)Schematic representation (upper panel) of class I exons (n)
with their upstream (n-1) and downstream (n+1) exons. The numbers correspond to the
median %GC 30nt upstream or downstream of splice sites. The boxplot (lower panel) is as in
Figure 1G except that it also includesclass I exons (n-1). The median values for class S exon
(n) and class I exons (n-1) are circled in red and in blue, respectively.(E)Top left panel: 100%
stacked bar chart representing the percentage of hnRNP H1/F CLIP-seq reads downstream of
class I exons (n-1). The CLIP-seq reads were computed into a region of 500 nt downstream of
(n-1) exonsfor class I exons and for 985 alternative control exons. Details are as in A. Right
panel: effect of hnRNP H/F depletion on class I exons harboring hnRNP H1/F CLIP-seq reads
in their upstream intronic region. Bottom left panel (framed): negative control (no CLIP-seq
read). (F)100% stacked bar chart representing the percentage of TIA1/TTIAL1 CLIP-seq reads
downstream of class I exons (n). The reads from public TIA1/TIAL1 CLIP-seq datasets were
computed into a region of 700nt downstream of exons (n)for class I exons and for a control

set of 985 alternative exons. Details are as in A. (G)RT-PCR analysis of class I exons (n)
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containing  TIA/TIAL  binding  sites  followingcontrol, siDDX5/17  and/or

siTIA 1/TIA LItreatment. Right panel (framed): negative controls (no CLIP-seq read).

Figure 3: DDXS, DDX17 and hnRNP H/F cooperate on G-quadruplex structures

(A) Prediction of G-quadruplex structures downstream of 5’ss of exons (n-1) and (n) of class
S (red line), class I (blue line), or control (black line) exons. Results of the predictions are
schematized under the graphs. (B) Splicing of alternative exons in MCF7 cells treated or not
with TMPyP4, a drug that stabilizes G-quadruplexes (left panel), or treated with
siDDX5/17and/or siHNRNPH/F (as in Figure 2). (C) Western blot analysis of hnRNP H1
after immunoprecipitation (IP) of cell lysates from stable HA-DDXS5 or FLAG-DDX17 MCF-
7 cell lines with HA (left) or FLAG (right) antibodies. Cells were induced or not with
doxycycline (dox) prior to IP. Inputs (IN) correspond to 10% of total extract. (D)In
situProximity-ligation assay (PLA) showing the interaction between hnRNP H1 and DDXS in
the nuclei (stained with DAPI) of MCF7 cells treated with control siRNA or siDDX5/17.(E)
RT-qPCR analysis after RNA-IP using control IgG antibody or hnRNP Hlantibodies. MCF7-
cells were cross-linked 48h after transfection with control siRNA (siCTRL) or siDDX5/17.
Amplification was performed with primers (arrows) encompassing the 5’ss ofclass S exon (n)
or class I exon (n-1) of the indicated genes. The results, calculated as the percentage of input
RNA, were representedas mean values of at least three independent experiments (1n>3) and
normalized to the control sample (IP in the presence of control siRNA), which was arbitrarily
set to 1 + SD (paired Student’s #-test : * P< 0.05).(F)Splicing rescue experiments. Stable
MCFT7 cells were transfected with siDDX5/DDX17 (3’ UTR) and treated with doxycyclin to
induce the expression of wild-type DDXS or RNA helicase mutant DDXS5-KA. One
representative experiment is shown (n=3). Quantification is shown as the fold change of psi

relative to the control sample.
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Figure 4. DDXS5/DDX17 and hnRNP H/F control the splicing of a subset of exons during
in epithelial cellsand in myoblasts.

(A)Diagram showing the number of skipped (class S, red) and included (class I, blue) exons
upon silencing of DDX5 and DDX17in MCF10a cells. (B)RT-PCR analysis of the splicing of a
subset of alternative exons in MCF10A cells treated with control siRNA, siDDX5/17 and/or
siHNRNPH/F.(C) Expression of DDX5 and DDX17 in TGFp-treated MCF10A cells. Actin:
loading control. (D) RT-PCR analysis of alternative exons in MCF10A cells treated with
TGFp (left panel) or siDDX5/17 (right panel). Quantification is shown as the fold change of
psi relative to the control sample. (E) Effect of hnRNP H/F on the splicing of TGF-induced
and DDX5/DDX17-regulated exons. (F) Expression of DDX5 and DDX17 during a time-
course differentiation of C2C12 cells.Actin: loading control. (G) Splicing of alternative exons
was analyzed in C2C12 cells induced to differentiate (left panel) or treated with siDdx5/17
(right panel). The black line separates exons that are coregulated or not by hnRNP H/F.
Quantification is as in D.* the two upper bands were considered as included forms and

compared to the lower skipped band.

Figure 5. A negative feedback loop involving miRNAs regulates DDXS/DDX17
expression during differentiation.

(A)Expression of Ddx5 and Ddx17 in C2C12 cells overexpressing pre-miR-1, pre-miR-206 or
a control pre-miR. (B) Luciferase assays measuring in HeLa cells the effect of miR-1 or miR-
206 on wild-type and mutated mouse Ddx5and Ddx173’ UTR. Histograms represent a mean
of at least 3 independent experiments + SD (unpaired Student’s #-test : * P< 0.05 ; ** P< (.01
; ¥¥% P<0.001). (C) Expression of miR-1 (top panel) and miR-206 (bottom panel) in C2C12
cells. Mature miRNA (yellow) or pri-miRNA (orange) were quantified 24 h after
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differentiation of cells pre-treated with control siRNA or siDdx5/17. Value were normalized
to undifferentiated cells. N=3 + SD ; * P< 0.05 ; ** P< 0.01 (paired t-test). (D) Chromatin
immunoprecipitation experiment showing Ddx5 binding to mmu-miR-1a-1(top) and mmu-
miR-206(bottom) promoters. (E)Expression of DDX5 and DDX17 in TGFp-treated MCF10a
cells overexpressing pre-miR-181b or a control pre-miRNA. (F) Luciferase assays measuring
the effect of miR-181b on wild-type and mutated human DDX5 3’ UTR in TGFp-treated
HMEC cells. Details are as in B. (G) Expression of mature miR-181b (light blue) and pri-
microR-181b (dark blue) in MCF10a cells treated or not with TGFf for 24 h. Details are as in
C. (H) Chromatin immunoprecipitation experiment showing DDXS5 binding to the miR-181b
promoter in MCF10a cells after 2 h of TGFJ treatment. ()RT-PCR analysis ofsplicing of
exons in C2CI12 cells ectopically expressing miR-1 or miR-206.(J)RT-PCR analysis of

splicing of exons inMCF10a cells treated or not with TGFf for 24 h.

Figure 6. DDXS and DDX17 controlthe expression of master transcriptional regulators
of EMT and myogenesis.

(A)RT-gPCR measurement of expression of Myog and Mef2c mRNAs in C2C12 mouse
myoblast cells after silencing of Myod (siMyod) or Ddx5 and Ddx17 (siDdx5/17), followed by
incubation in growth (- Diff) or differentiation (Diff) medium. “si ctrl”:control siRNA. Right
panel: ChIP experiment showing Ddx5 binding to Myog and Mef2c¢ promoters in
differentiating C2C12 cells. (B) Immunolabelling of C2C12 cells with an anti-myosin heavy
chain (MHC) antibody. Scale bar : 20 um. (C)RT-gPCR measurement of expression of SNAII
and SNAI2Z mRNAs in human MCF10a cells after silencing of SMAD2 and SMAD3
(siSMAD2/3) or DDX5 and DDX17 (siDDX5/17), followed or not by a 24 h treatment with

TGFB. “si ctrl”:control siRNA. Right panel: ChIP experiment showing DDXS5 binding to
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SNAII and SNAI2 promoters in MCF10a after 2 h of TGFp treatment. Histograms in A, and C
represent mean values of at least three independent experiments (n > 3) normalized to the
control sample + SD (paired Student’s #-test : * P< 0.05 ; ** P< (0.01).(D) Immunolabelling of
MCF]10a cell junctions with an anti-E-cadherin antibody. Scale bar : 20 pm. (E) Orchestrated
regulation of gene expression by DDXS5 and DDX17 during cell differentiation.The top
(orange) and bottom (green) schemes represent the differentiation of mouse C2C12 cells into
myotubes and the TGFfB-induced EMT of MCFI10a cells, respectively. In myoblasts and
epithelial cells, DDX5 and DDX17 cooperate which hnRNP H/F to control the splicing of a
specific subset of exons. Upon induction of differentiation, DDX5 and DDX17 coregulate
MyoD- or SMAD-dependent transcriptional activity, directly controlling key effectors of
differentiation, including miRNAs that in turn directly repress the expression of both
helicases. DDXS5 and DDX17 downregulation contributes to the cell-specific variationsin the
alternative splicing program and to the phenotypic changes occuring during differentiatio,like

the formation of lamellipodia.
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SUPPLEMENTAL INFORMATION

Figure S1. Regulation of alternative splicing of a subset of exons by a collaboration between
DDX5/DDX17 and hnRNP H/F at 5” splice sites followed by GC-rich sequences.

Figure S2. Interactions between DDXS5 and hnRNP HI1 in epithelial MCFI10A cells ;
characteristics of DDX5/DDX17-regulated exonsin epithelial MCF10A cells.

Figure S3. Interactions between DDX5 and hnRNP H1 in C2C12 cells.

Figure S4. Predicted miRNA binding sites in the 3° UTR of DDX5 and DDX17.

Figure SS5.Interactions between Ddx5 and MyoD in C2C12 cells ; regulation of miR-181b
expression by SMAD proteins in MCF10A cells.

Figure S6. DDXS5 and DDX17 regulate TGFB-induced EMT by controlling the expression of
master EMT transcription factors SNAIL1/2 and the resulting expression of epithelial and
mesenchymal markers.

Figure S7. Formation of lamellipodia in DDX5/DDX17-depleted cells ; putative regulation of
cytoskeleton organization by DDXS5 and DDX17.

Table S1. List of Alternative Skipped Exon (ASE) regulated by DDX5/DDX17 in MCF7 cells.
Table S2.RNA-seq and CLIP seq data related to Figure 2.

Table S3. List of Alternative Skipped Exons (ASE) regulated by DDX5/DDX17 in MCF10A
cells.

Table S4. List of siRNA and PCR primers used in this study.

Supplementary movies are viewable on a specially dedicated website localized on our
bioinformatics platform at the following address :

http://fasterdb.lyon.unicancer.fr/dardenne/

Movie S1. Time-lapse videomicroscopy of MCF10A cells treated with control siRNA in the
absence of TGFp.

Movie S2 : Time-lapse videomicroscopy of MCFI10A cells treated with control siRNA and
with TGFp, showing the formation of lamellipodia .

Movie S3 : Time-lapse videomicroscopy of MCF10A cells treated with DDX5/17 siRNA in the
absence of TGF[3, showing the formation of lamellipodia .

Movie S4 : Time-lapse videomicroscopy of C2C12 cells treated with control siRNA.

Movie S5 : Time-lapse videomicroscopy of C2C12 cells treated with Ddx5/17 siRNA showing

the formation of lamellipodia.



Supplemental Figure Legends

Figure S1. (A) Plot representing the difference in percentage of inclusion of single cassette
exons (N=121). X-axis and Y-axis represent the difference in the control siRNA and
siDDX5/17 conditions of the percentage of exon inclusion rate calculated with RT-PCR band
intensities quantified by ImageJ software or from the Exon Arrays, respectively. Primers used
for the RT-PCR validation of the 121 exons can be found in Table S4. (B) Boxplot
representing the percentage of inclusion computed from Exon Arrays in siCTRL and
siDDX5/17 conditions. (C) Boxplot representing the percentage of inclusion computed from
mRNAs from public libraries. (D)Boxplot representing the 3’ splice site (3’ss) strength of class
S (S) andclass I (I) exons or the total of both classes (S+I), as well as control sets of
constitutive (CONS) or alternative (ALT) exons. (E)Density of previously published intronic
splicing enhancers (ISE Lim and ISE Zhang) and hnRNP H/F binding motifs within 50nt
downstream of DDXS5/DDX17-regulated class Sexons, control alternative and constitutive
exons. Normalized occurrence corresponds to the percentage of motif numbers in a window of
10nt divided by the total number of sequences in each category x10.(F) Left panel: RT-qPCR
validation of the effect of siHNRNPH/F in MCF7 cells. The total HNRNPFmRNA level in
depleted cells was normalized relative to its level in cells treated with control siRNA. Right
panels: western-blots validating the effect of siHNRNPH/F and siDDX5/17siRNAs on the
expression of hnRNP H1, DDXS5 and DDX17. Actin: loading control. (G)Western-blots
validating the effect of siTIA1/TIAL and siDDX5/17siRNAs on the expression of TIA1, TIAL,
DDXS5 and DDX17. Actin: loading control.(H)DDX17 splicing rescue experiments. Stable
MCF7 cells were transfected with siDDX5/DDX17 (3° UTR) and treated with doxycyclin to

induce the expression of wild-type (DDX17) or RNA helicase mutant (DDX5-KR). One



representative experiment is shown (n=3). Quantification is shown as the fold change of psi

relative to the control sample.

Figure S2. (A) Western-blot validating the effect of siDDX5/17in MCF10A cells. (B)Detection
of endogenous DDX5-hnRNP HI1 complexes inMCF10A cells byin situ proximity-ligation
assays.Cells treated with siDDX5/17 siRNA were used as negative control.Scale bar : 20 um.
(C)Boxplot representing the 5° splice site (5’ss) strength of class S (S) and class I (I) exons
regulated by DDX5/DDX17 in MCFI10A cells, compared to a set of constitutive (CONS)
control exons (as in Figure 1E). (***P<0.001).(D) Boxplot representing the percentage of GC
within the 30 nt downstream of the 5’ss of MCF10A class S exons (n) and class I exons (n-1).
Calculated p-values did not reach statistical significance but the results show a similar trend
compared to MCF7 cells (Figure 1G).(E) 100% stacked bar chart representing the percentage
of hnRNP H1/F CLIP-seq reads downstream of MCF10A class S exons (n) and class I exons

(n-1). Details are as in Figure 2.(***P<0.001, Xz test)

Figure S3. (A)Coimmunoprecipitation assays. Epithelial TGFp-responsive HMEC cells were
used instead of MCF10A cells that are very hard to transfect with plasmids.Cells were
transfected with Flag-SMAD?3 or Flag-SMAD4 plasmids and treated or not for 2 h with TGFf.
10% of input were used as control and 100% of immunoprecipitation was loaded. DDXS5 was
detected by western-blot after Flag immunoprecipitation.(B) Western blot showing the
expression of Ddx5, Ddx17 and Myod in C2C12 cells transfected with control orsiDdx5/17
siRNAs. Actin was used as a loading control.(C)Coimmunoprecipitation between Ddx5 and
hnRNP H1 in C2CI12 cells. Endogenous Ddx5 was specifically detected in the
fractionimmunoprecipitated with HnRNP H1 and not with control IgG antibodies.(D)Detection

of endogenous Ddx5-HnRNP HI complexes in C2C12 cells byin situ proximity-ligation



assays. Cells treated with siDdx5/17 or siHnrnph/f siRNAs were used as negative controls of

the interaction.Scale bar : 20 um.

Figure S4. (A) Predicted miRNA binding sites in the DDX5 3° UTR. Top panel : screen
capture from the TargetScan website showing the predicted sites for miR-1, miR-206 and miR-
181b in the DDX5 3' UTR. Note that these sites were predicted by other freely accessible
softwares such as miRanda or PicTar (data not shown). Below are shown details about the
predicted base-pairing between the different miRNAs and their respective target sites. As the
effects of miR-1/206 and miR-181b were studied respectively in mouse C2CI12 cells and
human MCF10A cells, their base-pairing with the DDX5 3> UTR was shown within their
respective species context. The identical nucleotides between highly related miR-1 and miR-
206 are boxed in blue, indicating the perfect conservation at the level of the 5’ end-located seed
region, which is critical for the base-pairing with its mRNA target (boxed in green). Two
binding sites for miR-181b were predicted within the 3> UTR of human DDX5 transcripts, but
the second site is less evolutionarily conserved and was not tested in our experiments. The 4-
nucleotide deletions that were made within the DDX5 UTR luciferase constructs to destroy the
predicted miR-1/206 and miR-181Db target sites in luciferase assays are shown at the bottom of
each box. (B) Predicted miRNA binding sites in the DDX/7 3° UTR. Details are as in A. No

binding site was predicted for the miR-181 family.

Figure SS5. (A)Detection of endogenous Ddx5-Myod complexes in C2C12 cells by in
situproximity ligation assays. Cells transfected with Ddx5/17 or Myod siRNAs were usedas
negative controls. The western-blot under the siMyod panel demonstrates the efficiency of the
depletion.(B) Validation by western-blotting of the effect of siRNAs against SMAD2/3 (a

mixture of 2 siRNAs). Vinculin was used as loading control.(C) Expression of mature miR-



181b was measured by RT-qPCR 24 h after the induction by TGFf in MCF10a cells pre-

treated with control or SMAD?2/3 siRNA.

Figure S6. (A)DDX5/DDX17 regulate the expression of SNAIL1/2. Western-blot analysis of
SNAILI and SNAIL2 (SLUG) expression after 48 h of DDX5/DDX17 depletion and 33 h of
TGFp treatment. (B)Chromatin immunoprecipitation showing the binding of SMAD4 to SNAII
and SNAI2 promoter regions. Immunoprecipitation of SMAD4 proteins was performed after 2
h of TGFp treatment. The amplicons analyzed by RT-qPCR correspond to a region of SNA/I
and SNAI2 promoters containing a SMAD binding element.N=3 (biological replicates) + SD ;
*¥*P< 0.001 (paired r-test). The SMAD4 ChIP on SNAI2 promoter did not reach statistical
significance, even though each of the independent biological replicatesshowed clear binding
compared to the control IgG. (C) RT-qPCR analysis of the expression of epithelial (OCLN)
and mesenchymal (FAP) markers during TGFb-induced EMT of MCF10A cells, pre-treated
with control or siDDX5/17 siRNA.Value were normalized to untreated cells. N=3 (biological
replicates) £ SD ; * P< 0.05 (paired #-test).(D) Western blot analysis of E-Cadherin and
Occludin expression. As expected TGFf treatment induced a dramatic decrease of the
expression of both proteins, but pre-treatment with DDX5/17 siRNA compromised this
inhibition. (F) MCF10Acell immunostaining of epithelial junctions using Occludin and B-
catenin antibodies following DDX5/DDX17 depletion and TGFf treatment. Nuclei were

stained with Hoescht.

Figure S7.(A) Formation of lamellipodia in DDX5/DDX17-depleted cells. Top: Phase-contrast
images of MCFI0A cells transfected with control or siDDX5/17 siRNAs and treated or not

with TGFf. Bottom: C2C12 cells transfected with control or siDdx5/17 siRNA. Scale bar : 50

um. Inset: magnified view of lamellipodia (white arrows) in TGFB-treated MCF10A cells and



in both DDX5/DDX17-depleted cell lines (scale bar : 25 pm).(B)Scheme of putative regulation
of cytoskeleton organization by DDX5 and DDXI17. The scheme represents the KEGG
pathway map entitled “Regulation of actin cytoskeleton”, downloaded from the Kyoto

Encyclopedia of Genes and Genomes website (http://www.genome.jp/kegg/). Genes that were

regulated at the splicing level by DDX5/DDX17 during differentiation of C2C12 cells (orange
boxes), during TGFB-induced EMT of MCF10a cells (green boxes) or in both processes
(green/orange boxes) were added to the scheme. Single headed arrows indicate a direct impact
or a functional link between DDX5/DDX17-regulated genes and elements of the pathway ;
double headed arrows indicate reported interactions. Some details about the functional links
between the genes and cytoskeleton remodelling and/or lamellipodia formation are given in the

table below.

Supplementary methods

Antibodies and co-immunoprecipitation

Primary antibodies used for wesetern-blotting: DDX5 (ab10261, Abcam), DDX17 (ab24601,
Abcam), HA (clone 3F10, Roche), Flag (F1804, Sigma), hnRNP H1 (A300-511A, Bethyl),
Actin (I-19 sc-1616, Santa Cruz), TIA-1 (sc1751, Santa-Cruz), TIAL1 (TIAR) (sc1749, Santa-
Cruz), SMAD3 (sc-9513, Santa Cruz), SMAD2 (sc-3122, Santa Cruz), SNAILI (sc-28199,
Santa Cruz), SNAIL2/SLUG (sc-9585, Santa Cruz), E-cadherin (610181, BD), OCLN (71-
1500, Life Technologies), MYOD (M3512, Dako), GAPDH (50150, Covalab) or actin (I-19
sc1616, Santa Cruz).

For co-1Pin stable MCF-7 cell lines, cells were induced with doxycycline to express DDX5-HA
or Flag-DDX17.For HMEC cells, cells were transfected for 48 h with expression vectors

encoding Flag-SMAD3 and Flag-SMAD4 (a kind gift of P. Ten Dijke, Leiden, Netherlands),



and then treated with TGFB-1 or not (SB-431542 treatment) for 2 h before lysis.In all
experiments (including co-IP of endogenous proteins), cells were lysed in buffer containing 50
mM Tris-HCI pH 8, 150 mM NaCl, 1% NP40, protease and phosphatase inhibitors (Roche)
and incubated for 30 minutes on ice. Cleared cell extracts were incubated overnight with 4-5
ug of HA (clone 3F10, Roche), Flag (F1804, Sigma) or the indicated antibody, or control
antibodies bound to protein G magnetic beads (Life Technologies). The protein-bound
magnetic beads were washed three times with PBS 1X, resuspended in loading buffer before
Western blot analysis. Inputs correspond to 5-10% of the cleared cell lysate, depending on the

experiment.

Immunofluorescence

Cells were fixed in 4% paraformaldehyde for 20 min. After 3 washes in 1x PBS, cells were
permeabilized in 0.2% Triton X-100 for 30 min and left for 1 h in blocking solution (1x PBS,
15% serum, 0.1% Triton X-100). Primary antibodies : MHC (MY-32, Sigma), OCLN (71-
1500, Life Technologies), E-cadherin (610181, BD) and B-catenin (Santa cruz). Proteins were
revealed using a FITC-conjugated anti-mouse IgG (Sigma).Image acquisition was performed
using a Zeiss LSM780 or a Leica SP5 confocal microscope (63x objective) and images were

processed with the ImageJ program.

In situ proximity ligation assay

MCF7, MCFI10A or C2C12 cells were transfected for 48 h with either control or DDX5/17
siRNA. In the case of C2C12 cells, growth medium was removedafter 24 h and incubated with
differentiation medium for 24 h. The in situ proximity ligation assay (PLA) was conducted
using the Duolink II Kit (Olink Bioscience) as recommended by the manufacturer. Fixed cells

were incubated with antibodies against Ddx5 and the tested interactant. Interactions were



revealed using secondary antibodies coupled to specific PLA DNA probes that hybridized and
were enzymatically joined when located in close proximity. After rolling circle amplification,

each interaction generated a fluorescent spot that was analyzed by confocal microscopy.

Videomicroscopy

MCF10A or C2C12 cells were transfected with control or DDX5/17 siRNA (for 15 and 24 h,
respectively). When indicated, MCF10A were also treated for 33 h with TGFf. Culture plates
were then placed in the incubation chamber (37°C and 5% CO02) of an AXIOVERT 200M
microscope. Pictures were taken every 5 min for 24 h (MCF10A) or 9 h (C2C12) for each field
and final stacked pictures were processed using ImagelJ. Movies are viewable on a specially
dedicated website localized on our bioinformatics platform at the following address :

http://fasterdb.lyon.unicancer.fr/dardenne/

Luciferase assays

The following 3> UTR fragments were PCR-amplified from cDNA or genomic DNA and
cloned in the psiCHEK-2 plasmid (Promega) downstream of the renilla luciferase gene :
mDdx5 UTR (Figure 5B), fragment 9-311 (NM_007840) ; mDdx17 UTR (Figure 5B) :
fragment 1327-2222 (NM_152806) ; hDDXS5 UTR (Figure 5F) : fragment 852-1667 plus 37
additional nucleotides downstream of the end of 3> UTR (NM_004396). Mutant derivatives
were obtained by deletion of 4 nucleotides within miR-1/206 and miR-181b binding sites as
indicated in Figure S4 by directed mutagenesis. The same plasmid also contains the firefly
luciferase gene used for internal normalization of the data.

For the analysis of miR-1/206 effect, HeLa cells were seeded in 24-well plates and transfected
for 24 h with 50 ng of luciferase reporter along with 10 nM pre-miR precursor (control or pre-

miR-1 or pre-miR-206, Life Technologies), using Lipofectamine 2000 (Life Technologies)



following manufacturer’s instructions. For miR-181b, the protocol was the same except that
HMEC cells were used and pre-treated for 24 h with TGFf prior to transfection. 24 h after
transfection, cells were lysed and luciferase assays were carried out using the Dual-
Luciferase® Reporter Assay System (Promega), as recommended by the manufacturer. Data
were expressed as the ratio of renilla (test) to firefly (internal control) luminescence, and

normalized to the ratio obtained with the control pre-miR (arbitrarily set to 1).

Microarray analysis

One g of total RNA purified with TRIzol were labeled with Ambion reagents and hybridized
to Affymetrix GeneChip Human Exon 1.0 ST arrays. Affymetrix exon array data were
normalized using quantile normalization. The background correction was performed using
antigenomic probes. Only probes targeting exons annotated from full-length cDNA sequences
were used for analysis. Among these preselected probes, poor quality probes (e.g., probes
labeled as “cross-hybridizing” probes by Affymetrix), and probes with intensity signals that
were too low when compared to antigenomic background probes with the same GC content,
were removed from the analysis. Only probes with a DABG p-value < 0.05 in at least half of
the chips were considered for further statistical analysis. Paired statistical analyses were
performed using the Student's paired t-test on the splicing index to analyze the exon array data.
The splicing index (SI) corresponds to a comparison of gene-normalized exon intensity values
between the two analyzed experimental conditions. Data will be deposited in the Gene

Expression Omnibus upon acceptance of the manuscript, but are available on request.
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Figure S2
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Figure S3
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Figure S4

Predictions of miRNA binding in the DDX5 3' UTR
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Figure S5
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Figure S7A
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Protein Description Functions
Adducin 3 Membrane-cytoskeleton-associated protein involved in the assembly of the spectrin-actin network ; crucial role

in cell motility

ARFGAP2 GTPase activating protein for ARF1

ARF1 controls Racl signaling to regulate cell migration

BCL2/adenovirus E1B 19kDa interacting protein 2

Involved in cell elongation ; interacts with CDC42, GEFs and GAPs

Calpastatin, calpain inhibitor

Role in myoblast fusion ; calpains are involved in cell spreading, lamellipodia formatio (Rac1l signaling )

CSNK1G3 Casein kinase 1, gamma 3

Casein Kinase 1 proteins phosphorylate APC and f3-catenin

Cortactin

Contributes to the organization of the actin cytoskeleton and cell structure ; plays a role in the regulation of cell
migration and in the invasiveness of cancer cells

ESYT2 Extended Synaptotagmin-2

Regulator of endocytosis ; Esyt2 binding to PAK1 suppresses actin polymerization and inhibits the activation of
PAK1 by the GTPases Cdc42 and Rac

ENAH Enabled Homolog (Drosophila)

Actin-associated protein involved in several processes dependent on cytoskeleton remodeling and cell polarity
such as lamellipodial and filopodial dynamics in migrating cells

GRIPAP1 Ras-GTPase guanine exchange factor (RasGEF)

Modulates Ras-GTPase activity

INSR Insulin receptor

Receptor tyrosine kinase that activates several signaling pathways

NUMB Numb

Regulator of actin-dependent asymmetric division, cell-cell adhesion and polarity, lamellipodia formation ;
functions in a CDC42- and Racl-dependent manner

Multiple PDZ domain protein

Localized in tight junctions ; interacts with RhoA-GEF

RALGPS2 Ral GEF with PH domain and SH3 binding motif 2

Modulates Ral GTPase function. RalA is an effector of Ras signaling and a mediator or membrane trafficking

STX16

Syntaxin 16

Membrane trafficking

TBC1D1 Rab GTPase-activating protein (Rab-GAP)

Involved in the trafficking and translocation of GLUT4-containing vesicles and insulin-stimulated glucose uptake




II. DISCUSSION 3. RESULTATS

II Discussion

Les hélicases ARN homologues a boite DEAD DDX5 et DDX17 sont des protéines
< multi-taches >, elles sont impliquées dans de nombreuses étapes de la régulation
du métabolisme des ARNs dont la transcription, 1’épissage et la dégradation des
ARNs. Néanmoins ces différentes fonctions moléculaires ont jusqu’a maintenant été
décrites dans des contextes cellulaires différents.

La différenciation cellulaire est un processus biologique durant lequel le
transcriptome est sujet a de multiples niveaux de régulation. De plus en plus
d’évidences montrent que tous ces niveaux sont liés et coordonnés entre eux.
Néanmoins le ou les éléments coordonnateurs sont encore manquants dans la plupart
des modeles de différenciation.

C’est dans ce contexte que nous montrons que DDX5 et DDX17 coordonnent
de maniere dynamique et directe la transcription, 1'épissage et la dégradation
des ARNs lors de la myogenese et de la Transition Epithélio-Mésenchymateuse
(TEM). Nous montrons dans un premier temps que ces deux protéines cooperent
avec le facteur d’épissage hnRNP H/F pour réguler 'épissage d’exons définis par
un site 5’ d’épissage faible situé au sein de régions formant des G-quadruplex.
Cette coopération entre DDX5/DDX17 et hnRNP H/F participe a la mise en
place du programme d’épissage des cellules non différenciées. Lors des processus
de différenciation étudiés, on observe une baisse de ’expression de DDX5 et DDX17
et celle-ci contribue a la reprogrammation des programmes d’épissage cellulaires
observée durant la différenciation. Nous montrons que la baisse d’expression de
DDX5/DDX17 est médiée par des microARNs spécifiques de la différenciation
dont lexpression est directement dépendante de DDX5/DDX17. Enfin, comme
précédemment décrit, nous montrons que DDX5 et DDX17 sont des co-activateurs
transcriptionnels de facteurs de transcription majeurs spécifiques des modeles de

différenciation.
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A Meécanisme de régulation de ’épissage

Les hélicases ARN DDX5 et DDX17 ont jusqu’a maintenant été impliquées, a
plusieurs reprises dans le controle de l'épissage alternatif. D’un point de vue
mécanistique, leur activité hélicase apparailt toujours nécessaire a cette fonction et
semble systématiquement impliquer le remodelage de structures secondaires.

Nous proposons ici un modele mettant en évidence l'importance des structures
secondaires formées par ’ARN dans la régulation de I’épissage alternatif. En effet,
meéme si de plus en plus d’études montrent 'impact de ce type de structure sur
I’épissage, les mécanismes sous-jacents sont encore mal compris. Ici, nous proposons
un modele dans lequel DDX5 et DDX17 cooperent avec le facteur d’épissage hnRNP
H/F afin de controler la reconnaissance de sites 5 d’épissage suivis par des structures
en G-quadruplex. Celles-ci constituent des structures secondaires stables nécessitant
d’étre déstabilisées pour permettre a des facteurs de se fixer au niveau de leurs
séquences cibles. Ainsi DDX5 et DDX17 pourraient, de part leur activité hélicase,
assurer cette fonction. D’autre part, notre modele renforce aussi I'importance du
contexte et de la cinétique dans la régulation de l’épissage. Ainsi dans certains
cas, DDX5 et DDX17 permettraient le recrutement de hnRNP H/F en aval d’exons
présentant un site 5" au sein d’une séquence riche en GC, favorisant la reconnaissance
de I'exon et entrainant donc son inclusion. Dans d’autres cas, mais par le méme type
de mécanisme, DDX5 et DDX17 favoriseraient le recrutement de hnRNP H/F au
niveau d’un site H/F structuré en G-quadruplex situé cette fois en amont d'un exon
faible a la fois pour son site 3’ et 5’ et normalement peu inclus. Dans ce cas, la
déplétion de DDX5/DDX17 et/ou hnRNP H/F augmenterait la fenétre de temps
durant laquelle des facteurs activateurs de 1’épissage de ces exons faibles peuvent
étre recrutés, entrainant ainsi 'inclusion des exons.

Ainsi dans notre publication, nous montrons un mécanisme de régulation de
I’épissage commun a deux modeles de différenciation : la coordination avec le facteur
d’épissage hnRNP H/F. Néanmoins ce modele ne permet d’expliquer la régulation
que d'un sous-programme d’épissage commun aux deux modeles. Des données
préliminaires bioinformatiques non montrées nous indiquent un net enrichissement

en motifs MBNL1 dans I’environnement des exons régulés lors de la myogenese et
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impactés par la déplétion de DDX5 et DDX17. Une partie de ces prédictions a été
validée par RT-PCR, montrant une coordination entre ces deux facteurs dans la
régulation de 1'épissage alternatif lors de la différenciation myoblastique.

D’autre part, la fonction de hnRNP H/F dans 'épissage de cellules musculaires a
été démontrée (Chen et al., 1999; Paul et al., 2006). Il a également été montré
que MBNL1 et hnRNP H/F font parties du méme complexe ribonucléoprotéiques
dans un contexte musculaire pathologique (Paul et al., 2011). Ceci suggere une
coordination physique et fonctionnelle entre MBNL1 et hnRNP H dans ’épissage
musculaire. Ces données ainsi que nos résultats nous permettent d’imaginer une
coordination de I'action des trois facteurs DDX5/DDX17, hnRNP H/F et MBNL1

dans ce processus.

B Remodelage du cytosquelette

D’un point de vue phénotypique, la déplétion de DDX5 et DDX17 s’accompagne
d’un remodelage profond du cytosquelette cellulaire et, plus particulierement, de la
formation de lamellipodes. De maniere intéressante, ces projections membranaires
ont été impliquées dans l'acquisition de la mobilité cellulaire qui est une des
fonctions principales des cellules mésenchymateuses ainsi que d’une importance toute
particuliere lors des étapes de migration et de fusion de la myogenese (Rochlin et al.,
2010). Une partie des événements d’épissage que nous présentons co-régulés par
DDX5/DDX17 et hnRNP H/F sont régulés lors de la différenciation et impactent
des genes impliqués dans le remodelage du cytosquelette. Ceci se révele vrai pour
les exons communs aux deux modeles mais aussi pour les exons spécifiques aux
deux systemes de différenciation suggérant un role général de DDX5/DDX17 dans
la régulation des genes de remodelage du cytosquelette.

Un projet en cours au sein de ’équipe renforce cette idée. En effet, un tres grand
nombre de jeux de données de puce exon ont été produits et analysés dans I'équipe,
en condition de déplétion de DDX5 et DDX17 et ce, dans une variété de conditions
cellulaires. Un certain nombre d’exons apparaissent systématiquement régulés de

la méme maniere par DDX5 et DDX17. De maniere particulierement intéressante,
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la plupart de ces événements affectent des genes impliqués dans la dynamique du
cytosquelette d’actine (adhésion cellulaire, jonction cellulaire ou encore endocytose).
D’autre part, l'impact de DDX5 et DDX17 sur le remodelage du cytosquelette
n’est pas uniquement lié a son activité de régulation de I'épissage. En effet, une
étude a montrée que DDX5/DDX17 régulent 'expression du microARN miR-182,
qui controle a son tour l'expression de genes impliqués dans le remodelage du
cytosquelette tels que la cofiline ou la profiline. Il a été montré que ceci impacte
le phénotype migratoire des cellules (Wang et al., 2012a). Ces résultats suggerent
que DDX5 et DDX17 controlent un programme d’expression génique responsable de

la dynamique du cytosquelette cellulaire.

C Perspectives

Si le modele cellulaire des C2C12 est tres communément utilisé pour I'étude
de la myogenese, son utilisation pose néanmoins certains problemes. Dans un
premier temps, la morphologie des C2C12 en prolifération n’est pas celle de
cellules myoblastiques mais plutot celle de fibroblastes. On peut se demander
quels changements en termes de facteurs d’adhésion ont pu provoquer une telle
transformation morphologique. D’autre part, I'immortalisation qu’elles ont subie
pour échapper a la sénescence déregle leur machinerie de cycle cellulaire, entrainant
potentiellement une multitude d’autres déreglements. Cette divergence avec des
cellules satellites primaires a été étudiée et a montré que pres de 25% des genes
dérégulés dans les C2C12 ne 'étaient pas dans les cellules primaires (Cornelison,
1998). Ce modele d’étude bien que tres pratique présente donc des limitations
évidentes en termes de pertinence physiologique. Il apparait donc nécessaire de
valider notre modele dans, par exemple, des cellules myoblastiques primaires
humaines.

D’autre part, il serait intéressant de regarder lexpression de DDX5/DDX17
dans d’autres modeles de différenciation. Est-elle aussi régulée au cours de la
différenciation 7 Si c’est le cas, les mécanismes de régulation de ’expression controlés

par DDX5 et DDX17 sont-ils les mémes ? En ce qui concerne ’épissage, observe-t-
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on aussi une coopération avec hnRNP H/F ? Des données préliminaires, notamment
lors de la différenciation neuronale, montrent que le profil d’expression de DDX5
et DDX17 suit le méme modele que lors de la myogenese. Il serait donc tout
particulierement intéressant de déterminer les facteurs majeurs de ce processus dont
lactivité et/ou 'expression seraient controlé par DDX5 et DDX17. Ceci renforcerait
le role de grand orchestrateur de ces deux hélicases lors de la différenciation cellulaire.
DDX5 et DDX17 ne sont pas les seules hélicases ARN a avoir été impliquées dans
de multiples étapes de la régulation des genes, notamment lors de processus de
différenciation (Abdelhaleem, 2005) telles que DDX3X, DDX4 ou DHX9 (Linder
and Jankowsky, 2011). Par exemple, I'hélicase a boite DEAD DDX4 (ou Vasa)
est également tres conservée dans le regne animal, elle a été impliquée dans de
nombreux processus biologiques tels que la gamétogénese, la spécification des cellules
germinales ou la biologie des cellules souches (Lasko, 2013). D’un point de vue
moléculaire, DDX4 a été impliquée dans la régulation traductionnelle, la biogénese
des petits ARNs et la condensation des chromosomes. Il serait donc intéressant
de déterminer si d’autres hélicases peuvent également assurer un role coordinateur
dans des processus biologiques différents. En effet, on sait maintenant que tous les
niveaux de régulation de ’expression génique sont coordonnés, mettant en évidence
I'importance d’une intégration finement régulée. On a donc toutes les raisons de
penser que ce type de protéines est beaucoup plus fréquent que ce qui est admis
aujourd’hui.

Dans ce contexte, il est important de souligner que 1’émergence des technologies
a haut débit (puces ADN, séquengage, CLIP-seq...) associées a des analyses
bioinformatiques poussées ont permis de mettre en évidence le role global ainsi
que de dégager les grandes lignes des < regles de régulation > de ce type de
protéines. Néanmoins celles-ci font parties, la plupart du temps, de large complexes
ribonucléoprotéiques, il est donc difficile faire leur étude dans ce contexte et
la plupart des études se limitent alors a étudier leur interaction avec quelques
partenaires particuliers. Enfin, il est particulierement difficile, a partir de larges jeux
de données, de distinguer ce qui résulte en particulier d’'une fonction moléculaire

donnée, ce qui est une conséquence directe d’une conséquence indirecte. . .
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Enfin un dernier élément n’est pas abordé dans la publication soumise mais a été
observé au cours du projet. Il s’agit de la tres forte induction de la rétention de
Iintron 11 de DDX5 au cours de la différenciation. Cet intron tres conservé au
cours de I’évolution a été récemment montré contenir un microARN fonctionnel dont
les cibles ne sont pas encore connues (Moore et al., 2011). La treés forte induction
d’expression de cet intron souleve donc de nombreuses questions. Ce miR est-il
exprimé et fonctionnel au cours de la différenciation ? Participe-t-il a la mise en
place des programmes d’expression génique de la différenciation? D’autre part,
serait-il un régulateur de I’expression de DDX5 7 Ce résultat constitue une donnée

particulierement intéressante a développer dans le cadre d’un nouveau projet.
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I Préambule

La Dystrophie Myotonique de type 1 (DM1) est caractérisée par une expansion
anormale de triplets CTG dans l'extrémité 3’UTR du gene DMPK, entrainant la
séquestration des transcrits mutants dans des foci nucléaires. Ceux-ci entrainent
la séquestration du facteur d’épissage MBNL1 induisant de multiples défauts
d’épissage.

Récemment une étude a montré que MBNL1 et DDX5 interagissent a la fois dans
des myoblastes humains controles et DM1 (Paul et al., 2011). D’autre part, une
autre étude récente a montré que DDX5 colocalise avec des répétitions CUG dans
un modele cellulaire mimant la DM1 (Laurent et al., 2012). DDX5 favorise le
recrutement de MBNL1 au niveau des répétitions pathologiques ainsi qu’au niveau
d’une structure en tige-boucle de 'ARN pré-messager Tnnt2 dont 1’épissage est
altéré dans la DM1. Des mutations au niveau du core hélicase de DDX5 inhibent
a la fois le recrutement de MBNL1 et la colocalisation de DDX5 au niveau des
répétitions CUG (Laurent et al., 2012).

Les auteurs proposent alors un modele dans lequel la fonction de DDX5 serait de
remodeler les structures secondaires de 'ARN afin de faciliter le recrutement de
MBNLI1 au niveau de ces séquences régulatrices. Ainsi dans un contexte sain, en
coordination avec DDX5, MBNL1 pourrait assurer sa fonction de facteur d’épissage.
Dans un contexte pathologique de gain de fonction de ’ARN comme la DM1, DDX5
permettrait le recrutement de MBNL1 au niveau des répétitions CUG entrainant sa

séquestration et sa perte de fonction (Laurent, 2011, Figure 34).
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DDX5 facilite la fixation de MBNL1 sur des transcrits par la modification de
structures secondaires pour réguler I'épissage alternatif

MBNL1

ooxs@® @
Courtes répétitions CUG : pas de maladie | m

DDX5 facilite I'interaction de MBNL1 avec les expansions CUG entrainant sa
séquestration dans la Dystrophie Myotonique de type 1

[ Expansion de répétitions CUG : Dystrophie Myotonique l
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FiGURE 34: Modeéle proposé du réle de DDX5 dans la DM1. Dans
les cellules saines, DDX5 forme un complexe avec MBNLI1, ouvre localement la
structure secondaire de U'ARN afin de faciliter son interaction avec ses sites
réqulateurs entrainant un épissage alternatif correct et la formation d’isoformes
fonctionnelles. Dans un contexte DM1, le compleze DDX5/MBNL1 facilite la
fixation de MBNL1 sur les paires de nucléotides G-C par 'ouverture locale des
expansions CUG entrainant sa séquestration dans la pathologie. L’absence de
complexe DDX5/MBNL1 au niveau des cibles d’épissage aboutit a une altération
de [’épissage alternatif de mombreux transcrits avec une expression d’isoformes

aberrantes a 'origine des symptomes cliniques (Adapté de Laurent, 2011).

II Problématiques

DDX5 et DDX17, de par leurs nombreuses fonctions moléculaires, sont capables de
réguler I'expression ainsi que 1’épissage de nombreux genes. Il est donc nécessaire

dans un premier temps de déterminer I'impact de DDX5/DDX17 sur la fonction
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et/ou I'expression de MBNLI. Ces deux protéines régulent-elles I’expression globale
de MBNL17? MBNLI1 est sujet a l'épissage alternatif, les différentes isoformes
qui en résultent ne présentent pas les mémes fonctions (Kino et al., 2004).
DDX5/DDX17 régulent-elles ces épissages ? Si oui, quel est I'impact fonctionnel pour
MBNL1? C’est pourquoi déterminer précisément, dans un premier temps, 'impact
de DDX5/DDX17 sur I'expression de MBNL1 apparait particulierement important
dans un contexte biologique tel que la différenciation ou les profils d’expression de
DDX5 et DDX17 changent.

D’autre part, si I'interaction protéique entre DDX5 et MBNL1 a déja été montrée,
elle apparailt jusqu’a maintenant peu robuste (Paul et al., 2011 ; Laurent et al., 2012).
Enfin, DDX5 et DDX17 ont été montrées nécessaires a la différenciation myogénique
en tant que protéines co-activatrices de MyoD (Caretti et al., 2006 et notre manuscrit
actuellement en révision dans Molecular Cell). D’autre part, nous montrons que, en
coopérant avec le facteur d’épissage hnRNP H/F, DDX5 et DDX17 participent a
la mise en place d’'un programme d’épissage dans les cellules myoblastiques. Des
défauts de différenciation sont observés dans la DM1 (Timchenko et al., 2001b;
Timchenko et al., 2004). Dans ce contexte, nous avons cherché a déterminer quels

étaient les événements d’épissage régulés au cours de la différenciation et qui sont

dépendants de DDX5/DDX17.

III DDX5/DDX17 et Mbnll

A Reégulation de I’expression de MBNL1 par
DDX5/DDX17

Des expériences de déplétion de DDX5 et DDX17 montrent que ces deux protéines
affectent l'expression globale de MBNL1 (Figure 35A). On observe une légere
diminution des deux isoformes principales exprimées dans les C2C12 avec un ratio
final au profit de la forme longue. Néanmoins il faut préciser que ce résultat n’est

pas toujours reproductible et varie d’une transfection a ’autre.
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FIGURE 35: DDX5/DDX17 régulent l’expression globale de MBNL1
ainsi que son épissage alternatif. (A) La déplétion de DDX5/DDX17 impacte
Uexpression protéique globale de MBNL1 (Western Blot). (B) La déplétion de
DDX5/DDX17 impacte l’épissage alternatif des exons 3 et 9 de MBNL1 (RT-PCR).

D’autre part, MBNLI1 est un gene sujet a 1’épissage alternatif. En particulier, chez
la souris, trois exons peuvent étre alternativement épissés et impacter la fonction de
ce facteur d’épissage : ce sont les exons 3, 7 et 9 chez la souris (Figure 35B).

Le domaine de liaison a 'ARN de MBNL1 est constitué de 4 motifs a doigts de
zinc (Znf) de type CCCH qui sont codés par les exons 1, 2 et 4. La région codée
par I'exon 3 est localisée entre les motifs Znf2 et Znf3 et joue un role d’espaceur
(ou < linker »). Sa présence favorise I'affinité de liaison de MBNL1 aux ARN et est
nécessaire a la fonction de facteur d’épissage de MBNL1 (Tran et al., 2011). L’exon
7 code pour un signal de localisation nucléaire et 'exon 9 semble étre impliqué
dans l'oligomérisation de MBNL1 (Tran et al., 2011). On observe des variations de
I'inclusion de deux de ces exons lorsque 'on déplete les hélicases DDX5 et DDX17
(Figure 35B).

Ainsi I'exon 3 de MBNL1 apparait moins inclus en absence de DDX5/DDX17,
suggérant une baisse d’affinité de MBNL1 pour les motifs CUG et donc de son
activité de facteur d’épissage en 'absence de DDX5/DDX17. Si I'exon 7 impliqué
dans la localisation nucléaire de MBNL1 n’est pas altéré, 'exon 9 est fortement

inclus en 'absence de DDX5 et DDX17. Ces résultats suggerent qu’en 1’absence de
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DDX5 et DDX17, I'isoforme produite de MBNL1 a une moins bonne affinité pour
ces ARNs cibles mais une meilleure capacité d’oligomérisation.

Le profil d’épissage de MBNL1 est également dérégulé dans la DM1 (Dhaenens et al.,
2008). En effet, on observe une surexpression de l'isoforme feetale, incluant tous les
exons alternatifs. Cette isoforme présente une meilleure affinité de liaison a ses motifs
ARN, est localisée exclusivement dans le noyau et se dimérise plus facilement que les
autres isoformes de MBNL1. Ainsi les défauts d’épissage de MBNL1 observés dans
la DM1 pourraient contribuer a favoriser sa séquestration dans les foci nucléaires
(Tran et al., 2011).

La déplétion de DDX5 et DDX17 reproduit en partie le profil d’expression
pathologique de MBNLI1 observée dans la DM1. On peut donc émettre I’hypothese
que la colocalisation de DDX5/DDX17 avec les foci DM1 pourrait avoir un impact
a la fois sur les altérations d’expression et de fonction observées de MBNL1 dans la

pathologie.

B Localisation de MBNL1

L’exon portant le signal de localisation nucléaire de MBNL1 n’est pas altéré par un
siARN ciblant DDX5 et DDX17. La localisation de ce facteur d’épissage ne devrait
donc pas étre affectée. Nous avons confirmé ce résultat pat ImmunoFluorescence
anti-MBNL1 dans les cellules C2C12 en présence et en absence de DDX5 et DDX17
(Figure 36).
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FIGURE 36: La déplétion de DDX5/DDX17 n’impacte pas la localisation
de MBNL1.Immunofluorescence MBNL1 en condition de déplétion de DDX5 et
DDX17.

Tout comme dans les cellules controles, MBNL1 est observée a la fois dans le
cytoplasme et dans le noyau lorsque 1'on dépléte DDX5 et DDX17.

Il est a noter que 'on n’observe pas ou tres peu de différence d’expression de
MBNLI1 dans ces conditions. Ce résultat peut en partie étre expliqué par le fait
que la diminution d’expression observée par western blot est faible et qu’elle traduit
I’expression moyenne de la protéine au sein d’une population cellulaire, a la différence

de 'immunofluorescence.

C Interaction DDX5 entre MBNL1

L’interaction entre DDX5 et MBNL1 a été observée dans le cadre de deux
précédentes études (Paul et al., 2011; Laurent et al., 2012). Néanmoins cette
interaction apparait étre faible et variable en fonction de la technique utilisée. Cette
faiblesse d’interaction peut, en partie, étre expliquée par la qualité des anticorps
anti-MBNL1. En effet, les anticorps disponibles sont peu réactifs et mal adaptés a
des techniques comme la co-immunoprécipitation qui nécessite de grande quantités
de cellules et d’anticorps.

C’est pourquoi la technique du In situ PLA (Proximity Ligation Assay) apparait tout
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particulierement adaptée a notre problématique. Cette technique permet de détecter
une proximité entre molécules, et donc par < estimation >, une interaction directe.
Ainsi peu de matériel cellulaire est nécessaire pour révéler méme des interactions
faibles. On estime que le PLA génere un signal positif lorsque deux protéines se
situent a moins de 40nm 'une de 'autre.

L’interaction entre DDX5 et MBNL1 a ainsi été confirmée par PLA : on obtient
I’essentiel des signaux positifs dans le noyau mais on observe aussi quelques spots
dans le cytoplasme. En revanche, on ne détecte plus de signal lorsque I'on traite les

cellules avec un siARN ciblant DDX5 et DDX17 (Figure 37).
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Ficure 37: Interaction de DDX5 et MBNL1 révélé par Proximity
Ligation Assay (In situ PLA).

Ces résultats montrent que DDX5 et MBNLI1 interagissent a la fois dans le noyau

et le cytoplasme de cellules myoblastiques.

D Expression de MBNL1 durant la différenciation
myogénique

L’expression de DDX5 diminue au cours de la différenciation myogénique. Nous

proposons que cette baisse d’expression contribue a la reprogrammation du
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programme d’épissage observée durant la myogenese.

Dans la mesure ou la déplétion de DDX5/DDX17 impacte I'expression de MBNLI et
dans I’hypothese d'une coopération entre DDX5 et MBNL1, il était alors important
de déterminer le profil d’expression de MBNL1 au cours de la différenciation.

A la différence de DDX5 et DDX17, on n’observe une diminution d’expression

d’aucune des isoformes de MBNL1 (Figure 38).
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FIGURE 38: L’expression protéique de DDX5 diminue au cours de la

différenciation myogénique mais pas celle de MBNL1.

La diminution d’expression de DDX5 au cours de la différenciation myogénique

apparait ne pas avoir d’impact sur celle de MBNLI.

IV Role de DDX5/DDX17 dans les défauts

d’épissage observés dans la DM1 ?

A  Démarche

Notre deuxieme objectif était de déterminer quels sont les événements d’épissage
régulés au cours de la différenciation qui sont dépendants de DDX5/DDX17. Parmi

ceux-ci, nous voulions en particulier nous focaliser sur ceux qui sont importants
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pour le phénotype musculaire et qui pourraient étre dérégulés de la méme maniere
chez les patients DM1, reflétant potentiellement un lien avec I'activité de DDX5 et
DDX17.

Pour ce faire, nous avons donc utilisé de multiples jeux de données de puces < tout
exon >, produits au sein de I’équipe mais aussi publiquement disponibles. Dans
la mesure ot nous disposons de la lignée myoblastique murine C2C12,; le jeu de
données utilisé pour générer les < listes de référence > du projet a été obtenu au sein
du laboratoire. Suite a la transfection de cellules C2C12 avec un siARN controle ou
ciblant a la fois DDX5 et DDX17, les cellules ont été traitées ou non pour entrer
en différenciation. On obtient alors des listes d’événements d’épissage régulés par la
déplétion de DDX5 et DDX17 dans des cellules en prolifération (non différenciées),
ainsi que des évenements d’épissage régulés au cours de la différenciation et de fagon
DDX5/DDX17-dépendante.

Afin de se focaliser sur les événements d’épissage les plus susceptibles d’étre
impliqués dans le phénotype musculaire, nous avons ensuite uniquement sélectionné
les événements qui s’averent enrichi dans le tissu musculaire par rapports aux
autres tissus. Pour cela, nous avons utilisé des jeux de données publiques de puces
comportant des dizaines de tissus dont le muscle, a la fois chez la souris et I’homme.
Le fait de travailler sur deux especes différentes a nécessité une étape d’annotation
des exons conservés entre especes. Celle-ci a été réalisée a partir des genes orthologues
tels que définis par Ensembl puis les alignements entre exons ont été réalisés a l'aide
du logiciel Mégablast. N’ont finalement été conservés que les exons orthologues
uniques entre souris et homme et présentant une identité de séquence supérieure
a 80%.

Enfin, divers jeux de données de puces exon obtenus a partir de patients DM1 ont
été analysés afin d’établir des listes a large échelle d’événements dérégulés dans la
pathologie.

Nous avons donc cherché a déterminer les événements d’épissage, dont la régulation
au cours de la différenciation est dépendante de DDX5/DDX17, et qui pourraient
refléter une altération du processus de différenciation des cellules musculaires chez

les patients DM1. Le modele proposé dans notre publication présente DDX5 et
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DDX17 comme nécessaires, dans un premier temps, a I'épissage dans les cellules
myoblastiques puis, dans un deuxieme temps, leur baisse d’expression contribuerait
a la mise en place du programme d’épissage de cellules musculaires. C’est pourquoi
nous avons défini deux groupes d’exons régulés au cours de la différenciation et
dépendants de DDX5/DDX17.

La validation de nos prédictions a été réalisée dans des échantillons C2C12 (+/-
différenciation, +/- DDX5/DDX17) ainsi que dans des échantillons de lignées
DM1 immortalisées (+/- différenciation) amicalement fournies par Denis Furling

de I'Institut de Myologie a Paris.

B 1lére catégorie d’exons

Nous avons validé une série d’événements d’épissage régulés au cours de la
différenciation et inversement régulés en 'absence de DDX5/DDX17 et dans des
échantillons DM1 (Tableau 6, Figure 39).

Ont été sélectionnés les événements régulés durant la différenciation dans au moins
I'un des deux modeles (myoblastes C2C12 et myoblastes humains) mais dérégulés a

la fois par la déplétion de DDX5/DDX17 et dans la DM1.
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Protéine Description Fonction
ABLIM1 Actin Binding LIM Protein 1 Protéine cytosquelettique LIM, joue un role majeur dans la
régulation des voies de voies de développement cellulaire. Joue
potentiellement un réle dans le développement de la rétine.
BIN1 Bridging Integrator 1 Protéine impliquée dans les invaginations tubulaires des
membranes, est requise pour la biogénese des tubules
musculaires T.
FEZ2 Fasciculation And Elongation | Protéine nécessaire a l’empaquetage et 1’élongation des
Protein Zeta 2 faisceaux d’axones.
ITGB1 Intégrine, Beta 1 Protéine participant a l'innervation et la vascularisation du
muscle squelettique.
MSI2 Musashi RNA-Binding Protein | Protéine qui se lie & PARN régulant l’expression d’une
2 série  d’ARNm cibles au niveau traductionnelle. Joue
potentiellement un role dans la prolifération et la maintenance
des cellules souches dans le systeme nerveux central.
MYOM1 Myomésine Protéine musculaire se liant & la myosine et la titine, constitue
I'un des composant majeur des fibres musculaires formant les
bandes M, impliquée dans I’élasticité des bandes M.
NUMB Numb Homolog (Drosophila) Protéine régulatrice de la division asymétrique, de I’adhésion
cellulaire et de la polarité. Joue un role dans la neurogénese.
PPP2R5C Protéine Phosphatase 2, sous- | Une des quatre Ser/Thr phosphatases majeures, impliquée
unité B’, Gamma dans le contrdle négatif de la croissance cellulaire et la division.

TABLE 6: Génes dont l’épissage est régulé au cours de la différenciation

et inversement régulés lors de la déplétion de DDX5/DDX17 et dans

la DM1.
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FIGURE 39: Evénements d’épissage régulés au cours de la différenciation
et inversement régulés lors de la déplétion de DDX5/DDX17 et dans
la DM1.Mb : Myoblastes.

Parmi ces évenements, certains genes sont particulierement intéressant de part leur

fonction :

— ABLIMT1 : Ce gene code pour une protéine LIM cytosquelettique, capable de
lier les filaments d’actine. Les protéines LIM sont connues comme des régulateurs
du développement embryonnaire (Hobert and Westphal, 2000). En particulier,
ABLIM1 a été impliqué dans le développement de la rétine (Roof et al., 1997).
Les patients atteints de DMI1 présentent souvent des cataractes ainsi qu’une
dégénérescence de la rétine. Ce gene apparait donc fonctionnellement intéressant.

— BIN1 : Ce gene code pour une protéine nécessaire a la biogénese des tubules
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T musculaires, nécessaires au couplage excitation-contraction dans les cellules
musculaires. En particulier, un variant d’épissage (autre que celui dépendant
de DDX5/DDX17) a été récemment identifié comme participant activement au
phénotype de la DM1 (Fugier et al., 2011). Les patients présentent un saut de
I’'exon 11 qui est responsable d’une forme inactive de la protéine, directement
associée a une faiblesse musculaire, qui constitue le principal symptome de la
DMI.

— ITGB1 : Ce gene code pour l'intégrine beta-1 qui est impliquée dans la
vascularisation et I'innervation du muscle squelettique (Schwander et al., 2004).
De plus, le variant d’épissage contenant I’exon régulé par DDX5/DDX17 a été
identifié comme spécifique du muscle (Belkin et al., 1996). Cet exon, lorsqu’il est
inclus, confere a la protéine des propriétés d’attache a la matrice cytosquelettique,
capacité nécessaire pour assurer la fonction de contraction des cellules musculaire.

— MYOM1 : Ce gene code pour une protéine structurale des bandes M des fibres
musculaires impliquées dans ’élasticité musculaire (Speel et al., 1998; Pinotsis
et al., 2012). Ce variant a récemment été montré comme étant dérégulé dans la
DM1 de maniere dépendante & MBNL1 (Koebis et al., 2011).

— NUMB : Ce gene est impliqué dans le controle de la division asymétrique
et dans la détermination cellulaire, en particulier neuronale (Casanova, 2007).
L’exon régulé par DDX5/DDX17 est spécifique des cellules en prolifération non
différenciées, le saut d’exon étant nécessaire a l'entrée en différenciation (Yan,
2010; Bani-Yaghoub et al., 2007). Les patients atteints de DM1 présentent des
troubles neurologiques importants et de plus en plus d’études montrent une
dérégulation importante des programmes d’expression dans le cerveau des patients

DM1.

C 2eme catégorie d’exons

Nous avons montré que l'expression de DDX5/DDX17 diminue au cours de la
différenciation et que cette diminution contribue probablement aux changements

dans le programme d’épissage exprimé par les cellules au cours de la myogenese.
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Nous avons donc cherché a identifier les événements d’épissage régulés de la méme
facon au cours de la différenciation et suite a l'inactivation de l’expression de
DDX5/DDX17 dans des cellules non différenciées. Ce type d’évenement d’épissage
correspondrait, dans notre modele, a des événements survenant plus tardivement
dans la différenciation et résultant de la baisse d’expression de DDX5/DDX17
induite par les miRNAs miR-1/206.

Ont été sélectionnés les événements régulés durant la différenciation dans au moins
I'un des deux modeles (myoblastes C2C12 et myoblastes humains) mais régulés par

la déplétion de DDX5/DDX17 et inversement dans la DM1 (Tableau 7, Figure 40).

Protéine Description Fonction

EPB41LS3 Erythrocyte membrane protein | Protéine régulatrice de la croissance celllulaire dans la
band 4.1-like 3 péthogénese des méningiomes.

KIAA1797 | Focadhésine Potentiel suppresseur de tumeurs dans les gliomes.

KIF1B Kinesin family member 1B Protéine moteur pour le transport antérograde de la
mitochondrie et des vésicules synaptiques. Sa fonction a été
essentiellement étudiée dans les cellules neuronales.

MKNK1 MAP kinase interacting | Protéine jouant potentiellement un role dans la réponse au

serine/threonine kinase 1 stress environnemental et les cytokines.

PPP3CA Protéine phosphatase | Sous-unité catalytique de la calcineurine, protéine régulatrice
3, catalytic subunit, alpha | de la
isozyme différenciation myogénique (par activation de I’expression de

MyoG et MEF2A). La calcineurine est également un senseur
du calcium intra-cellulaire.

TJP1 Tight junction protein 1 Protéine impliquée dans la transduction du signal nécessaire
a lassemblage des jonctions serrées. Joue un role dans la
migration cellulaire.

TRIM55 Tripartite motif containing 55 Protéine jouant potentiellement un role dans l’expression
génique et le taux de renouvellement protéique dans les cellules
musculaires.

TABLE 7: Génes dont l’épissage est régulé au cours de la différenciation

ainsi que lors de la déplétion de DDX5/DDX17 et inversement régulés
dans la DM1.
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Fi1GURE 40: Evénements d’épissage régulés au cours de la différenciation,
de la méme maniére lors de la déplétion de DDX5/DDX17 et
inversement dans la DM1.Mb : Myoblastes.

D Perspectives

Ces résultats sont préliminaires et certains aspects doivent, en particulier, étre
abordés dans la suite du projet.

Dans I’hypothese d'une coopération entre DDX5 et MBNL1, la prochaine étape est
de déterminer si les événements d’épissage DDX5/DDX17-dépendants sélectionnés
précédemment sont régulés de la méme maniere par MBNLI1. Des résultats
préliminaires, dans notre modele cellulaire, nous indiquent néanmoins que peu de ces
événements apparaissent également dépendants de MBNL1. Ces résultats peuvent

avoir plusieurs explications. D’une part, notre démarche n’a aboutit qu’a un faible
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nombre d’événements a tester. Il n’est donc pas possible de conclure quand a un
mécanisme général de régulation. D’autre part, il existe une redondance fonctionnelle
entre protéines MBNL, en particulier entre MBNL1 et MBNL2, qui présentent le
méme profil d’expression (Carpentier et al., 2014). Il est donc nécessaire d’effectuer
une double déplétion a la fois de MBNL1 et MBNL2 afin d’observer les effets sur
I’épissage des exons candidats.

Le faible nombre d’événements sélectionnés par notre démarche nous montre que
celle-ci est trop stringente. De nombreux événements potentiellement intéressant
ont été éliminés lors des différentes étapes de sélection. Un exemple de ce type
d’événements d’épissage perdu est le < switch » d’épissage de la PKM (Pyruvate
Kinase Muscle), enzyme du métabolisme du glucose. En I'absence de DDX5 et
DDX17, lisoforme feetale PKM2 est réexprimée. Tres récemment une étude a
identifié cet événement d’épissage comme dérégulé dans la DM1 entrainant des
défauts dans le métabolisme énergétique (Gao and Cooper, 2013b).

D’autre part, on sait que le modele cellulaire C2C12 ne reproduit pas a 'identique la
myogenese se produisant dans les myoblastes primaires humains (Cornelison, 1998).
L’une des difficultés observées lors de ’étape de validation a été le fait que certains
événements régulés au cours de la myogenese dans les C2C12 ne 'étaient pas dans
celle des myoblastes humains (et vice-versa). Ce constat nous a d’ailleurs amené a
conserver les événements régulés durant la différenciation a la fois de I'un ou 'autre
modele.

Il est donc nécessaire de faire des efforts sur notre <« workflow > d’analyse de puces
< tout exon > afin d’enrichir au maximum nos listes d’exon candidats, tout en
gardant conscience de la limitation de certains de nos jeux de données. Ainsi I'objectif
serait d’avoir le maximum d’événements fiables a tester dans un premier temps dans
notre modele cellulaire (dans lequel il nous est possible de tester la déplétion d'une
série de facteurs d’épissage tels que MBNL1 4 /- MBNL2, hnRNP H...) puis dans
un deuxieme temps, dans un modele DM1 de différenciation.

Les candidats validés dans ces différentes conditions, apparaissant particulierement
intéressants fonctionnellement, pourront faire l'objet d’une étude fonctionnelle

préliminaire dans notre laboratoire, a 1’aide d’approches visant a comprendre
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la fonction des exons impliqués dans les produits protéiques correspondant. Par
exemple, I’approche oligoswitch nous permet de forcer I'expression d'un variant en
particulier. A la différence des stARNs qui peuvent entrainer un déficit d’expression,
ces oligonucléotides antisens ciblent les jonctions intron-exon ou les séquences cis-
régulatrices afin de forcer I'épissage d'un pré-ARNm.

Un autre aspect a exploiter serait de déterminer le profil d’expression chez les
patients DM1. En effet, le facteur d’épissage CUGBP1 est hyperphosphorylé chez les
patients DM1, rendant ce facteur plus stable et entrainant une augmentation de son
expression. Cette hyperphosphorylation est médiée par PKC (Protéine Kinase C)
par un mécanisme encore inconnu (Wang et al., 2007). On sait que DDX5 est aussi
une cible de PKC et qu’elle peut étre phosphorylée en S557 (Buelt et al., 1994).
Si 'impact de cette modification post-traductionnelle n’est pas encore connue, il
apparait intéressant de déterminer si elle survient chez les patients DM1 et si elle
a un impact sur 'expression et/ou l'activité de DDX5. Si c’est le cas, I'impact sur
les programmes d’expression géniques peut étre tres important et apporte d’autant
plus de relevance a 1’étude de ces deux protéines dans le contexte de la DM1.

De maniere générale, il est particulierement important de déterminer ’expression
de DDX5 chez les patients DM1 et d’autant plus durant la myogenese. Ainsi si le
profil d’expression n’est pas le méme que lors de la myogenese normale, ceci peut
contribuer aux défauts de différenciation observés dans la DM1.

Enfin, nous nous sommes focalisés sur I'impact de DDX5 et DDX17 sur 1’épissage
dans la pathologie de la DM1. On sait aujourd’hui que celle-ci présente également
une dérégulation massive de 'expression des micro-ARNs (Kalsotra et al., 2014). Les
protéines DDX5 et DDX17 ont été impliqué dans la biogénese des miARNs, il serait
donc intéressant d’étudier leur role dans 'altération de la biogénese des miARNs
observée dans la DM1. En particulier, une étude récente a montré que le processing
de miR-1 est dérégulé chez les patients DM1 (Rau et al., 2011). Dans un contexte
sain, MBNL1 se fixe sur la boucle que forme le pré-miARN empéchant un facteur
inhibiteur de se fixer. Dans la DM1, suite a sa perte de fonction, MBNL1 n’est plus
en mesure d’assurer ce role entrainant une chute de I'expression du miR-1 mature.

Meéme si 'on ne montre, dans notre modele, qu'un role strictement transcriptionnel
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de DDX5/DDX17 sur I'expression de miR-1, on ne peut pas exclure un role dans la

maturation d’autres miARNs.
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I Préambule

Comme précédemment décrit dans I'introduction, le développement des technologies
a haut débit a permis, de maniere fiable, I'analyse a large échelle de 1'épissage
alternatif. Parmi les différentes méthodes qui sont couramment utilisées, les puces a
ADN <« tout exon » apparaissent étre une méthode performante et a moindre cott
(Xu et al., 2011 ; Raghavachari et al., 2012).

Mon premier objectif dans I'équipe en tant que doctorante en bioinformatique
a été de développer un systeme d’analyse dédié aux puces < tout exon » de la
technologie Affymetrix. En particulier, ce systeme devait s’inscrire dans la continuité
du projet < Fasterdb » précédemment réalisé dans ’équipe. Celui-ci a constitué en
une réannotation de 'intégralité des transcriptomes codants de I’homme et la souris
pour en analyser, en particulier, les événements d’épissage.

Par ce travail, j’ai été amené a participer a divers projets dans 1’équipe dont certains
ont donné lieu a des publications.

Apres une présentation de la spécificité des puces < tout exon >, je présenterai le
systeme d’analyse mis en place. Enfin, les publications sur lesquelles je suis citée

sont jointes avec une description courte de ma contribution pour chacune d’elle.

II Les puces ADN <« tout exon > : généralités et

méthodologie

A Généralités

Les puces < tout exon > de la technologie Affymetrix sont dédiées a ’analyse du
transcriptome humain (GeneChip Human Exon 1.0 ST Array) ou murin (GeneChip
Mouse Exon 1.0 ST Array).

Les puces sont constituées de < features » ciblant des séquences spécifiques du

génome. Elles peuvent regrouper jusqu’a plusieurs millions de sondes (communément

appelées < probes »), oligonucléotides simples brins de 25 nucléotides.
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Les puces de la génération antérieure (puces dites < classiques > ou 3’) permettent
I’étude du transcriptome a ’échelle du gene uniquement. Les sondes de ce type de
puces ciblent exclusivement les quelques centaines de bases a I'extrémité 3’ d’un
gene. Cette approche considere que celle-ci est clairement définie et connue pour
chaque gene autrement dit que tous les transcrits issus d’un meéme gene ont une
méme extrémité 3’ ; le gene est alors considéré comme une unité entiere et cohérente.
Ce type de puce impose donc un biais important : les transcrits comportant des
extrémités 3’ alternatives en amont de la séquence ciblée par les sondes ne seront
pas traités. Par conséquent, ces puces ne permettent pas une mesure < complete > de
I'expression des genes. D’autre part, ne ciblant qu’une portion faible des genes, ces
puces ne sont évidement pas adaptées a I’étude des événements d’épissage alternatif.
Les puces < tout exon > possedent des sondes ciblant le géne dans toute sa longueur
afin d’hybrider tous les exons constituant le gene. Il est alors possible d’analyser
I’expression des différents isoformes d’un gene. On est capable de mesurer non plus
seulement une expression quantitative du gene mais aussi une expression qualitative.
Les puces < tout exon » Affymetrix permettent d’interroger les transcrits d’environ
20 000 genes bien caractérisés (issus de données RefSeq) ainsi qu’un certain nombre
de genes prédits de maniere bioinformatique. Les algorithmes de conception de
sondes utilisent une vaste variété de collections d’exons et transcrits identifiés ou
prédits telles que celles des banques Ensembl et GenScan.

Les puces exon contiennent approximativement 5.4 millions de sondes constituant
1.4 millions d’ensembles de sondes (probeset ou PS) correspondant a des exons ou
des portions d’exon. Cela implique des différences importantes entre ’organisation
des puces exons et celle des puces classiques. La contrainte majeure des puces exon
est le nombre tres important de sondes nécessaires a son utilisation. Le nombre de
sondes ciblant une < unité > de base a analyser (gene pour les puces classiques et
exon pour les puces exons) est en moyenne de onze pour les puces classiques ; celui-ci
est de quatre pour les puces exons.

Dans les puces ADN classiques, chacune de ces sondes (dites < Perfect Match > ou
PM) est associée a une sonde adjacente contenant un nucléotide différent en position

centrale (sonde dite « Mis-Match > ou MM). Les conditions d’hybridation sont
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déterminées pour maximiser la liaison avec les sondes PM et minimiser celle avec
les sondes MM. Ces sondes MM permettent alors de mesurer I'affinité de leur sonde
PM correspondante, elles permettent le calcul du bruit de fond de la puce puisque
ces sondes ne sont pas censées s’hybrider ou tres peu. Dans la plupart des puces
classique, une paire de 11 sondes PM /MM est utilisée pour ciblée un gene. Les 22

sondes constituent alors un probeset ciblant théoriquement un seul gene (Figure 41).

2 PM
Puce classique v [IEHSIEInin ]
"'.‘-Prabeset
gene. o] e
' ——  —- utr  |AAAAAAAAA
5 3
—————— utr  |AAAAAAAAA
O i} O . Probesets
Puce tout exon F’M.:I:El

F1GURE 41: Différences de conception entre les puces classiques et les
puces < tout exon >. La puce exon n’est constituée que de sondes PM, ces PS

d’en moyenne 4 sondes sont répartis sur toute la longueur du géne.

Dans la puce < tout exon >, les sondes MM sont remplacées par un lot distinct
de plusieurs centaines de milliers de sondes. Elles sont utilisées pour corriger
les intensités d’hybridation des sondes de la puce. Cette étape est d’autant plus
importante qu’a la différence des puces classiques, les sondes de la puce < tout
exon > ne présentent pas les méme propriétés physicochimiques. En effet, dans les
puces classiques les sondes sont congues pour toutes avoir le méme contenu en GC :
leur capacité d’hybridation n’est donc pas biaisé par leur contenu nucléotidique mais
est seulement dépendant de leur complémentarité a la séquence cible. Les contraintes

de conception sont autres pour la puce exon : un exon peut étre de petite taille
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(quelques dizaines de nucléotides seulement) et le choix des sondes pouvant le cibler
est alors tres limité. Dans cette configuration, il n’est pas possible de produire plus
de 5 millions de sondes ayant exactement le méme contenu en GC. Les intensités
mesurées avec les puces exons ne sont donc pas seulement dépendantes d’une
différence d’expression des transcrits ciblés mais aussi des propriétés intrinseques
des sondes. C’est pourquoi il est particulierement important de corriger les intensités
des puces exon avant toute analyse. Les sondes controles utilisées sont appelées anti-
génomiques ; elles sont représentatives de tous les contenus et combinaisons en GC

possibles.

B Annotations

La qualité des sondes des puces < tout exon > est tres variable avec une incidence

directe sur la fiabilité des résultats. D’autre part, le nombre de sondes par exon peut

étre faible. Une valeur aberrante donnée par une sonde de < mauvaise qualité > peut

donc induire I’élimination abusive d'un exon régulé (faux négatif) ou au contraire

la sélection erronée d’un exon (faux positif). C’est pourquoi nous avons choisi dans

notre systeme d’analyse d’annoter les sondes selon différents criteres en définssant

des sondes de < bonne » ou <« mauvaise > qualité. Selon le degré de stringence voulue

sur une analyse, il est alors possible de jouer sur ces criteres.

Les différents criteres utilisés sont les suivants :

— le contenu en GC de la sonde

— le nombre d’occurrences génomiques de la sonde

— la réalisation d’un test statistique pour déterminer si une sonde est dans le bruit
de fond ou non

— la cible génomique de la sonde

Le contenu en GC d’une sonde influence directement ses propriétés d’hybridation.

Celui-ci est tres variable dans une puce < tout exon > : il varie de 3 a 25 parmi

les sondes exploitables c’est-a-dire non controles. Nous avons décidé d’éliminer

des algorithmes d’analyse les sondes avec plus de 18 GC car on les estime trop

imprévisibles quant a leur capacité d’hybridation.
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L’alignement des sondes de la puce a été réalisé contre l'intégralité des chromosomes.
Pres de 400.000 sondes s’hybrident plus d'une fois sur le génome. Elles sont alors
annotées afin de pouvoir les exclure ou non des algorithmes d’analyse par la suite
en fonction de la stringence souhaitée.

On applique un test statistique de type « DABG » (Detection Above BackGround)
pour déterminer l'expression d'une sonde. Une p-valeur est associée a chaque
intensité de sonde en déterminant le nombre de sondes controles ayant une intensité
plus importante que la sonde avant soustraction du bruit de fond. Autrement dit,
plus l'intensité de la sonde est au-dessus du bruit de fond, plus le nombre de sondes
controles ayant une intensité supérieure est petit et donc plus la p-valeur est faible.
On fixe le seuil d’expression d’une sonde une p-valeur de 0.05. On élimine de I'analyse
les sondes non exprimées dans les deux conditions de 'expérience (mais on conserve
les sondes exprimées dans une seule).

Enfin, le projet Fasterdb réalisé dans I’équipe a permis d’établir un répertoire de tous
les événements d’épissage trouvés pour les genes codants humains et murins. En effet,
a partir des séquences Ensembl d'un gene et des transcrits qui lui sont associés, les
genes sont redéfinis (le début et leur fin ainsi que leur structure en exons et introns)
en fonction de criteres déterminés par l'équipe. Cet algorithme permet donc un
recensement des événements d’épissage observés pour tous les genes analysés. C’est
cette annotation qui permet d’associer une sonde a un exon particulier d’'un gene
donné. Cette étape est particulierement importante car elle permet de redéfinir les
exons en < entités > cohérentes (réagissant de la méme maniere) pour une analyse
des puces la plus proche possible de la réalité biologique. D’autre part, connaitre quel

est le type d’épissage régulé est essentiel lors de I'étape de validation expérimentale.

C Systeme d’analyse mis en place

Un jeu classique de puces est constitué de deux conditions a comparer (par exemple :
pathologique versus controle, traitement versus controle, déplétion de facteur versus
controle...). Pour chaque condition, on a plusieurs réplicats expérimentaux (en

général trois ou quatre). Les ARN totaux des cellules sont extraits, rétro-transcrits en
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ADNec puis fragmentés et marqués a la biotine. Apres dépot sur les puces, hybridation
et marquage des échantillons, les puces sont scannées et un fichier brut <« CEL > est
alors généré pour chaque puce. Celui-ci contient pour chaque sonde son intensité
brute non corrigée et non traitée sous la forme d’une valeur numérique (transposition
de l'intensité de fluorescence correspondant a 'intensité d’appariement de la sonde).

Ce sont ces fichiers bruts qui sont traités par le systeme d’analyse.

1 Prétraitement

On ne peut analyser directement les données brutes, notamment parce que la
variabilité induite par la technique peut étre aussi importante que celle du systeme
biologique. Il est donc nécessaire de minorer les variations artefactuelles a la fois
entre puces (variabilité inter-puce) et au sein d’'une méme puce (variabilité intra-
puce). Clest le role du prétraitement. Le prétraitement est constitué de plusieurs
étapes :

— la normalisation des données brutes

la correction du bruit de fond

I'ajout d'un < facteur de stabilité >

la transformation en logarithme 2

Il existe de nombreuses manieres de normaliser les données entre puces. L'une des
méthodes les plus courantes est la normalisation par quantile. C’est une méthode
globale de normalisation c’est-a-dire qu’elle utilise les intensités de l’ensemble des
sondes de la puce. L’hypothese de base a I’analyse des puces ADN est que la majorité
des genes ont leur expression inchangée, on cherche a révéler ceux pour lesquels elle
est différentielle dans une condition comparée a une autre. Pour ce faire, on doit
appliquer une normalisation robuste forcant toutes les puces de 'expérience a avoir
la méme distribution.

Comme précédemment décrit, la correction du bruit de fond, résultant de 'intensité
des sondes appariées de maniere non spécifique, est I'un des enjeux majeurs dans le
traitement des puces exon. De part la variabilité de qualité des sondes utilisées, il est

nécessaire de corriger toute variation non spécifique. Cette correction est, dans notre
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cas, réalisée a l'aide des sondes controles anti-génomiques et du logiciel Affymetrix
APT (Affymetrix Power Tools).

L’ajout d'un « facteur de stabilité > arbitraire (ici : une valeur numérique 4) permet
de minimiser les variations de régulation extrémes (lorsqu’un géne ou un exon n’est
pas exprimé dans I'une des deux conditions, le rapport alors calculé avec cette valeur
quasi-nulle tend artificiellement vers I'infini).

Enfin, on applique une transformation logarithmique en base 2 aux intensités. Cette
transformation permet de rendre les donnés symétriques et d’obtenir une distribution
proche de la loi normale, critere nécessaire a ’application de tests statistiques de

type paramétriques réalisés par la suite.

2 Traitement

Apres le prétraitement des données, le processus classique d’analyse des puces se
poursuit avec 1'étape de sommation des intensités. Les sondes définissant un PS
(Probeset) servent sans sélection a déterminer le niveau d’expression de 'exon. Il
en est de méme pour les PS définissant un MPS (Metaprobeset ou gene annoté)
déterminant le niveau d’expression du gene. Le probleme de ce genre de démarche
est la difficulté de < rassembler > des données de variabilité différente due a I'affinité
variable des sondes et expérimentale d’un réplicat a l'autre. Il existe plusieurs
méthodes complexes de sommation des données appliquées aux puces < tout exon > ;
les plus courantes sont RMA et PLIER. Ces algorithmes associent pour chaque puce
(c’est-a-~dire pour chaque réplicat de chaque condition) une valeur d’expression pour
un gene et ou un exon donné. C’est seulement une fois les niveaux d’expression
des exons et genes calculées que la sélection se produit (élimination des valeurs
aberrantes ou < outliers »). Celle-ci comporte de nombreux critéres mais qui ne
s’appliquent qu’a I’échelle de I’'exon. Ces algorithmes ne sont pas parfaits : le taux
de faux positifs est élevé. D’autre part, le fait que la sélection se fasse en aval du
calcul des niveaux d’expression implique des criteres de sélection tres stringents par
la suite pour ne pas traiter des valeurs aberrantes et donc peut impliquer un taux

de faux négatifs important.
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Notre démarche est de simplifier au maximum le probleme de complexité du calcul
du niveau d’expression d'un gene. Comme décrit précédemment, I’étape de sélection
permet d’éliminer les sondes au comportement potentiellement aberrant. On traite
la variabilité expérimentale en ne considérant plus les intensités des réplicats
séparément mais en traitant plutot le rapport de celles-ci. En effet, dans la mesure ou
un réplicat expérimental d’une condition est réalisé en méme temps que le réplicat
correspondant dans 'autre condition, le biais expérimental est le méme pour un
réplicat donné. L’utilisation du rapport (<« Fold Change > ou FC) des intensités d'un
méme réplicat permet alors de minorer la variabilité expérimentale. Pour 'intégralité
de I'analyse, on ne considere plus les intensités seules mais uniquement les rapports

d’intensités.

a Niveau de régulation globale du gene

Pour déterminer le niveau de régulation globale d’un gene, on doit dans un premier
temps éliminer les sondes au comportement différent pour ne garder que les sondes
qui se comportent toutes de la méme maniere dans une condition donnée. On espere
ainsi éliminer les variations dues a des événements d’épissage et ne conserver les
sondes qui ne ciblent que les exons < constitutifs ». C’est 1’étape de lissage : on
élimine du calcul les sondes dont la différence d’intensité avec la moyenne de toutes
les intensités des sondes est supérieure a I'écart-type.

On calcule ensuite la médiane des FCs des sondes sur cet ensemble de valeurs
lissées ; une médiane en comparaison a une moyenne permet d’avoir une valeur moins
influencée par les valeurs extrémes du lot. Enfin on réalise un test de Student sur les
FCs obtenus pour un gene. Il s’agit d'un test statistique permettant de comparer la
moyenne de deux échantillons ou (et c’est le cas ici) la moyenne d'un échantillon a
une valeur fixée. Ici, on compare donc notre échantillon de 10 a 40 médianes a une
valeur fixée de 1. On obtient alors la signifiance statistique de la régulation du gene
dans une condition par rapport a une autre. Une médiane globale permet d’obtenir
le niveau de régulation du gene. Enfin plus on effectue un méme test statistique plus

on augmente la probabilité d’obtenir une p-valeur significative de maniere aléatoire.
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Dans le cas de la régulation des genes, on effectue pres de 20.000 tests statistiques,
il est donc nécessaire de corriger ce biais a 1’aide de fonction de correction des p-
valeurs. Dans notre cas, nous utilisons une correction de Benjamini-Hochberg.

Si le FC du gene est supérieure a 1,5 (seuil arbitraire communément utilisé dans
I'analyse de puce) et que la p-valeur corrigée est significative, on décide que le gene

est régulé dans une condition par rapport a 'autre (Figure 42).

Intensités pré-traitées

\ sélectior

Intensités a analyser

Probes | FC1 FC2 FC3
pl fel fe2 fed — FCpl
p2 fcl fc2 fe3 ——— FCp2
p3 fel fc2 Fe3 —* Fops

pl0 |fecl fc2 fe3 — FCplo

Med FC

T-test sur les sondes
FDR (Benjamini-Hochberg)

FIGURE 42: Workflow d’analyse au niveau du géne.

b Niveau de régulation de ’exon

L’épissage alternatif est par définition 'utilisation différentielle des exons d’un gene.
Il ne faut cependant pas oublier de prendre en compte le niveau d’expression du gene
lui-méme. En effet, si un gene est deux fois plus exprimé dans une condition par
rapport a une autre alors la comparaison directe des intensités de ces exons portera
a croire que ces exons sont deux fois plus inclus dans la premiere condition que
la deuxieme. Il est donc nécessaire de < normaliser > les intensités par ’'expression
global du gene. On appelle ces valeurs d’intensités normalisées les NI (Normalized
Intensity).

Le rapport des deux intensités normalisées permet alors d’obtenir la magnitude
d’expression différentielle de la sonde dans une condition par rapport a une
autre. Si cette valeur dépasse un certain seuil, on peut estimer qu'une sonde est

différentiellement exprimée. Cette valeur est appelée < Splicing Index > ou SI :
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_ Intensité Condition _ Intensité Conditionp
N[A " Ezpression du géne dans Condition s et N[B " Ezpression du géne dans Conditionpg

__ NI Condition g
SI = NI Conditionp

C’est a partir de ces valeurs que l'on calcul le SI d’'une entité. Afin de ne traiter
que les entités exprimées dans ’expérience, on ne traite que les sondes présentant
une p-valeur de « DABG > inférieur a 0.05 dans au moins une condition c’est-a-dire
les entités au dessus du bruit de fond. On cherche a mettre en évidence des entités
régulées avec le plus de confiance possible. Il est important de toujours associer un
test statistique a une valeur de SI afin d’avoir a la fois la signifiance statistique et

le niveau de la régulation étudiée (Figure 43).

Intensités normalisées et standardisées

Sl a analyser

SI(B/A)

pl SI1
p2 S12
p3 S13
p4 SI4
Med SI

T-test sur réplicats expérimentaux
FDR (Benjamini-Hochberg)

FIGURE 43: Workflow d’analyse au niveau de l’exon.
Enfin on applique de nouveau une correction pour les tests multiples. La p-valeur

obtenue doit étre significative (inférieure a 0.05) et la médiane des SI supérieure a

1.5 pour qu’une entité soit considérée comme différentiellement exprimée.
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IIT Articles

A Publication dans NSMB

Dans cet article publié en 2012, nous montrons que DDX5 et DDX17 régule 1'épissage
alternatif de nombreux facteurs d’interaction a la chromatine, parmi lesquels la
macroH2A 1. Les exons régulés par DDX5 et DDX17 de cette histone sont les exons
mutuellement exclusifs 6 et 7 codant pour deux isoformes protéiques différentes.
Celles-ci ont des effets opposés sur le phénotype migratoire et invasif des cellules
4T1. Elles controlent positivement ou négativement des genes tel que SOD3, qui
sont impliqués dans le controle du métabolisme redox.

Le jeu de données de puce exon utilisé pour ce projet est le premier sur lequel
le systeme d’analyse développé a été appliqué. De nombreux allers-retours entre
algorithmes d’analyse (et en particulier criteres de sélection) et les validations
par RT-PCR ont été effectués afin d’optimiser les résultats obtenus. Il était
particulierement important d’avoir les listes les plus fiables possibles dans la mesure
ou ce sont les recherches en enrichissement de fonctions qui ont orienté I’hypothese
biologique et l'analyse fonctionnelle du gene candidat (role de SOD3 dans le

métabolisme redox).
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Splicing switch of an epigenetic regulator by RNA helicases
promotes tumor-cell invasiveness

Etienne Dardenne!>?, Sandra Pierredon®3>, Keltouma Driouch?, Lise Gratadou!, Magali Lacroix-Triki%?,
Micaela Polay Espinozal, Eleonora Zonta!, Sophie Germann!, Hussein Mortadal, Jean-Philippe Villemin!,
Martin Dutertre!, Rosette Lidereau?, Stéphan Vagner?3 & Didier Auboeuf!

Both epigenetic and splicing regulation contribute to tumor progression, but the potential links between these two levels of gene-
expression regulation in pathogenesis are not well understood. Here, we report that the mouse and human RNA helicases Ddx17
and Ddx5 contribute to tumor-cell invasiveness by regulating alternative splicing of several DNA- and chromatin-binding factors,

including the macroH2A1 histone. We show that macroH2AT splicing isoforms differentially regulate the transcription of a set
of genes involved in redox metabolism. In particular, the SOD3 gene that encodes the extracellular superoxide dismutase and
plays a part in cell migration is regulated in an opposite manner by macroH2A1 splicing isoforms. These findings reveal a new
regulatory pathway in which splicing factors control the expression of histone variant isoforms that in turn drive a transcription

program to switch tumor cells to an invasive phenotype.

Modifications of gene-expression programs resulting from altera-
tions of epigenetic, transcription and pre-mRNA-splicing regula-
tion largely contribute to the development of various cancers. At
the epigenetic level, a plethora of chromatin alterations affecting
canonical histone-tail modifications appear to be involved in tumor
malignancy!=3. There is also an increasing interest in analyzing
the role in cancer of histone variants of the H2A family, including
H2A.Z, H2AX, macroH2A1 and macroH2A2. Indeed, the exchange
of canonical histones for histone variants is one of the most extensive
epigenetic regulation events that affects genomic functions such as
cell-cycle control, response to DNA damage, heterochromatin silenc-
ing and transcriptional regulation®-8. Changes in the expression of
H2A.Z, H2AX or macroH2A1 histones in cancer can affect DNA
repair, thereby leading to alterations of chromosome segregation or
cell proliferation®~7. Understanding the role in physiological or patho-
logical states of histone variants, whose diversity can also be increased
by alternative splicing, remains a major issue.

Numerous studies have also reported changes in the expression of
splicing variants in cancers®-12. Alternative splicing is the main mech-
anism responsible for increasing the diversity of the proteome. Indeed,
90% of human genes generate several splicing variants, producing pro-
tein isoforms that can have different and sometimes opposing biological
activities!!~14. Differential selection of alternatively spliced exons
relies on the recognition of the splicing sites by the spliceosome and
on splicing-regulatory sequences, located within exons and introns,
that are recognized by splicing factors'3-15. In a way akin to how tran-
scriptional programs are controlled by transcription factors, splicing

factors control the splicing programs and thus the alternative splicing
of gene networks. Although many differences at the splicing level have
been described for cancer cells compared to normal cells, one major
challenge is to better understand how splicing programs and splic-
ing factors may contribute to specific cancer-associated phenotypes,
including cellular invasion and migration. Indeed, deciphering the
genetic programs involved in cancer progression will allow researchers
to better understand how cancer cells can evolve and form metastases,
which are the main cause of death in cancer. Another major perspec-
tive is to determine whether and how cross-talk between the different
layers of gene-expression regulation, such as epigenetic and splicing
programs, contribute to tumor progression.

The 4T1 mouse model of tumor progression comprises four
syngeneic tumor cell lines that can give rise to primary tumors with
a spectrum of metastatic phenotypes when implanted into mouse
mammary fat pads!'®1¢17. Using splicing-sensitive microarrays to ana-
lyze the 4T1 mouse model, we and others have reported that several
alternative-splicing events are associated with the ability of primary
tumors to disseminate!®17. Many of the splicing variants differen-
tially expressed between primary tumors that do or do not develop
into metastases are also expressed in normal tissues and have been
conserved during evolution, which suggests that they are under the
control of conserved splicing regulators!©.

To characterize the role of splicing factors in tumor progression,
we focus on the Ddx17 RNA helicase (also known as p72) that we
observed to be overexpressed in invasive tumor cells and that we
show to contribute to tumor-cell migration and invasion together
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Figure 1 The Ddx5 and Ddx17 RNA helicases a

contribute to cell migration and invasion. RPN
(a) Relative expression level of Ddx17 mRNA TS
measured by RT-qPCR in mouse primary tumors Metastasis - - + N

with different metastatic capabilities,

as indicated. (b) Western blot analysis of Ddx5,
Ddx17 and B-actin, 48 h after the transfection
of mouse 4T1 cells with a control siRNA (siCtrl)
or siRNAs targeting Ddx5 (siDdx5), Ddx17
(siDdx17) or both Ddx5 and Ddx17 (siDdx5-17).
(c) Relative number of migrating and invasive
4T1 cells after transfection with siCtrl, siDdx5,
siDdx17 or siDdx5-17. Data are shown as mean
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number of migrating and invasive cells transfected with each siRNA relative to those of cells transfected with the control siRNA. In a and c, histograms
represent the average of at least three independent experiments. Error bars, s.e.m.; *P < 0.05; **P< 0.01; ***P < 0.001 (¢ test).

with its paralog Ddx5 (p68). Ddx17 and Ddx5 are transcriptional
co-regulators of the estrogen receptor and the p53 transcriptional
factor!'8-21 and are also splicing regulators known to control alterna-
tive splicing of the genes encoding CD44, H-ras and tau!%1922-24_ Qur
genome-wide analysis at the exon level revealed that Ddx5 and Ddx17
regulate an alternative-splicing network that affects several DNA-
and chromatin-binding factors, including the macroH2A1 histone
gene (mH2A1; also called H2AFY). We demonstrate that the mH2A1
splicing isoforms are differentially expressed in primary tumors that
either give rise to metastases or do not. Furthermore, these isoforms
differentially regulate breast cancer—cell invasiveness through the
transcriptional regulation of genes involved in redox metabolism,
including SOD3. Thus, our work reveals a new cascade of altered
gene-expression events participating in tumor progression, wherein
splicing factors (Ddx5 and Ddx17) control the alternative splicing
of an epigenetic factor (mH2A1), leading in turn to transcriptional
alterations of genes involved in a specific cellular program.

RESULTS

Ddx5 and Ddx17 contribute to cell migration and invasion
While analyzing the transcriptome of the 4T'1 mouse model of mam-
mary tumor progression!?, we observed that Ddx17 was overexpressed
in primary tumors that are more likely to give rise to metastases (4T1
cells) or micrometastases (4TO7 cells) as compared to tumors that are
not able to disseminate (67NR cells) or that disseminate to the lymph
nodes (168FARN cells). We validated this result by reverse-trancription
quantitative PCR (RT-qPCR) on RNAs extracted from mouse tumors
(Fig. 1a) and also showed that Ddx17 was overexpressed at both the
RNA and the protein levels in the invasive 4T1 cell line as compared
to the noninvasive 67NR cell line (Supplementary Fig. 1a). To test
the potential role of Ddx17 in tumor-cell invasiveness, we knocked
down its expression by using a specific siRNA (Fig. 1b). Because Ddx5
and Ddx17 often have redundant functions'®1? and although Ddx5
did not seem to be misregulated (Supplementary Fig. 1a), we also
used siRNAs against either Ddx5 or against a conserved region that
targeted both Ddx5 and Ddx17 (Fig. 1b). Both cell migration and inva-
sion were inhibited by Ddx5 or Ddx17 depletion, and this inhibition
was enhanced when both Ddx5 and Ddx17 were depleted (Fig. 1c).
Similar effects were obtained with either the single siRNA target-
ing both Ddx5 and Ddx17 or a mixture of siRNAs separately target-
ing Ddx5 and Ddx17 in 4T1 cells, whereas depletion of Ddx5 and
Ddx17 in the noninvasive 67NR cells had no effect (Supplementary
Fig. 1b,c). These results demonstrate that Ddx5 and Ddx17 have a
role in cell invasiveness because depletion of Ddx5 and/or Ddx17
neither increased cell apoptosis nor significantly decreased cell-cycle
progression (Supplementary Fig. 1d,e).

To understand how Ddx5 and Ddx17 regulate cell migration and
invasion, we used Affymetrix exon arrays to analyze the transcriptome
0f 4T1 cells at the exon level, following siRNA-mediated depletion of
Ddx5 and Ddx17. There were 1,136 genes predicted to be affected at
the global gene-expression level (Supplementary Table 1) and 1,325
genes predicted to be affected at the exon level (Supplementary
Table 2). The effect of Ddx5 and Ddx17 depletion was validated
by RT-PCR for 31 out of 42 splicing variants (74% validation rate)
(Supplementary Fig. 2).

Gene Ontology analysis through the Panther website?® indicated
that genes regulated at the splicing level as compared to genes regu-
lated at the global level were enriched in ‘binding activity’ (P = 2.8 x
10713), in particular ‘nucleic acid binding’ (P = 2.9 x 10711), ‘RNA
binding’ (P = 9 x 1078), ‘chromatin binding’ (P = 1.9 x 107°) and
‘DNA binding’ (P = 5 x 107%). This observation suggests that the
set of alternative exons that are co-regulated by Ddx5 and Ddx17
are enriched in functionally related genes and that Ddx5 and Ddx17
regulate the alternative splicing of DNA- and chromatin-binding
factors that could in turn affect the transcription of genes involved
in tumor progression.

Ddx5 and Ddx17 control mH2AT alternative splicing

To test this hypothesis, we focused on the mH2AI histone gene
because recent reports have described a role for it in cancer®7:8.
The mouse mH2A1 gene generates two splicing isoforms (mH2A1.1
and mH2A1.2) through the use of two mutually exclusive exons
(Fig. 2a). As predicted by the exon-array analysis, depletion of Ddx5
and Ddx17 increased the level of the mH2A1.1 isoform and decreased
that of the mH2A1.2 isoform but had no effect on the global mH2A1
gene expression level (Fig. 2b and Supplementary Fig. 3a,b). These
results were confirmed at the protein level (Fig. 2¢c) and were extended
in human HeLa cells (Fig. 2d and Supplementary Fig. 4).

To perform rescue experiments, siRNAs targeting the untrans-
lated regions (UTRs) of the endogenous Ddx5 and Ddx17 mRNAs
were designed. Transfection of these siRNAs led to an increase in the
ratio of mH2A1.1 to mH2A1.2 (Fig. 2e, lane 2 compared to lane 1).
Furthermore, cell transfection with either Ddx5 or Ddx17 expres-
sion vectors (to produce mRNAs without UTRs that are therefore
refractory to the UTR-targeting siRNAs) rescued to a large extent
the splicing pattern generated by endogenous Ddx5 and Ddx17 pro-
tein depletion (Fig. 2e, lane 2 compared to lane 3 and to lane 5).
Even though overexpression of Ddx5 or Ddx17 did not fully rescue
the splicing pattern induced by Ddx5 and Ddx17 depletion, our data
suggest that Ddx5 and Ddx17 have similar functions, as depletion
of either Ddx5 or Ddx17 affected mH2A1 splicing (Supplementary
Fig. 4c). Notably, overexpressing mutated Ddx5 or Ddx17 proteins
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(b) PCR products, digested with the Msp1 restriction enzyme,
corresponding to mH2A1.1 and mH2A1.2 splicing variants as indicated,
obtained from 4T1 cells transfected with siCtrl or siDdx5-17. Relative
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experimental condition are indicated. (c) Western blot analysis of mH2A1.1, mH2A1.2, mH2A1

and B-actin, 48 h after the transfection of mouse 4T1 cells with siCtrl or siDdx5-17. (d) Western blot analysis of Ddx5, Ddx17, mH2A1.1,
mH2A1.2, mH2A1 and B-actin, 48 h after transfection of human Hela cells with siCtrl or siDdx5-17. The asterisk indicates p82, an isoform
generated from an alternative ATG start site. (e) Western blot analysis of Ddx5 and Ddx17 after transfection of Hela cells with a control siRNA or an
siRNA targeting Ddx5 and Ddx17 UTRs (siUTRDdx5-Ddx17), together with control expression vectors or wild-type Ddx5 (Ddx5 WT), wild-type Ddx17
(Ddx17 WT), mutated Ddx5 (Ddx5 MUT) or mutated-Ddx17 (Ddx17 MUT) expression vectors (top). Tagged Ddx5 protein is marked by an asterisk.
Relative expression levels of mH2A1.1 and mH2A1.2 mRNA, as determined by RT-gPCR in the same experimental conditions as described above,
are indicated. Histograms represent the average of three independent experiments corresponding to the fold change of the mH2A1.1-to-mH2A1.2
ratio. Error bars, s.e.m.; *P < 0.05; **P < 0.01; NS, not significant (¢ test). (f) Schematic representation of the mH2A1 minigenes (left). Ex2,

exon 2; Ex3, exon 3; FN, fibronectin. RT-PCR analysis using primers in the minigene exons indicated by arrows on the left panel, in HelLa and

4T1 cells transfected with siCtrl or siDdx5-17 (right). Inclusion or exclusion of the 1.1 and 1.2 exon are shown as +1.1 and +1.2, or -1.1 and

—1.2, respectively.

that lacked the RNA helicase activity did not significantly rescue
the mH2A1 splicing pattern (Fig. 2e, lane 4 compared to lane 3 and
lane 6 compared to lane 5).

To directly assay the effect of Ddx5 and Ddx17 on mH2A1 alterna-
tive splicing, exons 1.1 or 1.2 and ~200 nucleotides of their surround-
ing intronic sequences were cloned into a reporter minigene (Fig. 2f).
As expected, Ddx5 and Ddx17 depletion increased exon 1.1 inclu-
sion in HeLa and 4T1 cells transfected with the minigene. Ddx5 and
Ddx17 depletion did not increase exon 1.2 skipping (Fig. 2f ), which
suggested that sequences not included in the minigene are required
to regulate exon 1.2. Alternatively, Ddx5 and Ddx17 may regulate
exon 1.1 splicing, which in turn could affect exon 1.2 splicing. These
results demonstrate that Ddx5 and Ddx17 regulate mH2A1I alterna-
tive splicing and that the RNA helicase activity of Ddx5 and Ddx17 is
required for their effects on splicing.

mH2AT alternative splicing participates in cell invasiveness
We next investigated a possible role of mH2A1 splicing isoforms
in tumor-cell invasiveness. In this context, we observed that the

Figure 3 Alternative splicing of the macroH2A1
histone variant is involved in tumor progression.
(a) PCR products, digested with the Msp1 4T1 67NR
restriction enzyme, corresponding to mH2A1.1
and mHZ2A1.2 splicing variants. Template is
RNA isolated from 67NR or 4T1 cells.
Relative expression levels (% of total + s.e.m.) MH2AT.1 (%) 232 51.6
of the mH2A1 splicing variants in each t29 163
experimental condition are indicated. mH2A12 (%) 788 o4
(b) Western blot analysis of mH2A1.1, T
mH2A1.2, mH2A1 and B-actin, expressed
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mH2A]1.1 isoform was expressed at a higher level in the noninvasive
67NR cells than in the invasive 4T1 cells, whereas the mH2A1.2 iso-
form was expressed at a higher level in 4T1 cells, both at the RNA
and protein levels (Fig. 3a,b). Whereas 67NR cells expressed similar
levels of mH2AI.1 and mH2A1.2 isoforms, 4T1 cells expressed
much less mH2A1.1 than mH2A1.2 (Fig. 3a,b and Supplementary
Fig. 3c,d). This result was confirmed in tumor samples, as a lower
ratio of mH2A1.1 to mH2A1.2 was observed in mouse primary tumors
that gave rise to metastasis (Supplementary Fig. 3e).

Supporting the hypothesis that the mH2A1 splicing isoforms have
different roles in cell migration and invasion, specific depletion of the
mH2A1.2 isoform in the invasive 4T1 cells (Supplementary Fig. 3¢c)
inhibited cell migration and invasion (Fig. 3¢), whereas the depletion of
the mH2A1.1 isoform in the noninvasive 67NR cells (Supplementary
Fig. 3¢) increased cell migration and invasion (Fig. 3d). These results,
which were confirmed by using different siRNAs (Supplementary
Fig. 5a), demonstrate that the mH2A1.2 isoform favored breast
cancer—cell invasiveness, whereas the mH2A1.1 isoform had the oppo-
site effect. Transfection of 4T1 cells with siRNA targeting the mH2A1.1
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in 4T1 or 67NR cells. (c) Relative number of migrating and invasive 4T1 cells after transfection with siCtrl or an siRNA targeting mH2A1.2 (si1.2).
(d) Relative number of migrating and invasive 67NR cells after transfection with siCtrl or a siRNA targeting mH2A1.1 (sil.1). In ¢ and d, histograms
represent the average of at least three independent experiments. Error bars, s.e.m.; ***P < 0.001 (f test).
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Figure 4 Alternative splicing of the macroH2A1 histone variant
contributes to the Ddx5-Ddx17 effect on cell migration and invasion.

(a) Western blot analysis of Ddx5, Ddx17, mH2A1.1, mH2A1.2, mH2A1
and B-actin, 48 h after transfection of mouse 4T1 cells with siCtrl,
siDdx5-17,si1.1 or sil.2 isoforms (top). Relative expression levels of
mHZ2A1.1 and mH2A1.2 measured by RT-qPCR in the same experimental
conditions as described above are indicated (bottom). Histograms
represent the average of three independent experiments corresponding
to the fold change of the mH2A1.1 to mH2A.2 mRNA ratio. (b) Relative
number of migrating and invasive 4T1 cells after transfection with siCtrl,
siDdx5-17 and either sil.1 orsil.2. (c) Motility of 4T1 cells transfected
with siCtrl or with siDdx5-17 alone or together with si 1.1, measured

by the wound healing assay at 8, 16 or 24 h. Histograms represent the
average of at least three independent experiments. Error bars, s.e.m.;
**P<0.01; ***P < 0.001 (¢ test).

isoform had no effect, as the mH2A1.1 isoform is scarcely expressed
in 4T1 cells, and depletion of the mH2A1.2 isoform had no effect in
the noninvasive 67NR cells (Supplementary Fig. 5b).

To further test whether mH2A1 alternative-splicing regulation
contributes to the effect of Ddx5 and Ddx17 on tumor cell invasive-
ness, Ddx5- and Ddx17-depleted 4T1 cells were transfected with
siRNAs that specifically targeted each of the mH2A I splicing variants
(Fig. 4a). Notably, depletion of the mH2A1.1 isoform but not the
mH2A1.2 isoform reduced the inhibitory effect of Ddx5 and Ddx17
depletion on cell invasion and migration (Fig. 4b). This result was
further confirmed by the depletion of the mH2A1.1 isoform in Ddx5-
and Ddx17-depleted cells, which reduced the inhibitory effect of Ddx5
and Ddx17 depletion on cell motility (Fig. 4¢, siDdx5-17 compared to
siDdx5-17 + sil.1). These results support a model in which mH2A1
alternative splicing mediates, at least in part, the inhibition by Ddx5
and Ddx17 depletion of tumor-cell invasiveness.

mH2AT splicing isoforms control redox metabolism genes

We next performed a high-throughput gene-expression analysis to
identify genes whose expression might be differentially regulated
by the mH2A1 splicing isoforms and thus could be involved in the
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Ddx5- and Ddx17-dependent regulation of the invasive phenotype.
For this purpose, we compared the transcriptome of 4T1 cells that
had been depleted of either mH2A1.1 or mH2A1.2 in the context of
Ddx5 and Ddx17 depletion. Manipulating mH2A1 isoform expression
had only weak effects, with changes in the expression levels of only
53 genes by more than 1.5 fold (Fig. 5a and Supplementary Table 3).
This was anticipated because several reports have indicated that mH2A1
has only a slight impact on steady-state levels of gene expression?-2°,
Reducing the threshold to 1.2-fold revealed 633 genes that were differ-
entially regulated when comparing mH2A1.2- to mH2A1.1-depleted
cells (Fig. 5a and Supplementary Table 3). We validated by RT-qPCR
17 of the 21 tested genes that had fold changes ranging from 1.2 to
2.6 (Supplementary Fig. 6a and Supplementary Table 3). Among
the 633 genes, 501 genes were upregulated and 132 genes were down-
regulated in mH2A1.2-depleted cells compared to mH2A1.1-depleted
cells, which suggests that the mH2A1.1 and mH2A]1.2 isoforms have
a differential impact on gene transcriptional activity.

Of the genes that were differentially regulated by mH2A1I splic-
ing isoforms, 45 were also affected by Ddx5 and Ddx17 depletion
and were also differentially expressed in 67NR cells as compared to
4T1 cells (Fig. 5b), and more than one-third of these are involved
in redox metabolism (Supplementary Table 3). Notably, meta-
static cells may come from cancer cells that have avoided oxidative

Figure 5 Regulation of mH2A1 splicing isoforms by Ddx5 and Ddx17
affects regulation of genes involved in redox metabolism. (a) Number

of genes regulated at the global expression level, as determined by
comparing 4T1 cells transfected with siDdx5-17 and with sil.2orsil.1.
(b) Venn diagram corresponding to mH2A1-regulated genes that were
regulated by Ddx5 and Ddx17 and differentially expressed in 67NR as
compared to 4T1 cells. (c) Relative expression level of SOD3, HAO1,
RFESD and GFOD1 mRNAs, as determined by RT-qPCR, comparing
nonmetastatic 67NR cells with metastatic 4T1 cells. (d) Relative
expression level of SOD3, HAO1, RFESD and GFODI mRNAs measured
by RT-gPCR in 4T1 cells transfected with siCtrl or siDdx5-17 alone or in
combination with either sil.1 or sil.2. Histograms represent the average
of at least three independent experiments. Error bars, s.e.m.; *P < 0.05;
**P<0.01; ***P< 0.001 (ttest).
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Figure 6 Ddx5 and Ddx17-regulated SOD3 a
expression is involved in cell migration and

invasion. (a) Relative number of migrating

and invasive 67NR cells after transfection

with siCtrl or siRNA against SOD3 (siSOD3), 300
as determined by comparing with the number

of cells transfected with siCtrl that migrated

and invaded. (b) Relative number of migrating
and invasive 4T1 cells after transfection with
siDdx5-17 alone or in combination with siSOD3.
(c) Relative number of migrating and invasive
67NR cells in the absence or presence of DMNQ.
(d) Relative number of migrating and invasive
4T1 cells in the absence or presence of DMNQ.
Histograms represent the average of at least three
independent experiments. Error bars, s.e.m.;
**P<0.01; ***P < 0.001 (ttest).
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damage from excess reactive oxygen species (ROS) in the primary
tumor site30:31. We therefore focused on four genes involved in
redox metabolism: the extracellular superoxide dismutase (SOD3),
hydroxyacid oxidase 1 (HAO1), Rieske (Fe-S) domain containing
(RFESD) and glucose-fructose oxidoreductase domain containing 1
(GFOD1I). We observed by RT-qPCR that 67NR cells that expressed a
high mH2A1.1to mH2A1.2 ratio as compared to metastatic 4T1 cells
also expressed higher levels of SOD3, HAOI, RFESD and GFODI
mRNAs than metastatic 4T1 cells (Fig. 5¢). Furthermore, Ddx5
and Ddx17 depletion increased SOD3, HAO1, RFESD and GFODI
mRNA expression (Fig. 5d). Finally, depletion of mH2A1.1, but not
of mH2A1.2, abrogated the increase mediated by Ddx5 and Ddx17
depletion (Fig. 5d). Altogether, these data show that mH2A1 splicing
isoforms mediate a part of Ddx5- and Ddx17-induced regulation
of gene expression in 4T1 cells, including that of genes involved in
redox metabolism.
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SOD3 regulation by mH2AT1 contributes to cell invasiveness

To directly examine the impact on tumor-cell invasiveness of Ddx5-
and Ddx17-mediated regulation of mH2A1 alternative splicing and
the downstream mH2A1-dependent transcriptional regulation, we
focused on SOD3, which converts extracellular superoxide radicals
([O,]*7) into hydrogen peroxide (H,0,)32-3> and is known to be
involved in invasion32-3>. As shown in Figure 6a, SOD3 depletion
(Supplementary Fig. 5d) indeed led to an increased invasiveness
of the noninvasive 67NR cells. Notably, transfection of Ddx5- and
Ddx17-depleted 4T1 cells with an siRNA targeting SOD3 increased
cell migration and invasion (Fig. 6b). This result suggests that Ddx5
and Ddx17 depletion increased the mH2A1.1 isoform level (Fig. 2),
which in turn increased SOD3 expression level (Fig. 5d) and thereby
reduced cell migration and invasion (Fig. 6b). Further supporting
this model, directly adding SOD3 protein to 4T1 cell-culture medium
inhibited cell migration (Supplementary Fig. 5e), whereas adding
2,3-dimethoxy-1,4-naphthoquinone (DMNQ), a redox-cycling agent
that induces superoxide anion formation and mimics SOD3 deple-
tion, increased the migration and invasion capability of 67NR cells
and Ddx5- and Ddx17-depleted 4T1 cells (Fig. 6¢,d).

The differential effects of the mH2AI splicing variants on the
gene-expression level could be explained if the two isoforms act on
different genes or if they act on the same genes but have opposite
effects on gene transcription activity. Consistent with the second hypo-
thesis, mH2A1.2 depletion in metastatic 4T1 cells led to an increasing
amount of SOD3 mRNA, which suggested that mH2A1.2 repressed
SOD3 expression (Fig. 7a). Conversely, depletion of mH2A1.1 in non-
metastatic 67NR cells decreased the amount of SOD3 mRNA, which

Figure 7 mH2A1 associates with the SOD3 gene, and its splicing variants
regulate SOD3 transcription activity in an opposite manner. (a) Relative
SOD3 mRNA expression level measured by RT-gPCR in 4T1 or 67NR
cells transfected with siCtrl, si1.I or sil.2. (b) Relative SOD3 pre-mRNA
expression level measured by RT-qPCR, in 4T1 or 67NR cells transfected
with siCtrl, sil.1, or sil.2. (c) Schematic representation of the SOD3
gene structure and localization of the primers used to analyze mH2A1
incorporation (upper panel). gPCR analysis with primers targeting the
SOD3 gene after ChIP using control antibodies (against 1gG) or antibodies
against mH2A1 (middle panel) or histone H3 (lower panel). (d) Effect

of mH2A1.1 depletion (sil.1) or mH2A1.2 depletion (sil.2) on the
incorporation of mH2A1 in the SOD3 gene in 4T1 cells or in 67NR

cells. Primers A, B, and C were as shown in c. (e) Relative SOD3 mRNA
expression level measured by RT-gPCR in 67NR cells transfected with
siCtrl, sil.I alone or in combination with siI.2. Histograms represent the
average of at least three independent experiments. Error bars, s.e.m.;
**P<0.01; ***P< 0.001 (ttest).
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Figure 8 mH2A1 alternative splicing controlled by Ddx5 and Ddx17 in MDA-MB-231 cells. (a) Relative number of migrating MDA-MB-231 cells after
transfection with siCtrl or siDdx5-17. (b) Relative expression level of mH2A1.1 and mH2A1.2 mRNAs measured by RT-qPCR in MDA-MB-231 cells
transfected with siCtrl or siDdx5-17. (c) Relative number of migrating MDA-MB-231 cells after transfection with siCtrl or si1.2. (d) Relative expression
level of SOD3 mRNA measured by RT-qPCR in MDA-MB-231 cells transfected with siCtrl or si1.2. (e) Relative number of migrating MDA-MB-231 cells

after addition of recombinant SOD3 protein to the cell-culture medium. Histograms represent the average of at least three independent experiments.
Error bars, s.e.m.; *P< 0.05; **P < 0.01; ***;P < 0.001 (t test). (f) Kaplan-Meier curves for 180-month outcome in patients with breast cancer
(n=443) based on the mH2A1.1-to-mH2A1.2 splicing ratio. (g) Kaplan-Meier curves for 180-month outcome in patients with breast cancer (n = 438)

based on SOD3 mRNA expression level.

suggested that mH2A1.1 stimulated SOD3 expression (Fig. 7a). These
results were confirmed by the SOD3 pre-mRNA levels (Fig. 7b), so
we concluded that mH2A1 isoforms had opposite effects on SOD3
gene transcription activity.

We next tested whether the mH2A1 histone was incorporated into
the SOD3 gene in 67NR and 4T1 cells. Chromatin immunoprecipita-
tion (ChIP) was performed with an antibody that recognizes both
mH2A1 isoforms, as isoform-specific antibodies did not give any sig-
nal above background (data not shown). PCR analysis was performed
by using primers at several locations along the SOD3 gene (Fig. 7¢).
As shown in Figure 7c, mH2A1 was detected all along the SOD3 gene,
both in 67NR and 4T1 cells. A slightly higher level of mH2A1 was
detected on the SOD3 promoter in 4T1 as compared to 67NR cells
(Fig. 7¢), but there was also more nucleosome in the SOD3 promoter
in 4T1 as compared to 67NR cells, as demonstrated by H3 histone
ChIP (Fig. 7c). Moreover, mH2A1.2 depletion but not mH2A1.1
depletion strongly decreased the mH2A1 histone level incorporated
in the SOD3 gene in 4T1 cells (Fig. 7d). Thus, the mH2A1.2 isoform,
which is the main mH2A1 isoform expressed in 4T1 cells, is incor-
porated in the SOD3 gene (Fig. 7d) and contributes to SOD3 gene
repression in these metastatic cells (Fig. 7a).

In contrast, in the nonmetastatic 67NR cells that expressed a simi-
lar level of the mH2A1.1 and mH2A1.2 isoforms, depletion of either
the mH2A1.1 or the mH2A1.2 isoform induced a similar, statistically
insignificant decrease in the level of the mH2A1 incorporated into
the SOD3 gene (Fig. 7d). Because mH2A1.1 depletion in 67NR cells
decreased SOD3 mRNA and pre-mRNA levels and mH2A1.2 deple-
tion had opposite effects in 4T1 cells (Fig. 7a,b), we hypothesized that
the mH2A1.2 isoform replaced the mH2A1.1 isoform on the SOD3
gene following mH2A1.1 depletion in 67NR cells. This hypothesis was
supported by the fact that SOD3 gene repression in the 67NR cells that
resulted from mH2A1.1 depletion was reversed by the co-depletion
of the mH2A1.2 isoform (Fig. 7e). Collectively, these results suggest
that both competition between the mH2A1.1 and mH2A1.2 isoforms
for their incorporation into the SOD3 gene and a higher mH2A1.2-to-
mH2A1.1 ratio contribute to breast cancer—cell invasiveness through
SOD3 gene repression.

To further challenge this model, the human invasive MDA-MB-
231 breast cancer—cell line was transfected with an siRNA that tar-
geted both Ddx5 and Ddx17, which inhibited cell migration (Fig. 8a)
and decreased the mH2A1.2 isoform and increased the mH2A1.1

isoform (Fig. 8b), as had been observed in the 4T1 mouse cell line.
As expected, depletion of the mH2A1.2 isoform in MDA-MB-231
cells also inhibited cell migration (Fig. 8c) and increased the SOD3
mRNA expression level (Fig. 8d). Therefore, the mH2A1.2 isoform
may favor cancer-cell migration by repressing SOD3 expression, as
addition of SOD3 in MDA-MB-231 cell-culture medium inhibited
cell migration (Fig. 8e).

Further supporting the physiopathological significance of our find-
ings, analyses of a cohort of 443 patients with primary breast tumors
with a well-documented clinical follow-up (Supplementary Table 5)
indicated that low mH2A1.1-to-mH2A1.2 expression ratio was
associated with shorter metastasis-free survival (Fig. 8f). Notably,
a high level of mH2A1.2 isoform expression was associated with
shorter metastasis-free survival, which represents a prognostic fac-
tor for disease severity that is independent of other known markers
(Supplementary Fig. 7). Notably, the mH2A 1.2 splicing isoform that
represses SOD3 expression in 4T1 and MDA-MB-231 cells (Figs. 7a
and 8d) correlated negatively with the expression level of SOD3
(P =10.00019; Spearman rank correlation test) in the primary breast-
tumor collection. Finally, a high expression level of SOD3 was associ-
ated with longer metastasis-free survival (Fig. 8g), in agreement with
the inhibitory effect of SOD3 on in vitro migration (Figs. 6 and 8e).

DISCUSSION

RNA helicases, which comprise more than 60 enzymes that use the
energy of ATP hydrolysis to remodel RNA or RNA-protein complexes,
are thought to be required at all stages of cellular RNA metabo-
lism!8:19:36, However, their target mRNAs and their cellular func-
tions are poorly defined. In this context, whereas Ddx5 and Ddx17
have been shown to play a part in the splicing process, their effect
on alternative splicing has been reported only for a few cases??-24,
To the best of our knowledge, we provide the first evidence that
RNA helicases can have a widespread impact on alternative splicing
(Supplementary Table 2 and Supplementary Fig. 2). Notably, we
observed that the 5" splicing sites of exons that are skipped upon
Ddx5 and Ddx17 depletion are within GC-rich regions as compared
to the 5” splicing sites of exons that are included following depletion
(Supplementary Fig. 2b). Because we show that the helicase activity
of Ddx5 and Ddx17 is critical for their ability to regulate mH2AI
splicing (Fig. 2e), this result suggests that these proteins regulate

alternative splicing by affecting RNA secondary structure?.
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Ddx5 and Ddx17 have been reported to have an impact on cellular
phenotypes, owing to their functions as transcriptional coregula-
tors!®1937. For example, we recently showed that Ddx5 and Ddx17
are transcriptional coactivators of the NFAT5 promigratory transcrip-
tion factor and that they participate in controlling the transcriptional
activity of genes involved in cell migration and invasion, including
S100A4 (ref. 38). We now show that the splicing activity of Ddx5
and Ddx17 contributes to their role in cell migration and invasion,
by modulating the splicing of the mH2A1 gene, whose product in
turn regulates genes involved in cell migration and invasion, such as
SOD3. As NFAT5 and mH2A1 do not control the expression of the
same genes (Supplementary Fig. 8), our data demonstrate that both
the transcriptional and the splicing activities of Ddx5 and Ddx17
influence tumor progression by affecting different gene-expression
programs. Notably, a recent report also demonstrates that Ddx5
affects the expression of another set of genes that are also involved
in tumor progression (for example, cofilin and profilin) by modu-
lating the expression of micro RNAs (miRNAs)3. In sum, these
results demonstrate that the different activities of Ddx5 and Ddx17
in transcription, splicing and miRNA processing affect different gene-
expression programs, which collectively contribute to their effects on
tumor progression.

In agreement with a proposed role in cancer, several reports have
shown that Ddx5 or Ddx17 are overexpressed in different tumor
types!®1940-42" Although we found that Ddx17 was overexpressed
in the metastatic 4T1 cells and tumors (Fig. 1a and Supplementary
Fig. 1), a high level of Ddx17 (and/or Ddx5) mRNA did not correlate
with a poor metastasis-free survival rate in the analyzed set of human
tumors (data not shown). However, analyzing Ddx5 and Ddx17 expres-
sion in human tumors is very challenging because Ddx5 or Ddx17
alterations might occur at the protein level or at a post-translational
modification level, as suggested by several reports*3-47.

Our work also revealed a role for mH2A1 histone pre-mRNA alter-
native splicing in breast cancer progression. Notably, it has been pre-
viously shown that the mH2A1.1 isoform inhibits lung cancer—cell
proliferation and that patients with low mH2A1.1 levels in lung tumor
samples are more likely to relapse than those with strong nuclear
mH2A1.1 staining’8. Similar results were recently reported in colon
cancer®8. Notably, the proportion of mH2A1.1 isoform (as a percent-
age of total mH2A1) decreased in tumors relative to normal samples
in several cancer types including breast cancer®. In the tumor samples
that we analyzed, we observed that the mH2A1 global level strongly
correlates with the level of mH2A1.2 isoform (Supplementary Fig. 7b),
which we showed favors cancer-cell invasiveness (Fig. 3). On the
basis of the data obtained from cancers in lung’, colon8 and breast
(this study), one model is that the decrease in the mH2A1.1 isoform-
expression level in tumor cells as compared to normal cells could favor
cell proliferation, and overproduction of the mH2A1.2 isoform in
tumor samples could further increase cell aggressiveness. Alteration
of mH2A1 alternative splicing during tumor initiation and progres-
sion could be mediated by several splicing factors, as the QKI splicing
factor, which is downregulated in cancer compared to normal cells,
has also been shown to affect mH2A1 splicing®.

Notably, a recent study demonstrated that the loss of mH2A1 histone
is positively correlated with an increasing malignant phenotype of
melanoma cells in culture and human tissue samples and that the
suppressive effects of mH2A1 on melanoma progression is medi-
ated through the regulation of CDKS (ref. 4). Because we did not
observe a general downregulation of the mH2A 1 gene associated with
breast cancer aggressiveness (data not shown) and because we did not
find any change in CDK8 gene expression in the 4T1 breast cancer
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model of tumor progression (Supplementary Fig. 6b), these results
suggest that mH2A1 expression might be altered in different ways
depending on tumor types, which may result in alteration of different
gene-expression programs.

In addition, the role of mH2A1 in cancer may also rely on post-
translational modifications. In this context, it is important to under-
score the fact that the macrodomain of the mH2A1.1 splicing isoform,
but not that of the mH2A1.2 isoform, binds ADP-ribose and related
NAD metabolites. It has been proposed that mH2A1.1 but not
mH2A1.2 recognizes ADP-ribosylated chromatin components to pro-
mote rearrangement of chromatin loops2%2%49. This specific feature
of the mH2A1.1 splicing isoform is particularly relevant with respect
to our observation that mH2A1.1 and mH2A1.2 differentially regu-
late genes involved in redox metabolism. Indeed, ADP-ribosylation
is a consequence of PARP activation under stress conditions, par-
ticularly in the context of redox metabolism alteration and exposure
to ROS3%:50-52 Tn addition, NAD metabolites have a central role
in redox and ROS metabolism, and increasing evidence indicates
that redox metabolism in turn affects epigenetic regulation3%-50-52,
Therefore, nonmetastatic 67NR cells that express a higher mH2A1.1-
to-mH2A1.2 ratio than metastatic 4T1 cells might be able to adapt
their genetic programs to redox metabolism by expressing genes
such as SOD3, which would in turn affect cell invasiveness. Indeed,
the SOD3 gene codes for the extracellular superoxide dismutase that
converts extracellular [O,]*~ into H,O,. Notably, it has been recently
shown that the overexpression of SOD3 inhibits invasion by breast
cancer cells3273%, which is consistent with the findings of this study.
Indeed, by converting extracellular [O,]*~ into H,0,, SOD3 attenuates
oxidative fragmentation of the extracellular-matrix components such
as heparan sulfate, thereby decreasing invasion and migration, and it
may prevent other effects of ROS on cell motility30-32-35>3-56_Tn sup-
port of a role for SOD3 in tumors, we report that SOD3 is an indica-
tive factor for good prognosis (Fig. 8g). Notably, as well, it has been
recently shown that the mH2A1.2 isoform but not the mH2A1.1 iso-
form can interact with and regulate HER2, which is a major player in
breast cancer initiation and progression®’. Therefore, further experi-
ments are required to decipher the precise mechanisms by which
mH2A1.1 and mH2A1.2 differentially contribute to cancer.

In conclusion, this study reveals a role of tumor-associated alter-
native splicing of an epigenetic factor in tumor progression, which
leads in turn to transcriptional alterations of genes involved in a
specific cellular program. Because epigenetic factors can also have
an impact on alternative splicing (reviewed in ref. 58), it is likely
that cross-talk between splicing and epigenetic networks may
contribute to the control of cell phenotypes during both physiological
and pathological states.

METHODS
Methods and any associated references are available in the online
version of the paper.

Accession codes. Microarray data have been deposited in the Gene
Expression Omnibus database under accession code GSE40737.

Note: Supplementary information is available in the online version of the paper.
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ONLINE METHODS

Cell culture, treatment and transfection. 67NR, 168FARN, 4T07 and 4T1
cells were kindly provided by E Miller (Michigan Cancer Foundation, Detroit,
Michigan, USA). Cells were cultured in DMEM supplemented with 10% FBS
at 37 °C. Transient transfection of siRNAs (25 nM) was performed by using
Lipofectamine RNAiMAX (Invitrogen) following the manufacturer’s instruc-
tions. Cells were harvested 48 h after transfection. For rescue experiments, HeLa
cells were transfected with siRNA targeting the Ddx5 and Ddx17 UTR regions.
Twenty-four hours later, wild-type and either mutated Ddx5 or Ddx17 expres-
sion vectors were transfected by using Lipofectamine 2000 (Invitrogen). Cells
were harvested 48 h later. SIRNA sequences are provided in Supplementary
Table 4. SiDdx5-17 is an siRNA that targets a conserved sequence that simul-
taneously affects Ddx5 and Ddx17 (and not a mixture of siDdx5 and siDdx17)
(Supplementary Table 4).

Minigene assay and PCR digestion. htH2AFY exon 6, with 200 bp and 174 bp of
flanking introns, was amplified by PCR with the primers 5'-GGAATTCCATAT
GGAATTCCCTAGTTTGCTTGC-3" and 5-GGAATTCCATATGGAATTCAC
ACTTGGAATGGC-3’ that contained the Ndel restriction site. htH2AFY exon 7,
with 106 bp and 212 bp of flanking introns, was amplified by PCR with the
primers 5-GGAATTCCATATGGAATTCAATGTGCCTGTGCGT-3’ and 5'-
GGAATTCCATATGGAATTCCATTTGTGAGCTGC-3’ that contained the Ndel
restriction sites. Ndel-digested PCR products were cloned into pTBminigene.
Primers used for minigene assay are described in Supplementary Table 4.

RNA preparation and RT-qPCR. Total RNA was extracted by using TRIzol
(Invitrogen). One microliter of Glycoblue (Ambion) was added before RNA precip-
itation with isopropanol. RNA (1 pg) was treated with DNase I (DNAfree, Ambion)
for 30 min at 37 °C and reverse-transcribed (RT) by using SuperScript II
and random primers (Invitrogen). Before PCR, all RT reaction mixtures were
diluted to contain 2.5 ng/ul of initial RNA. PCR reactions were performed using
5 pl of the diluted cDNAs and GoTaq polymerase (Promega). Quantitative PCR
(qPCR) was performed using 2.5 pl of the diluted cDNAs and SYBR Green I
Master mix (Roche). Primer sequences are provided in Supplementary
Table 4. The relative RNA levels were determined on the basis of the threshold
cycle for each PCR product (Ct).

ChIP. Cells were cross-linked with 1% formaldehyde for 10 min and lysed in
buffer containing 50 mM Tris-HCI, pH7.5, 150 mM KCI, 5 mM EDTA, 1% NP40,
0.1% SDS, 0.5% sodium deoxycholate, 50 mM sodium fluoride and phosphatase
and protease inhibitors. Chromatin was sheared by sonication with a Bioruptor
(Diagenode) to generate ~200-bp DNA fragments and incubated with antibodies
against mH2A1 (5 pg, Abcam cat. no. 37264), H3 (1 ug, Abcam cat. no. 1791)
or control immunoglobulins (Santa Cruz) and magnetic beads overnight at
4 °C. Beads were washed five times with buffer containing 50 mM Tris-HCI,
pH 7.5, 150 mM KCI, 1% NP40 and 0.25% sodium deoxycholate, and two times
with TE buffer®. Antibody-bound chromatin was reverse cross-linked overnight
at 65 °C and treated with proteinase K (Qiagen) before DNA purification on
column (Qiagen). Purified DNA was diluted three times in water and analyzed
by qPCR.

Western blot analysis. Protein extracts were obtained by using NP-40 buffer
(50 mM Tris-HCI, pH 8, 0.4 M NaCl, 5 mM EDTA, pH 8, 1% NP40, 0.2% SDS and
1 mM DTT) and protease inhibitors (Sigma). Ten micrograms of total proteins
were separated by SDS-PAGE, and western blotting was subsequently performed
with antibodies against Ddx5 (PAb204, Upstate/Millipore,1:1,000), Ddx17
(ab24601, Abcam, 1:250), mH2A1.1 (4160, Cell Signaling, 1:1,000), mH2A1.2
(4287, Cell Signaling, 1:1,000), mH2A1 (ab37264, Abcam, 1:1,000) and B-actin
(Mab1501, Millipore, 1:1,000).

Cell-migration, invasion and wound-healing assays. For cell-migration assay,
cells (4 x 10* for 67NR and 2 x 104 for 4T1) were plated, in serum-free medium
48 h after transfection, in the upper chamber of 8-um pore-size ThinCerts.

The bottom chamber was filled with complete medium. After 24 h, cells at the top
side of the filter were removed with a cotton swab. The remaining cells at the bottom
side were washed with PBS, fixed with 10% TCA and stained with Amido black.
Cells were counted from three randomized fields per well under a Nikon inverted
microscope. A cell-invasion assay was performed in similar conditions, except
that wells were precoated with matrigel at a 1:3 dilution for 4T1 or a 1:12 dilution
for 67NR (BD Biosciences). For wound-healing assays, 2 d after transfection,
a wound space of a confluent cell monolayer was produced by scratching the
plate with a p200 pipette tip. The percentage of migration was defined at different
times (8, 16, or 24 h) by measuring the lengthwise migration three times with the
program Image]. Mitomycin C was added 1 h before wounding and maintained
during migration. Recombinant SOD protein (100 units; S9697, Sigma) were
added after cells were plated in the upper chamber.

Affymetrix exon array. One microgram of total RNA purified with TRIzol was
labeled with Ambion reagents and hybridized to Affymetrix GeneChip Mouse
Exon 1.0 ST arrays. Affymetrix exon-array data were normalized with quantile
normalization. The background correction was performed by using antigenomic
probes. Only probes targeting exons annotated from full-length cDNA were used
for analysis. Among these preselected probes, poor-quality probes (for example,
probes labeled as ‘cross-hybridizing’ probes by Affymetrix) and probes with
intensity signals that were too low when compared to antigenomic background
probes with the same GC content were removed from the analysis. Only probes
with a DABG P value of < 0.05 in at least half of the chips were considered for
further statistical analysis. Paired statistical analyses were performed by using the
Student’s paired t-test on the splicing index to analyze the exon-array data. The
splicing index corresponds to a comparison of gene-normalized exon intensity
values between the two analyzed experimental conditions.

Clinical samples, quantitative PCR and statistical analysis. Samples of 443
breast cancer tumors excised from women at the Institut Curie/Hopital René
Huguenin (Saint-Cloud, France) from 1978 to 2008 were analyzed. This study
was approved by the local ethical committee (Breast Group of Hopital René
Huguenin), which provided informed consent. Standard prognostic factors
are reported in Supplementary Figure 4. Immediately after surgery, the tumor
samples were flash frozen and stored in liquid nitrogen until RNA extraction. The
samples were examined histologically for the presence of at least 60% tumor cells.
The patients (mean age, 61.7 yrs; range, 35-91 yrs) all met the criteria of having
primary unilateral breast carcinoma for which complete clinical, histological and
biological data were available; 378 patients received adjuvant therapy, consisting
of chemotherapy alone in 90 cases, hormone therapy alone in 175 cases and both
treatments in 93 cases. The median follow-up was 8.9 years (range 0.5-29.0).
A total of 168 patients relapsed at distant sites.

AllRT-qPCR reactions were performed by using an ABI Prism 7700 Sequence
Detection System and the SYBR Green PCR Core Reagents kit (PerkinElmer
Applied Biosystems). TATA-box-binding protein (TBP) transcripts were used
as an endogenous RNA control, and each sample was normalized on the basis
of its TBP content. To determine whether the mH2A1 splicing-variant ratio was
associated with patient clinical outcome, metastasis-free survival distribution
was estimated by the Kaplan-Meier method. To select cutoff expression levels
to classify each patient in one of two risk groups, sensitivity and specificity was
explored by using a receiver-operating curve (ROC) analysis. Briefly, the area
under the ROC curve (with 95% confidence interval) was calculated, and a test
for the null hypothesis that the area under the curve was 50% was performed.
The ROC analysis provided the threshold expression value to balance sensitivity
and specificity for the detection of life-threatening cancer, and this cut point was
used in the Kaplan-Meier analysis. Kaplan-Meier curves estimate metastasis-free
survival from 0 to 180 months after breast cancer diagnosis. The Spearman rank
correlation test provided correlation between continuous variables.

59. Bittencourt, D. et al. Cotranscriptional splicing potentiates the mRNA production
from a subset of estradiol-stimulated genes. Mol. Cell. Biol. 28, 5811-5824
(2008).

doi:10.1038/nsmb.2390
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B Publication dans NAR

Dans cet article publié 'année derniere, nous montrons que les hélicases ARN DDX5
et DDX17 régulent un large nombre de genes cibles des voies de signalisation de
réponse aux hormones, a la fois au niveau transcriptionnel et au niveau de I’épissage
alternatif. D’autre part, DDX5 et DDX17 apparaissent aussi eétre des régulateurs de
I’expression des récepteurs nucléaires dont elles sont co-activateurs.

D’un point de vue bioinformatique, 'objectif de ce projet était de déterminer a large
échelle I'impact de la déplétion des facteurs DDX5 et DDX17 lors d'un processus
biologique complexe : 'activation des voies de réponse aux hormones dans un modele
de cancer du sein (voie ER«) et du cancer de la prostate (voie AR).

Quatre conditions différentes de puces, avec quatre réplicats expérimentaux a chaque
fois, devaient donc étre analysé :

— condition A : sans traitement, transfection siARN controle

— condition B : avec traitement, transfection siARN controle

— condition C : sans traitement, transfection siARN contre DDX5 et DDX17

— condition D : avec traitement, transfection siARN contre DDX5 et DDX17

Nous avons donc mis au point un algorithme dédié permettant le pré-traitement
et 'analyse de quatre conditions a la fois. Cet algorithme permet de déterminer les
genes et événements d’épissage régulés par un traitement aux hormones et dépendant
des hélicases DDX5/DDX17.

La démarche général de cette algorithme est présenté ci-dessous :

Identification des génes régulés par I'"hormone et dépendants de Ddx5/Ddx17
Génes activés par Fhormone : Génes réprimés par 'hormone :
Fold change « hormonale » (B/A) =1.5 Fold change « hormonale » (B/A) < 1.5

BiA siDdx5M17 - - + +
Hormone - + - +

dchange "hormonale”

2o

[
siDdx5M17 - - + +
Hormone - + - +

Fold change"hormonale”

Un géne est dépendent de Dddx5/Ddx17 si le ratio (BIAN(DIC) ratio =1.2 & P-value =0.05

221
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ABSTRACT

Estrogen and androgen receptors (ER and AR) play
key roles in breast and prostate cancers, respect-
ively, where they regulate the transcription of large
arrays of genes. The activities of ER and AR are
controlled by large networks of protein kinases
and transcriptional coregulators, including Ddx5
and its highly related paralog Ddx17. The Ddx5 and
Ddx17 RNA helicases are also splicing regulators.
Here, we report that Ddx5 and Ddx17 are master
regulators of the estrogen- and androgen-signaling
pathways by controlling transcription and splicing
both upstream and downstream of the receptors.
First, Ddx5 and Ddx17 are required downstream of
ER and AR for the transcriptional and splicing regu-
lation of a large number of steroid hormone target
genes. Second, Ddx5 and Ddx17 act upstream of
ER and AR by controlling the expression, at the
splicing level, of several key regulators of ER and
AR activities. Of particular interest, we demonstrate
that Ddx5 and Ddx17 control alternative splicing of
the GSK3p kinase, which impacts on both ER and AR
protein stability. We also provide a freely available
online resource which gives information regarding
splicing variants of genes involved in the estrogen-
and androgen-signaling pathways.

INTRODUCTION

The sex steroid hormones, estrogen and testosterone,
influence normal physiology, reproduction and behavior.
Their biological functions are mediated through cognate
nuclear receptors that govern gene expression in hormone-

sensitive tissues. Many lines of evidence have implicated
steroid hormones as etiologic factors in the origin and
progression of various malignancies (1,2). Perturbation
of the estrogen-signaling pathway is associated with two-
thirds of breast cancers that express the estrogen receptor
alpha (ERa), which is considered as a good prognosis
marker. The androgen receptor (AR) is activated by the
binding of testosterone or its physiologically active metab-
olite, 5Sa-dihydrotestosterone (DHT) and is involved in
prostate cancer initiation and metastasis.

ERo and AR are members of the large superfamily of
nuclear receptors and act as ligand-activated transcription
factors. The canonical model of steroid receptor action
implies a ligand-specific conformational change triggering
its phosphorylation, homodimerization and binding to
hormone responsive elements located in promoters or regu-
latory regions of target genes (3). Activation of the estrogen
and androgen pathways requires the concerted action of a
plethora of factors. Some of them are involved in posttrans-
lational modifications of the hormone receptors, impacting
for example on their subcellular localization or stability (4—
6). Other factors, the so-called transcriptional coregulators,
are recruited by hormone receptors on target promoters to
mediate their effects on transcription (7,8). For both ERa
and AR, dozens of coregulators, including coactivators and
corepressors, have been identified. However, most of them
have been studied in the context of a few target genes, and
therefore it is currently unknown whether they contribute
to the hundreds of gene regulations induced by hormones.

Among these, the DEAD-box RNA helicase Ddx5
(p68) and its highly related paralog, Ddx17 (p72), are tran-
scriptional coregulators of ERa and AR (9,10). Ddx5 and
Ddx17 interact directly with ERa and AR and were shown
in a few cases to be recruited to target promoters (11,12)
where they might modulate RNA polymerase II recruit-
ment. However, the extent of ERa and AR endogenous
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target genes on which Ddx5/Ddx17 act as transcriptional
coregulators is not known. In addition to being transcrip-
tional coregulators, Ddx5 and Ddx17 are bona fide com-
ponents of the splicing machinery, the spliceosome (13),
and play a role in the regulation of alternative splicing that
leads to the production from the same gene of several
splicing variants coding for different protein isoforms
with different and sometimes opposite biological activities
(14-17). Alternative splicing is the rule, not the exception,
as 90% of human genes produce several splicing variants.
Alternative splicing is the main mechanism increasing the
diversity of the proteome coded by a limited number of
genes (18). In this context, the Ddx5 and Ddx17 multi-
functional proteins could coordinate transcription and
splicing allowing the production of the proper isoform
from hormone target genes as previously suggested by
using minigene reporter assay (19). However, whether
Ddx5 and Ddx17 regulate splicing of endogenous
hormone target genes is not known.

In this work, we report using large-scale approaches for
first time that Ddx5 and Ddx17 are master regulators of
the estrogen and androgen-signaling pathways. Indeed,
these proteins are not only required for regulating the
expression of a large number of endogenous estrogen-
and androgen-target genes both at the transcriptional
and splicing level but remarkably, they are also acting
upstream of the estrogen and androgen receptors by
controlling the expression, at the splicing level, of several
key regulators of the hormone-signaling pathways.

MATERIALS AND METHODS
Cell culture and stable cell lines

MCF-7 cells were grown in DMEM and LNCaP cells in
RPMI-1640 (Gibco/LifeTechnologies). Both mediums
were supplemented with 10% fetal bovine serum, 1%
glutamine and 1% penicillin/streptomycin. Cells were
maintained at 37°C in a humidified atmosphere of 95%
air and 5% CO,. Wild-type Ddx5-HA and Ddx17-HA
and mutated Ddx5-HA K144A and Ddx17-HA KI142R
were cloned into pTRE2-hyg vectors to generate inducible
MCF-7/Tet-On stable cell lines (Clontech). Resistant
clones were selected with hygromycin (300 mg/ml,
Clontech) and protein expression was checked after
Doxycycline treatment (1 pg/ml) for 48 h.

Cell transfection and treatment

A total of 3 x 10° cells were transiently transfected with
26.6nM siRNAs (Supplementary Table S3) using Lipo-
fectamine RNAiMax (LifeTechnologies). Twenty-four
hours before treatment, MCF-7 and LNCaP cells, were
cultured in red phenol-free medium supplemented with 2%
charcoal-treated FBS. Cells were treated with E2 (10 nM;
Sigma) for 1 or 10h or DHT (10nM; Sigma) for 24 h.
Control cells received equal volumes of vehicle (ethanol).

RNA preparation, RT-PCR and RT—qPCR

Total RNAs were prepared using TRIpure Isolation
Reagent (Roche), and 1pl of Glycoblue (Ambion) was

added before RNA precipitation. Nuclear fractionation
was performed as previously described (20). Reverse tran-
scription (RT) was performed with 1-2 pg of total RNA
using M-MLYV Reverse Transcriptase (LifeTechnologies)
and random primers. The RT reactions were diluted and
used either for PCR analysis using GoTaq Flexi DNA
Polymerase (Promega) or in qPCR using SYBR Green |
Master Mix (Roche) on a Roche LightCycler 480 II.
Primer sequences are provided in Supplementary Table
S3. The relative RNA levels were determined on the
basis of the threshold cycle (C,) for each qPCR product
and normalized to 18S ribosomal RNA levels.

Affimetrix exon array

One microgram of total RNA was processed with the
GeneChip WT Sense Target Labeling kit and hybridized
to GeneChip Human Exon 1.0 ST arrays. Affymetrix
exon-array data were normalized with quantile normaliza-
tion. Antigenomic probes were used to perform the back-
ground correction. Only probes targeting exons annotated
from full-length cDNA were retained for analysis. Cross
hybridizing probes and probes with lower signals intensity
than anti-genomic background probes showing the same
GC content were removed. Only probes with a DABG
P-value <0.05 in at least half of the arrays were con-
sidered for further statistical analysis. Arrays were per-
formed in four independent replicates. The strategies
adopted to identify E2-, DHT-regulated and Ddx5/17-
dependent genes are described in Supplementary Figure
S1. Briefly, the median intensity of all constitutive
exonic probes was calculated for each gene in each
sample, and the experimental samples and control
groups were compared using a Student’s paired z-test.
Paired statistical analyses were performed using the
Student’s paired ¢ test on the splicing index (SI) to
analyze the Exon Array data at the exon level (SI> 1.5,
P <0.05). The SI corresponds to a comparison of gene-
normalized exon intensity values between the two
analyzed experimental conditions.

Western blot analysis

Total protein extracts were obtained using NP-40 buffer
(50mM Tris—HCI pH 8, 0.4 M. NaCl, 5SmM EDTA pH &,
1% NP40, 0.2% SDS, ImM DTT) supplemented with
Protease and Phosphatase Inhibitors (Roche). An
amount of 20pug of proteins were separated by
NuPAGE® Novex 3-8% Tris-Acetate or 12% bis-tris-
Acetate Gels (LifeTechnologies). Membranes were
incubated with specific primary antibodies against Ddx5
(ab10261, Abcam), Ddx17 (ab24601 Abcam), SMRT (H-
300, sc-20778 Santa Cruz), AR (441, sc-7305), ERa (F-10,
sc-8002 Santa Cruz), GSK3p (27C10, Cell signaling) and
B-Actin (I-19, sc-1616 Santa Cruz).

Chromatin-immunoprecipitation

ERo chromatin-immunoprecipitation (ChIP) assay was
performed in MCF-7 cells using anti-ERo antibody
(HC-20, sc-543 Santa Cruz). Ddx5-HA ChIP assay was
performed in inducible MCF-7 cell line as previously
described (21) using anti-HA antibody (3F10, Roche).
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MCF-7 or MCF-7 inducible cell lines were maintained in
red phenol-free medium supplemented with 2% charcoal-
treated FBS. Cells were treated with E2 (10 nM; Sigma)
for 1h before fixation. Primers used are detailed in
Supplementary Table S3.

RESULTS

Ddx5 and Ddx17 are master regulators of the estrogen-
signaling pathway

In order to assess the extent to which Ddx5 and Ddx17
participate in gene expression regulation in response to
estradiol (E2), ER-positive MCF-7 breast cancer cells
were treated with E2 or vehicle for 10 h after being trans-
fected with a control siRNA (siCTRL) or an siRNA
(siDdx5/17) targeting a conserved region shared by
Ddx5 and Ddx17 (Figure 1A). Whole-transcriptome
analysis was performed using Affymetrix Exon Arrays,
which allowed us to assess expression at the global gene
level as well as at the exon level. The median intensity of
exonic probes of each gene was computed in each sample
from four independent experiments. Using cutoffs of 1.5
for fold change and 0.05 for P-value, 354 (67%) and 173
(33%) genes were predicted to be activated and repressed
by E2, respectively (Figure 1B). Comparative analysis of
control and Ddx5/17-depleted cells (Supplementary Table
S1) revealed that Ddx5 and Ddx17 are required for the
regulation of 186 (53%) of E2-activated and 98 (57%) of
E2-repressed genes (Figure 1B and Supplementary Table
S1) as validated by RT-qPCR for a large number of cases
(Figure 1C). Similar results were observed in a subset of
selected genes using another set of siRNAs targeting Ddx5
and Ddx17 (Figure 1D and Supplementary Figure S2A).

The observed effects likely occurred at the transcrip-
tional level as Ddx5/17 depletion abrogated E2-mediated
effects at the pre-mRNA level and did not significantly
affect the half-life of the tested E2-regulated mRNAs
(Figure 1E and Supplementary  Figure S2C).
Furthermore, ERa and Ddx5 were detected on a subset
of E2-target genes and their recruitment was increased
after E2 treatment as demonstrated by ChIP assay
(Figure 1F). These results are in agreement with
previous reports (9,11,22,23) indicating that Ddx5 and
Ddx17 are bona fide ERa transcriptional coregulators
and are therefore required for mediating E2 effects on
transcription. However, we observed that Ddx5/17 deple-
tion also decreased ERa protein (but not mRNA) levels
(Figure 1G), suggesting that Ddx5 and Ddx17 may also
contribute to the estrogen-signaling pathway by another
mechanism (see below). Of note, Ddx5/17 depletion did
not affect other signaling pathways (Supplementary
Figure S2D).

In addition to their role in transcription, Ddx5 and
Ddx17 have been shown to play a role in alternative
splicing regulation (14-17). The analysis of Exon Array
data revealed that Ddx5 and Ddx17 silencing changed
the splicing pattern of 65 genes among the E2-regulated
genes (Figure 2A and Supplementary Table Sl1), as
validated by RT-PCR (Figure 2B). Therefore, Ddx5 and
Ddx17 are not only required for the E2-mediated effects on

Nucleic Acids Research, 2013 3

transcription, but also for the production of specific
isoforms from, at least, a subset of endogenous E2-
regulated genes. However, as most of the genes regulated
at the splicing level by Ddx5 and Ddx17 were not regulated
at the transcriptional level by E2 treatment (Figure 2A),
this suggested that Ddx5/17 effects on splicing and E2
effects on transcription were mainly independent.

Ddx5 and Ddx17 regulate splicing of several genes
involved in the estrogen-signaling pathway

Among 193 genes encoding for mediators or regulators of
the estrogen-signaling pathway, 26 were predicted to be
regulated by Ddx5/17 at the splicing level (Figure 2C and
Supplementary Figure S3A). For example, several genes
coding for protein kinases involved in ERa phosphoryl-
ation, including CDK2, p38 MAPK (ERK?2) and GSK38,
were affected at the splicing level when Ddx5 and Ddx17
were knocked down (Figure 2D and Supplementary
Figure S3A). Likewise, several ERa transcriptional
coregulators were affected at the splicing level by Ddx5/
17 silencing (Figure 2D and Supplementary Figure S3A).
This included transcriptional coactivators like CREB-
binding protein (CBP) and the Mediator Subunit 1
(MEDI1) that plays a crucial role to anchor liganded
ERa to the transcriptional pre-initiation complex (24),
as well as several corepressors such as the nuclear
corepressor 1 (N-CoR1) and its paralog N-COR2, also
known as SMRT (Silencing Mediator of Retinoic acid
and Thyroid hormone receptor) (25). The identity of
some splicing variants was verified by sequencing
(Supplementary Figure S4).

To further confirm the effects of Ddx5 and Ddx17 on
splicing, inducible stable MCF-7 cell lines expressing wild
type or helicase-mutated Ddx5 were transfected with a
control siRNA or a mixture of siRNAs targeting DDX5
and DDX17 UTRs. The re-expression of wild-type, but not
mutated Ddx5, partially rescued the effect of the siDdx5/17
UTR on the splicing pattern (Figure 2E, left panel). Similar
results were obtained in inducible stable MCF-7 cell lines
expressing wild-type Ddx17 or the mutant K142R lacking
the helicase activity (Figure 2E, right panel). This observa-
tion raised the possibility that Ddx5 and Ddx17
contributed to the ERa-signaling pathway not only as
ERa transcriptional coregulators but also by regulating
the splicing pattern of key actors of the pathway.

To address the functional relevance of splicing regula-
tion of key actors of the ERa-signaling pathway by Ddx5
and Ddx17, we focused on the SMRT transcriptional
corepressor. As shown in Figure 3A, RT-qPCR analysis
confirmed the RT-PCR data (Figure 2D) and showed
that Ddx5/17 depletion induced exon 42 skipping
(SMRTAE42). Interestingly, exon 42 skipping is predicted
to introduce a premature stop codon in exon 43
(Figure 3B, upper panel), suggesting that SMRTAE42
transcripts might be unproductive (that is, not translated)
and regulated by the nonsense-mediated mRNA decay
(NMD) pathway. Supporting this hypothesis, incubation
of MCF-7 cells with the translation inhibitor
cycloheximide, that blocks mRNA degradation by the
NMD pathway, increased the ratio of SMRTAE42

€102 ‘21 1quiaoa(] uo 3sang £q /310" sewimolpioyxo-reuy;:dyy woly papeoumo(



4  Nucleic Acids Research, 2013

-R | 27
A (kDa) B E2-Regulated genes (527) C 21 1 E2-activated genes
Do | ™ | — I
1 B it <> o
Ddx17 . o )
—_— OsiCTRL
B-Actin | T —— I Repressed 154 msipasny
40 Activated genes (354) genes (173) g
. =
siDAx5/17 -t + [J Ddx5/17 dependent genes (284) 2
E2 - -+ + Y12 4
R %
o *
D . E . F
¢ E2-activated genes DOsiCTRL 6 E2-activated genes DsiCTRL g 9
s ®siDdXS/17UTR & siDdx5/17 5
c 4 < 2 *
v ¥
T3 el 6 1
L L
v 2 1]
c c * ®
g 1 8 34[1* L B " *
20 2
™ © ~ N
% &‘Q (_/)\(J \\’,L
Q
5V o >
Q X G I
<& 8 ¥O &
0 4
-1 N o 2 &
S & Y &
24, R EF S EE S
*
-3 4 % * * . 0 4
-4 4 34 |«
-5 E2-repressed genes 4 J E2-repressed genes -2 1 » Us |«
¥ * * * *
F
—~ -4 4
S % - ChiP ERa OVehicle 4 - ChIP Ddx5-HA  pyepice %
3 [ 2] [ 2] *
£ 07 3 -6 1
&
€ 15 9
5 7 8
5 10 4
O 1 -
E 5 4 210 4 E2-repressed genes
E 0 0
& > e O $»
& & & & & &N 4§ N
& v N4
5 OsiCTRL
G (kDa) > 2 WsiDdx5/17
ERal——'—-*'—l_ 5 1.5
60 o
wv
] IS
B-Actin |w—-——[ 40 =3
o 05
siDdx5/17 - + - + 2
B2 - -+ o+ = 0
[ Vehicle E2

Figure 1. Ddx5 and Ddx17 are master regulators of the estrogen-signaling pathway. (A) Western blot analysis of Ddx5, Ddx17 and B-Actin as
loading control, using total protein extract from MCF-7 cells transfected with either a control siRNA or siDdx5/17 in the presence or absence of
estradiol (E2) for 10h. (B) In silico prediction of Exon array analysis of genes regulated at the global expression level by E2 and dependent of Ddx5
and Ddx17 (in gray). (C) Hormone fold change induced by E2 treatment for 10h of the expression level of a subset of mRNAs as determined by
RT—qPCR in MCF-7 cells transfected with siCTRL or siDdx5/17 (genes upregulated by E2 in the upper panel and genes downregulated by E2 in the
lower panel). (D) Hormone fold change induced by E2 treatment for 10 h of the expression level of a subset of mRNAs as determined by RT—qPCR
in MCF-7 cells transfected with siCTRL or a mixture of siRNAs-targeting Ddx5 and Ddx17 UTRs (siDdx5/17 UTR). (E) Hormone fold change as
assessed by RT-qPCR measuring the unspliced pre-mRNAs of E2-regulated genes in the nuclear extracts. MCF-7 cells were transiently transfected
with Control siRNA or siDdx5/17 then treated with E2 or vehicle for 1 h. (F) qPCR analysis using primers spanning promoter regions of a subset of
E2-regulated genes on genomic DNA in a ChIP assay using MCF-7 for ERa (left panel) and MCF-7 stable cell lines expressing Ddx5-HA (right
panel). (G) Western blot analysis of ERa and B-Actin as loading control using MCF-7 cells transfected with either a control siRNA or siDdx5/17 in
the presence or absence of estradiol (E2) for 10h (left panel). Relative expression level of ERo mRNA as assessed by RT-qPCR analysis (right
panel). Histograms represent the average of at least three independent experiments. Error bars, s.e.m.; ¥*P <0.05; **P <0.01; ***P <0.001 (z-test).

transcripts  to  transcripts containing exon 42 decrease of SMRT protein expression levels (Figure 3C,
(SMRT + E42) (Figure 3B, lower panel). In addition and left panel). Finally, MCF-7 cells transfected with siRNA
as expected from the increased NMD-degraded targeting SMRT mRNA showed a significantly reduced
SMRTAE42 production, Ddx5/17 depletion induced a E2 effect on a subset of downregulated transcripts
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Figure 2. Ddx5 and Ddx17 regulate splicing of a subset of E2-target genes and genes involved in estrogen-signaling pathway. (A) in silico prediction
of Exon array analysis. Venn diagram representing E2-regulated genes and genes that were regulated by Ddx5 and Ddx17 at the splicing level. (B)
Validation by RT-PCR of splicing variants produced from E2-target genes and regulated by Ddx5 and Ddx17. Exons are represented by white boxes
and primers used for PCR by black arrows. (C) Diagram representing ER-signaling regulators genes that were regulated by Ddx5 and Ddx17 at the
splicing level. (D) Validation by RT-PCR of splicing events regulated by Ddx5/17. MCF-7 cells were transfected for 48h with a Control siRNA
(siCTRL) or siDdx5/17, then treated for 10h with E2 (10nM). Depletion of Ddx5 and Ddx17 induced both exon inclusion and exon skipping. (E)
Rescue experiments in inducible stable cell lines. Re-expression of wild-type or mutated Ddx5 (left panel) and Ddx17 (right panel) forms in MCF-7
inducible stable cell lines after transfection with siRNAs targeting DDX5 and DDX17 UTRs was induced by Doxycyclin (1 pg/ml) treatment.

compared with control cells (Figure 3C, right panel and
3D). Altogether, these data indicated that the role of Ddx5
and Ddx17 in the regulation of the estrogen-signaling
pathway is not limited to their function as ER transcrip-
tional coregulators on estrogen-regulated genes, but also
pointed to a previously undocumented regulation of
coregulated splicing events directly linked to this pathway.

Ddx5 and Ddx17 play a major role in the androgen-
signaling pathway

As for ERa, Ddx5 and Ddx17 are transcriptional
coregulators of AR. To study the genome-wide contribu-
tion of Ddx5 and Ddx17 to the androgen-signaling
pathway, we applied the same experimental strategy
using the human LNCaP prostate cancer cell line that
was treated with DHT for 24 h (Figure 4A). Affymetrix
Exon array analysis predicted that out of a total of 1573
DHT-regulated genes, 1319 (84%) were activated and 254
(16%) repressed (Figure 4B). In silico analysis predicted
that 868 (66%) of DHT-activated and 103 (40%) of DHT-
repressed genes were regulated in a Ddx5/17-dependent
manner (Figure 4B and Supplementary Table S2), as
validated by RT—qPCR (Figure 4C).

When analyzing Exon Array data at the exon level, we
identified 371 DHT-regulated genes (among 1573) whose

splicing was affected by Ddx5/17 depletion (Figure 4D
and Supplementary Table S2), as validated by RT-PCR
(Figure 4E). Finally, as shown in Figure 4F, several (24
out of 144) Ddx5/17-regulated splicing variants are
produced from genes involved in the regulation of the
androgen-signaling  pathway  (Figure 4G  and
Supplementary Figure S3B).

Of particular interest, and similarly to our observation
on ERa, Ddx5/17 depletion in LNCaP cells, reduced
AR protein (but not mRNA) level (Figure 4H).
Therefore, Ddx5 and Ddx17 likely contribute to both
estrogen and androgen-signaling pathways through
several mechanisms.

Ddx5 and Ddx17 stabilize ERa and AR by modulating
GSK3p splicing

Comparing the data obtained in both MCF-7 and LNCaP
cells, we observed that several genes regulated at the
splicing level by Ddx5/17 are involved in both ERa and
AR-signaling pathways (e.g. CBP, MEDI, N-CORI,
SMRT and GSK3p) (Figure 2D, 4G and Supplementary
Figure S3). Interestingly, it has been shown that the
GSK3p kinase phosphorylates and stabilizes both ERa
(5,26) and AR (6,27). Two GSK3p isoforms, resulting
from exon 9 alternative splicing, have been reported in
rodents (28,29) and human (30). The conventional
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Figure 3. Ddx5 and Ddx17 control SMRT protein expression level. (A) RT-qPCR analysis measuring SMRT splicing variant expression level in
MCEF-7 cells transfected for 48 h with a control siRNA (siCTRL) or siDdx5/17. Specific primers were designed to amplify transcripts containing or
not exon 42, SMRT + E42 and SMRTAE42, respectively. (B) Upper panel, skipping of exon 42 results in a premature stop codon in exon 43. Lower
panel, RT-qPCR analysis measuring SMRT splicing variant ratio in MCF-7 cells after 6h of cycloheximide treatment (10 pg/ml). (C) Western blot
analysis of SMRT protein expression level and B-Actin as a loading control in MCF-7 cells transfected with a control siRNA, siDdx5/17 or siRNA-
targeting SMRT mRNA. (D) Hormone fold change induced by E2 treatment for 10 h of the expression level of a subset of mRNAs as determined by
RT-qPCR in MCEF-7 cells transfected with siCTRL or siSMRT. Histograms represent the average of at least three independent experiments. Error

bars represent s.e.m.; ¥**P <0.01; ***P <0.001 (¢ test).

isoform GSK3p1 that regulates ERa and AR protein sta-
bility does not contain exon 9 in contrast to the GSK332
isoform (Figure 5A, upper panel). Interestingly, exon 9
encodes for a 13 amino acid peptide within the kinase
catalytic domain, which reduces the kinase activity of
the GSK3B2 isoform compared with the canonical
GSK3p1 isoform (28,30,31).

We first validated the effect of Ddx5/17 depletion on
GSK3p exon 9 splicing by RT—qPCR analysis (bottom
panel of Figure 5A). This confirmed that in the absence
of Ddx5/17, exon 9 inclusion augments, indicating that the
production of GSK3p2 splicing variant is increased while
the GSK3p1 splicing variant is decreased in MCF-7 cells.
Accordingly, a western blot analysis showed that Ddx5/17
silencing resulted in the appearance of a slower migrating
protein band detected by the GSK3p antibody (Figure
5B), consistent with the detection of the GSK3B2
isoform (32), while the GSK3B1 isoform decreased.

As previously reported (5,26,33), GSK3p depletion and
pharmacological inhibition resulted in ERa protein
level decrease (Figure 5C). Remarkably, Ddx5/17 deple-
tion had the same effect (Figure 5C) and this effect was
further enhanced in MCF-7 cells transfected with specific
siRNAs (Figure 5D, upper panel) targeting the GS3K3p1
but not the GSK3B2 isoform (Figure 5D, bottom panel).
Collectively these results support a model in which Ddx5/
17 silencing reduces the production of the canonical
GSK3p1 isoform, resulting in a decreased ERa protein
level. Similar results were obtained in LNCaP cells:
Ddx5/17 depletion decreased the production of the
conventional GSK3p1 isoform (Figure 5E, upper panel)
as well as AR protein level, as did GSK3p depletion or

pharmacological inhibition (Figure 5E, bottom panel), as
previously reported (6,27,34,35).

Therefore, Ddx5/17 directly participate to the estrogen-
and androgen-signaling pathways as ERa and AR tran-
scriptional coregulators but also indirectly by regulating
alternative splicing of other transcriptional coregulators
or other actors of the signaling pathways (Figure 5F,
and see ‘Discussion’ section).

DISCUSSION

Activation of the estrogen and androgen-signaling
pathways requires the concerted action of a plethora of
factors that either affect post-translational modifications
of ERa and AR or are recruited on hormone target genes
to mediate their transcriptional effects. In this work, we
report that the Ddx5 and Ddx17 RNA helicases, that have
been shown to be ERa and AR transcriptional
coregulators (see ‘Introduction’ section), are master regu-
lators of the estrogen and androgen-signaling pathways by
controlling transcription and splicing both upstream and
downstream of receptors (Figure 5F). Indeed, Ddx5 and
Ddx17 regulate the expression of a large number of
estrogen- and androgen-target genes both at the transcrip-
tional and splicing levels (Figures 1-4). Therefore, Ddx5
and Ddx17 intervene downstream of the signaling
pathways for the transcriptional and splicing regulation
of hormone-targeted genes. This result observed on a
large scale on endogenous hormone target genes
supports a model where at least some transcriptional
coregulators are not only involved in the quantitative
regulation of endogenous gene expression but also in

€102 ‘21 1quiaoa(] uo 3sang £q /310" sewimolpioyxo-reuy;:dyy woly papeoumo(



Nucleic Acids Research, 2013 7

v OsiCTRL
A (kDa) B DHT-regulated genes (1573) c %30 1 . B siDdx5/17
Ddx5 E@ :__,J 241 DHT-activated genes
80 T 18 4
g 12 A
siDAX5/17 - + B -+ Activated genes (1319) :'o:
DHT - - + o+ [J Ddx5/17-dependent genes (971)
A A
X N
D E &P &P
=—tod & =—bood
~
DHT-regulated 3 Izl O 0O < EI[][] O
=
genes (1573) 3 45 3456
o) | - &l - -
N El Oo00 < @EEEooo
g 0.0 ifl=so O
toe > ° 7 DHT: d
-represse: enes
Ddx5/17-splicing % E] 0o a 3 a 0 5 4o P g
© 6 7 89 345
I q N N N N
AR signaling N ) v O Lo )
QY _§F QY _§F QLY _§F QY 5 & 5+
regulatorgenes (144) - T 7. 4 &P a0 L P e L4 . L e
o 0ooge oog £ 00088 —)8808s 0od
O OO 0O=2 o o v OO0 0Os oo 4ds O 0O
1213 1415 101112 < 2324 2526 1314 15 16° 39 40 41
- | S - a | 9 - [ - ~ [ - | S -
i o E e e R e
[ Ddx5/17-splicing = 00 Og= =00 O3 0O 0O g O O 8 O 0O
dependent genes 3456 7 891 4142 43 18 19 20 4 56
H (kDa) OsiCTRL
- BsiDdx5/17
Ddx5 60 g 1.5
=
4
¢ o0
>
-Acti ©
siDdx5/17 -+ -+ Vehicle DHT
DHT - - + +

Figure 4. Ddx5 and Ddx17 play a major role in the androgen-signaling pathway. (A) Western blot analysis of Ddx5, Ddx17 and B-Actin as loading
control, using total protein extract from LNCaP cells transfected with either a control siRNA (siCTRL) or siDdx5/17 in the presence or absence of
DHT for 24 h. (B) In silico prediction of exon array analysis of genes regulated at the global expression level by DHT and dependent of Ddx5 and
Ddx17 (in gray). (C) Hormone fold change induced by DHT treatment for 24 h of the expression level of a subset of mRNAs as determined by RT—
qPCR in LNCaP cells transfected with siCTRL or siDdx5/17 (genes upregulated by DHT in the upper panel and genes downregulated by DHT in
the lower panel). (D) In silico prediction of Exon array analysis. Venn diagram representing DHT-regulated genes and genes that were regulated by
Ddx5 and Ddx17 at the splicing level. (E) Validation by RT-PCR of splicing variants produced from DHT-target genes and regulated by Ddx5 and
Ddx17. LNCaP cells were transfected with siCTRL or siDdx5/17 then treated by DHT (10nM) for 24 h. (F) Diagram representing AR-signaling
regulators genes that were regulated by DdxS and Ddx17 at the splicing level. (G) Validation by RT-PCR of splicing events regulated by Ddx5/
Ddx17 in the same experimental condition than F panel. (H) Western blot analysis of Ddx5, Ddx17, AR proteins level. B-Actin was used as loading
control (left panel). LNCaP cells were transfected with either a control siRNA or siDdx5/17 in the presence or absence of DHT for 24 h. RT—qPCR
analysis of the relative expression level of AR mRNA (right panel). Histograms represent the average of at least three independent experiments.

Error bars represent s.e.m.; *P <0.05; **P <0.01 (z-test).

their qualitative regulation by allowing the production of
specific splicing variants in response to stimuli.
Furthermore, we show that Ddx5 and Ddx17 act
upstream of the estrogen and androgen-signaling
pathways by controlling the expression, at the splicing

level, of several key regulators of the hormone-signaling
pathways. (Figures 1-4 and 5F). Of particular interest, we
showed that Ddx5 and Ddx17 controlled the expression
level of the SMRT transcriptional coregulator. Indeed,
Ddx5/17 depletion favored the production of a SMRT
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Figure 5. Ddx5 and Ddx17 stabilize ERo and AR protein by modulating GSK3f splicing. (A) Schematic representation of GSK3p primary tran-
scripts (upper panel). RT-qPCR analysis measuring the GSK3p1 and GSK3p2 ratio in MCF-7 cells transfected with a control siRNA or siDdx5/17.
(B) Western blot analysis of GSK3f and B-actin as a loading control in MCF-7 cells transfected with a control siRNA or siDdx5/17. (C) Western
blot analysis of ERa protein level and B-actin as a loading control in MCF-7 cells transfected with a control siRNA, siDdx5/17 or siGSK3f (left
panel) or treated with 20 uM of the SB-216673 GSK3p inhibitor for 24 h (right panel). (D) RT—-qPCR analysis measuring GSK3p1 and GSK3f2
splicing variant expression level in MCF-7 cells transfected with specific siRNAs targeting each isoform (i.e. siGSK3B1 and siGSK3p2, upper panel).
Western blot analysis of ERo protein level and B-Actin as a loading control in MCF-7 cells transfected with a control siRNA, siDdx5/17 and
siGSK3B1 or siGSK3B2 (lower panel). (E) RT-qPCR analysis measuring the GSK3p1 and GSK3f2 ratio in LNCaP cells transfected with a control
siRNA or siDdx5/17 (upper panel). Western blot analysis of AR protein level and B-actin as a loading control in LNCaP cells transfected with a
control siRNA, siDdx5/17 or siGSK3p or treated with 20 uM of the SB-216673 GSK3p inhibitor for 24h (lower panels). (F) Ddx5 and Ddx17 that
are recruited by Steroid Hormone Receptors (HR) on Hormone Responsive Elements (HRE) act as transcriptional coregulators and regulate
alternative splicing of a least a subset of hormone-regulated genes (left panel). Meanwhile, Ddx5 and Ddx17 control the expression at the
splicing level of key regulators of the steroid hormone-signaling pathways. Effectors of the steroid hormone-signaling pathways regulated at the
splicing level by Ddx5/17 can either be transcriptional coregulators (e.g. SMRT) or proteins modulating HR post-translational modifications, like
GSK3p that controls AR and ERa protein expression levels.

splicing variant that is degraded by the NMD pathway,
leading to the decrease of SMRT protein level (Figure 3).
Furthermore, we demonstrated that Ddx5 and Ddx17
regulated alternative splicing of GSK3p, thereby
controlling AR and ERa protein levels (Figure 5). Thus,
our data show that Ddx5/17 control steroid hormone-sig-
naling pathways on a large scale, by acting both upstream
and downstream of hormone receptors.

One interesting remaining question is whether Ddx5
and Ddx17 effects on transcription and splicing are
somehow connected. At the transcriptional level, it
has been proposed that Ddx5 and Ddx17 are recruited
at the promoter level by transcriptional factors and
serve as a bridge between transcription factors and
other transcriptional coregulators, in particular, histone
modifiers CBP (36,37) and HDACs (38). The effects
of Ddx5 and Ddx17 in splicing are less characterized.

It has been proposed that, these proteins may help the
binding of splicing regulators on their target pre-
mRNAs owing to their RNA helicase activity (14,15,39).
Interestingly, Ddx5 and Ddx17 interact with RNA poly-
merase II (RNAPII) and could affect transcription
elongation (40,41). Because transcription elongation can
have an impact on alternative splicing regulation (42),
Ddx5 and Ddx17 could impact on splicing owing to
their effects on transcription elongation. However, as
most of the genes regulated at the splicing level by
Ddx5 and Ddx17 were not regulated at the transcriptional
level by E2 or DHT treatment (Figures 2A and 4D),
this suggested that Ddx5/17 effects on splicing and E2
or DHT effects on transcription were mainly independent.
However, this does not exclude a link between tran-
scription and splicing. For example, Ddx5 and Ddx17
may have to be first recruited by the transcriptional
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machinery before being loaded onto the nascent RNA
molecules to impact on splicing; the recruitment by the
transcriptional machinery may not necessarily be measur-
able by an effect on gene transcription activity.

Even though further experiments are required to better
understand the mechanisms by which Ddx5 and Ddx17
affect transcription and splicing, their broad effects on
the estrogen and androgen-signaling pathways has
several physio-pathological consequences. First, the
misregulation of Ddx5 and/or Ddx17 expression level
and/or activity owing to posttranslational modifications
that was reported in many cases of breast and prostate
cancer (10,23,43—45), may have a broad impact on the
estrogen- and androgen-signaling pathways that play a
major role in the etiology and progression of those
cancers. For example, the Ddx5 gene is fused in frame
to the ETV4 gene in prostate tumors (43). Based on our
data, it can be anticipated that such a translocation may
have a broad impact on the androgen-signaling pathway
in these tumors.

Second, we observed that many of the Ddx5/17 splicing-
regulated genes have been reported to play a direct role in
tamoxifen resistance, one of the major endocrine therapies
of breast cancer. This includes several transcriptional
coregulators such as SMRT, MEDI and NCoRI
involved in resistance to tamoxifen (46-48) and several
kinases such as GSK3p, CDK2 and RET which partici-
pate, directly or indirectly, to ERa phosphorylation and
thus, the hormone-independent activation of ER and tam-
oxifen resistance (49-51). Interestingly as well, Ddx5
expression correlates with that of HER-2/neu epidermal
growth factor receptor (23,45). It has been reported that
overexpression of HER2/neu is associated with increased
ER phosphorylation on ser-118 residue (52) which could
play a role in resistance to tamoxifen by permanent ERa
activation. Interestingly, even though further experiments
are required because of potential contradictory reported
data, high Ddx5 expression level could be associated with
higher tumor grade or poor prognosis in ER-positive
breast cancer patients (23,53). Furthermore, a recent
report indicate that, Ddx5 and Ddx17 proteins level
change significantly according to breast cancer subtype
(45) and is highly dependent on certain miRNAs abun-
dance and regulation, in particular miR-206 that has
been reported to play a major role in breast cancer and
estrogen pathway (54). Therefore, changes in the expres-
sion of Ddx5 and Ddx17, in particular under the control
of altered miRNAs in breast cancer, could play a role in
resistance to tamoxifen, in particular owing to their effects
on splicing of genes involved in resistance (see above). It
would be particularly interesting to test whether resistance
to endocrine therapy is associated with mis-regulation of
splicing of genes involved in steroid hormone-signaling
pathways.

While many researches have been concentrated on the
canonical GSK3B1, ubiquitously distributed in organs,
minor attention was attributed to GSK3B2 isoform,
whose substrate preference and physiological significance
remain unclear. In GSK332 long isoform, exon 9 transla-
tion produces a 13 amino acid insert of unknown function
in an external loop near the catalytic domain (28-30)
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which was associated with reduced kinase activity
(30,31). Changes in the balance of GSK3p2/GSK3p1
isoforms due to alternative splicing regulation could
have a broad impact in cancer initiation or progression,
not only owing to an effect on ER and AR protein level, as
reported in this work but also owing to the key role of
GS3Kp in the B-catenin homeostasis and its cross-talk
with WNT-signaling pathway.

Because there is increasing evidence that the interplay
between transcription and splicing participates in signal-
ing pathway regulation and outcomes, we created a freely
available website, named SSAS-DB (http://fasterdb.lyon.
unicancer.fr/ssas-db/home.pl) that provides genome-wide
information on the impact of estrogen, androgen and
Ddx5/17 on gene expression in breast and prostate
cancer cell lines, at both whole-gene (transcriptional)
and exon- (alternative splicing) levels. This website is a
valuable tool to analyze the splicing variants of
hormone-regulated genes or genes involved in hormone-
signaling pathways (see Supplementary Figure S5 for
further information on SSAS-DB).

In conclusion, our work provides a new understanding
of steroid hormone-signaling pathways owing to the iden-
tification of two related proteins, Ddx5 and Ddx17, that
not only mediate the regulation at both transcriptional
and splicing levels of a large subset of steroid hormone
target genes, but also control a set of splicing events in
genes that, in turn, control steroid receptor abundance
and activity. Thus, we propose that Ddx5 and Ddx17
are master regulators of estrogen and androgen-signaling
pathways by acting both upstream and downstream of
receptors.

SUPPLEMENTARY DATA

Supplementary Data are available at NAR Online,
including [55].
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III. ARTICLES 5. ANNEXES

C Publication dans Genome research

Dans cette publication disponible en ligne et tres prochainement publiée dans
le journal, nous montrons que les trois types cellulaires majeurs (fibroblaste,
épithélial et endothélial) présentent un programme d’épissage spécifique, de maniere
indépendante a leur origine tissulaire. D’autre part, ces programmes apparaissent
controlés par de nombreux facteurs d’épissage identifiés dans le cadre de ce travail.
Ce projet comporte de nombreux aspects bioinformatiques. Je me suis occupé en
particulier des analyses de tres larges jeux de données de puces exon (provenant du
projet ENCODE et de différents laboratoires). La difficulté rencontrée ici était la
détection des exons cassettes présentant des variations faibles entre type cellulaires.
Ce phénomene est d’autant plus important dans les genes ne présentant pas un seul
événement d’épissage. C’est pour répondre a cette problématique que nous mis au
point le Splicing Index local, algorithme utilisé dans ce projet, dont la démarche est

la suivante :
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Endothelial, epithelial, and fibroblast cells exhibit
specific splicing programs independently

of their tissue of origin
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Alternative splicing is the main mechanism of increasing the proteome diversity coded by a limited number of genes. It is
well established that different tissues or organs express different splicing variants. However, organs are composed of
common major cell types, including fibroblasts, epithelial, and endothelial cells. By analyzing large-scale data sets gen-
erated by the The ENCODE Project Consortium and after extensive RT-PCR validation, we demonstrate that each of the
three major cell types expresses a specific splicing program independently of its organ origin. Furthermore, by analyzing
splicing factor expression across samples, publicly available splicing factor binding site data sets (CLIP-seq), and exon array
data sets after splicing factor depletion, we identified several splicing factors, including ESRPI and 2, MBNLI, NOVAI,
PTBP1, and RBFOX2, that contribute to establishing these cell type-specific splicing programs. All of the analyzed data sets
are freely available in a user-friendly web interface named FasterDB, which describes all known splicing variants of human
and mouse genes and their splicing patterns across several dozens of normal and cancer cells as well as across tissues.
Information regarding splicing factors that potentially contribute to individual exon regulation is also provided via
a dedicated CLIP-seq and exon array data visualization interface. To the best of our knowledge, FasterDB is the first database

integrating such a variety of large-scale data sets to enable functional genomics analyses at exon-level resolution.

[Supplemental material is available for this article.]

Human genes are an assemblage of exons that can be differentially
selected during splicing. Alternative splicing, which can produce
splicing variants with different exonic content from a single gene,
is the rule rather than an exception, as 95% of human genes
generate several splicing variants (Kim et al. 2008; Hallegger et al.
2010; Kalsotra and Cooper 2011; Blencowe 2012; Kelemen et al.
2013). Alternative splicing relies on the combinatory action of
splicing factors (e.g., SR and hnRNP proteins) that bind to exonic
or intronic splicing regulatory sequences to either strengthen or
inhibit splice site recognition by the splicing machinery, therefore
enhancing or repressing the inclusion of alternative exons (Barash
etal. 2010; Goren et al. 2010; Witten and Ule 2011). Similar to how
transcription factors control transcriptional programs by directing
the expression of gene networks, splicing factors control splicing
programs by regulating alternative splicing of co-regulated exons
(Hartmann and Valcarcel 2009; Barash et al. 2010; Goren et al.
2010; Witten and Ule 2011). Alternative splicing is the main
mechanism used to increase the proteome diversity coded by a
limited number of genes, as the majority of alternative exons
contains coding sequences (Kim et al. 2008; Hallegger et al. 2010;
Kalsotra and Cooper 2011; Blencowe 2012; Kelemen et al. 2013).
Because of the diversity generated by alternative splicing and the
complexity of its regulation, functional genomics at exon-level
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resolution requires the development of new integrative bio-
informatics approaches.

Functional genomics at exon-level resolution is necessary
to better understand tissue-specific functions. Indeed, it is well
established that different tissues (or organs) express different
splicing variants (Bland et al. 2010; de la Grange et al. 2010;
Hartmann et al. 2011; Llorian and Smith 2011; Barbosa-Morais
et al. 2012; Merkin et al. 2012). The development of new tech-
nologies like splicing-sensitive microarrays and massive RNA se-
quencing fully establish that different tissues express different
splicing programs as a consequence of the combinatorial actions of
more-or-less tissue-specific splicing factors (Pan et al. 2008; Wang
et al. 2008; Merkin et al. 2012). However, most organs are com-
posed of common cell types, such as fibroblast and epithelial cells,
which perform specific functions. Epithelial cells are tightly con-
nected cells arranged in monolayer with several functions, such as
protection, diffusion, secretion, absorption, and excretion, and
establishing boundaries between compartments. Fibroblasts com-
prise the structural framework of tissues and synthesize the extra-
cellular matrix, a supportive framework for epithelial cells. Unlike
epithelial cells, fibroblasts can migrate as individual cells. Another
important cell type is represented by endothelial cells that compose
the endothelium, the thin layer of cells that lines the interior surface
of blood vessels that supply tissues and organs with blood.

© 2014 Mallinjoud et al. This article is distributed exclusively by Cold Spring
Harbor Laboratory Press for the first six months after the full-issue publication
date (see http://genome.cshlp.org/site/misc/terms.xhtml). After six months, it is
available under a Creative Commons License (Attribution-NonCommercial 3.0
Unported), as described at http://creativecommons.org/licenses/by-nc/3.0/.
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Recent large-scale analyses suggest that splicing programs may
contribute to establishing cell type-specific functions. Indeed, the
epithelial-to-mesenchymal transition (EMT) that corresponds to
the frans-differentiation of epithelial to mesenchymal (fibroblast-
like) cells relies not only on transcriptional programs but also on
extensive changes in alternative splicing (Warzecha et al. 2009a,
2010; Shapiro et al. 2011; Venables et al. 2013). Splicing factors,
including ESRP1 and 2 and RBFOX2 (RBM9), have been reported to
play a key role in EMT (Warzecha et al. 2009a, 2010; Shapiro et al.
2011; Dittmar et al. 2012; Venables et al. 2013). Although a recent
report indicates that several dozen genes are differentially spliced
when comparing normal fibroblasts to epithelial cells isolated
from colon and ovarian tissues (Venables et al. 2013), it is currently
not known whether the major common cell types, namely fibro-
blast, epithelial, and endothelial cells, express specific splicing
programs independently of their organ origin.

To address this question, we analyzed an ENCODE data set
based on exon arrays performed on RNAs prepared from several
dozen normal fibroblast, epithelial, and endothelial cells isolated
from different tissues (Thurman et al. 2012). After extensive RT-
PCR validation, we show that each major cell type expresses a
specific splicing program independently of their tissue origin,
suggesting a role of alternative splicing in establishing specific
functions of common cell types shared by many tissues. Addi-
tionally, by analyzing several publicly available large-scale data sets
related to these factors, we identified a set of splicing factors that
coordinate these splicing programs. In order to provide the com-
munity with full support for alternative splicing analysis, we have
made all of the analyzed data sets freely available through a user-
friendly web interface named FasterDB, which describes all the
known splicing variants of human and mouse genes as well as their
splicing patterns across several dozens of normal cells, cancer cells,
and tissues. Furthermore, FasterDB integrates several kinds of
publicly available data sets, namely, splicing factor binding sites
(CLIP-seq) and splicing factor depletion followed by exon-array
analysis, to provide users with information regarding the splicing
factors that potentially contribute to regulating each exon. To the
best of our knowledge, FasterDB is the first database to integrate
such a variety of data sets, thereby enabling functional genomics at
exon-level resolution.

Results

Identification of cell type-specific splicing programs
independent of tissue origin

While a splicing program switch has been shown to occur in
a few models of trans-differentiation of epithelial to mesenchymal
(fibroblast-like) cells (Warzecha et al. 2009a, 2010; Shapiro et al.
2011; Dittmar et al. 2012; Venables et al. 2013), we tested whether
epithelial cells and fibroblasts express a different splicing program
independently of their tissue of origin. For this purpose, we ana-
lyzed an ENCODE data set corresponding to 18 and 12 normal
fibroblast and epithelial cells, respectively, isolated from different
organs (Supplemental Table S1). As shown in Figure 1A, fibroblast
and epithelial cells express a transcriptome that differs both
quantitatively (at the gene level) and qualitatively (at the exon
level) (Supplemental Table S2). Focusing on variations at the exon
level and using annotations based on known publicly available
transcripts (see below), we observed that ~20% of the cases cor-
responded to alternative first exons (AFE) and alternative last
exons (ALE), while 12% of the cases corresponded to alternatively

spliced exons (ASE) (Fig. 1A). About half of the cases were not
annotated (NA), indicating potentially novel alternative exons.
Remarkably, using the splicing index (SI), which represents the
inclusion rate of the differentially spliced exons, fibroblasts and
epithelial cells were clustered independently of their organ origin
(Fig. 1B; Supplemental Fig. S1). Similar results were obtained by
principal component analyses, which showed a clear clustering of
the variables (cell lines) depending on their type (epithelial or fi-
broblast; Supplemental Fig. S3).

As shown in Figure 1C (see also Supplemental Fig. S1), a large
set of ASE events was validated by RT-PCR. Further demonstrating
that a set of exons can be differentially spliced in major cell types
even if they have the same tissue origin, the splicing pattern ob-
served in HMEC cells, which are epithelial cells from the mammary
gland, was different from the splicing pattern observed in HMF
cells, which are fibroblast cells also from the mammary gland.
Additionally, the splicing pattern observed in HMEC cells was
similar to the splicing pattern observed in other epithelial cells
from different tissues, and the splicing pattern observed in HMF
cells was similar to the splicing pattern observed in other fibroblast
cells from different tissues (Fig. 1C).

Endothelial cells are also a general cell type present in all or-
gans, as they form blood vessels that supply organs with blood.
Because of some functional similarities, endothelial cells are often
compared to epithelial cells although they have different embry-
onic origins. It is not known whether endothelial cells express
a specific splicing program or not. As shown in Figure 2, A and B,
endothelial cells differ from epithelial cells in both transcriptional
and splicing programs (Supplemental Table S3); this was addi-
tionally validated by RT-PCR (Fig. 2C; Supplemental Fig. S2).
Likewise, endothelial cells differ from fibroblasts in their tran-
scriptional and splicing programs (Supplemental Table S4).

A gene ontology (GO) annotation analysis revealed that genes
regulated at the splicing level (i.e., ASE) may contribute to cell
type-specific cellular programs, as they were mainly involved in
cytoskeleton, cell adhesion, and motion, which are the main fea-
tures distinguishing these cell types (Figs. 1A, 2A).

To further challenge a model in which each of the three major
cell types (fibroblast, epithelial, and endothelial) is characterized
by specific splicing programs independently from their tissue of
origin, we compared each cell type to the other two (Supplemental
Tables S5-S7). Remarkably, we identified a set of alternative cas-
sette exons whose splicing index allowed a perfect clustering of
each major cell type (Fig. 3A; Supplemental Fig. S4). Thus, we
identified a set of exons that are differentially spliced across three
major cell types independently of their tissue origin, as validated
by RT-PCR (Fig. 3B; Supplemental Table S1). Similar results were
obtained using alternative first or last exons (AFE or ALE, re-
spectively), demonstrating that major cell types can differ by the
exonic content (ASE, AFE, and ALE) of the transcripts they express
(Supplemental Figs. S5, S6).

Cell type-specific splicing programs are controlled by balanced
expression of antagonist splicing factors

By focusing on splicing factors with a marked cell type—specific
expression pattern (e.g., up-regulated in only one cell type and
down-regulated in the other two; see Supplemental Table S8), we
identified a set of splicing factors whose expression level allowed us
to classify each cell type (Fig. 4A; Supplemental Fig. S7). In par-
ticular, ESRP1 had a higher level of expression in epithelial cells
than in other cell types, as confirmed by RT-qPCR (Fig. 4A,B;
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Figure 1. Epithelial- and fibroblast-specific splicing variants. (A) Transcriptome analysis of fibroblasts (fibro) as compared to epithelial (epi) cells at both
gene and exon levels. The number of genes differentially expressed at the gene and/or exon level when comparing both cell types is shown in the left panel.
The middle panel indicates the classification of events corresponding to exon level variations. Differentially expressed exons were classified according to their
annotation using publicly available transcripts: alternative first exon (AFE), alternative last exon (ALE), and alternative skipped exon (ASE). Not annotated (NA)
corresponds to exons that do not correspond to any of the above-mentioned categories. The cellular functions of genes differentially spliced when comparing
fibroblasts to epithelial cells are indicated in the right panel. (B) Heatmap presentation of the splicing index (SI) values for exons differentially spliced when
comparing fibroblast to epithelial cells. Each line corresponds to a regulated exon, while each column corresponds to a specific cell. Green boxes (-1.5 < SI < 0)
correspond to a low inclusion level in the cell as compared to all the others; red boxes (0 < SI < 1.5), high inclusion level; black boxes (SI = 0), no difference
for exon inclusion between cells; and gray boxes, missing values. Exons were computationally split into several groups depending on their inclusion rate
that correlates with the two major cell types. (C) RT-PCR validations using RNAs from fibroblasts and epithelial cells, as indicated.

Supplemental Table S1), as expected (Warzecha et al. 2009a, 2010; endothelial cells (Fig. 4A,B; Supplemental Table S1). Finally,

Dittmar et al. 2012). Interestingly, PTBP1 (PTB) and MBNL1, which
have been suggested to play a role in angiogenesis (Pascual et al.
2006; Pen et al. 2007; Masuda et al. 2009), were enriched in

RBFOX2 (RBM9) and NOVA1 were enriched in fibroblasts (Fig.
4A,B). Interestingly, in addition to sharing many common target
exons with NOVA1, RBFOX2 is up-regulated during EMT and plays
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Figure 2. Epithelial- and endothelial-specific splicing variants. (A) Same as in Figure 1A but comparing endothelial (Endo) to epithelial (Epi) cells. (B)
Same as in Figure 1B but comparing endothelial (Endo) to epithelial (Epi) cells. (C) RT-PCR validations using RNAs from endothelial and epithelial cells, as
indicated.

a critical role in this process (Zhang et al. 2008; Venables et al. Inversely, ESRP1 and 2 expression levels negatively and positively
2013). These results were confirmed by analyzing the expression correlated with the inclusion rate of a set of included (FIBRO+) and
level of these splicing factors using RNA-seq and gene expression excluded (FIBRO-) exons, respectively. Meanwhile, RBFOX2 ex-
array data sets (Supplemental Fig. S8). pression levels positively and negatively correlated with the in-
To go a step further, we focused on the PTBP1, ESRP1, and clusion rate of a set of included (FIBRO+) and excluded (FIBRO-)
RBFOX2 splicing factors, since their expression levels allowed each exons, respectively. Finally, PTBP1 expression levels also nicely
major cell type to be clustered (Supplemental Fig. S7B) and since correlated with the inclusion rate of different exons enriched in
large-scale data sets corresponding to these factors are publicly endothelial cells.
available (Warzecha et al. 2009b; Xiao et al. 2009; Xue et al. 2009; To further explore the contribution of these splicing factors in
Yeo et al. 2009; Katz et al. 2010; Llorian et al. 2010; Huelga et al. controlling cell type-specific splicing programs, we analyzed
2012). As shown in Figure 4C, ESRP1 and 2 expression levels pos- publicly available data sets of crosslinking/immunoprecipitation-
itively and negatively correlated with the inclusion rate (e.g., SI) of sequencing (CLIP-seq) and/or exon array or RNA-seq analyses after

a set of included (EPI+) and excluded (EPI-) exons, respectively. RNAI for PTBP1, ESRP1, and RBFOX2 in human cell lines (Warzecha
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Figure 3. Cell type-specific splicing programs. (A) Heatmap presentation of the Sl values for exons differentially spliced across fibroblast, endothelial,
and epithelial cells. Exons were computationally split into several groups depending on their inclusion rate in the three major cell types. Every brace
corresponds to a group (names are indicated on the /eft); their exons are surrounded by a yellow rectangle on the heatmap. The different categories of
exons are indicated as follows: epithelial-included (EPI+), epithelial-skipped (EPI-), endothelial-included (ENDO+), endothelial-skipped (ENDO-), fibro-
blast-included (FIBRO+), and fibroblast-skipped (FIBRO-) exons. (B) Inclusion rate of selected exons measured after RT-PCR using cells from different
origins. The gene symbol and exon position are indicated. Inclusion rates are given for epithelial cells compared to both fibroblast and endothelial cells
(upper panel), fibroblasts compared to both epithelial and endothelial cells (middle panels), and endothelial cells compared to both fibroblast and epithelial

cells (lower panel).

et al. 2009b; Xiao et al. 2009; Xue et al. 2009; Yeo et al. 2009; Katz
et al. 2010; Llorian et al. 2010; Huelga et al. 2012). These analyses
(Fig. 4D; Supplemental Table S8; see Supplemental Fig. S7 for the
strategy used) and the RT-PCR validations (Fig. 4F; Supplemental
Fig. S7) demonstrated that ESRP1/2, PTBP1/2, and RBFOX2 regu-
late a large subset within the cell type—specific alternative exons.
Additionally, ESRP1/2 binding sites were enriched in introns
downstream from epithelial-included exons and upstream of epi-
thelial-excluded exons (Fig. 4E; Supplemental Fig. S9; Supple-
mental Table S8), as expected from the previously reported ESRP
splicing code (Warzecha et al. 2009a, 2010; Shapiro et al. 2011;
Dittmar et al. 2012). Likewise, RBFOX2 and PTBP1 binding sites

were differentially enriched when comparing fibroblast-included
and -excluded exons or endothelial-included and -excluded exons,
respectively (Fig. 4E; Supplemental Fig. S9; Supplemental Table S8),
in agreement with the previously reported RBFOX2 and PTBP1
splicing codes (Xue et al. 2009; Llorian et al. 2010).

Remarkably, a large number of fibroblast-, epithelial-, or
endothelial-specific exons were predicted to be targeted by at least
two splicing factors (Fig. 4G; Supplemental Table S8). Strikingly, as
illustrated here for a few genes, some ESRP-regulated exons were
regulated inversely by RBFOX2, while some RBFOX2-regulated
exons were regulated inversely by PTBP1/2 (Supplemental Fig. S7).
These data suggest that cell type—specific splicing programs may be
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Figure 4. Cell type-specific expression of splicing factors. (A) Heatmap of splicing factor expression level. Each line represents a splicing factor, while
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as compared to the others (green, less expressed in the cell; red, more expressed in the cell; and black, no difference). (B) RT-gPCR analysis of the
expression level of ESRP1, PTBP1, MBNL1, RBFOX2, and NOVAT1 in a collection of fibroblasts, epithelial and endothelial cells. (C) Spearman correlations
between splicing factor expression level and the inclusion rate of epithelial-included (EPI+), epithelial-skipped (EPI-), endothelial-included (ENDO+),
endothelial-skipped (ENDO-), fibroblast-included (FIBRO+), and fibroblast-skipped (FIBRO-) exons. Warm colors indicate positive correlation (e.g., a high
exon inclusion level that correlates with a high splicing factor expression level), whereas cold colors indicate negative correlation (e.g., alow exon inclusion
level that correlates with a high splicing factor expression level). Gray boxes indicate correlations that were discarded because of values that were not
statistically significant or insufficient data available to compute correlations. (D) Summary table of epithelial-, fibroblast-, and endothelial-specific exons
predicted to be regulated by the ESRP1, PTBP1, and RBFOX2 splicing factors using RNA-seq, exon array, and CLIP-seq data sets (see Supplemental Fig. S4
for more information). The number and percentage of exons predicted to be regulated by each splicing factor in each category are indicated. (E)
Schematic representation of splicing factor binding site enrichment in several sets of exons differentially regulated across epithelial, endothelial, or
fibroblast cells. Columns define regions in which the binding site searches were done. (F) RT-PCR analyses of the effect of depleting ESRP1, RBFOX2, or
PTBP1 on alternative splicing of selected genes in the MCF-7 epithelial cell line, the MDA-MB-231 fibroblast-like cell line, or the HUVEC endothelial cell line,
respectively. (G) Venn diagram representing the number of epithelial-, fibroblast-, and endothelial-specific exons predicted to be regulated by ESRP1,
PTBP1, and/or RBFOX2.
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controlled by a balanced expression of antagonist splicing factors.
In other words, the splicing signature of a specific cell type likely
depends on the combinatorial effects of both up- and down-regulated
splicing factors, rather than by only up-regulated factors.

FasterDB: An integrative bioinformatics platform
dedicated to alternative splicing analysis

In order to provide full support for performing functional geno-
mics at exon-level resolution, the data sets presented above were
organized in a freely available and user-friendly web interface. This
novel database, named FasterDB (http://fasterdb.lyon.unicancer.fr/),
provides researchers with information regarding the splicing var-
iants generated for their genes of interest. Supplemental Figures
S10-S21 demonstrate the use of FasterDB on the ENAH gene,
which codes for the MENA protein that modulates cell adhesion
and migration (Di Modugno et al. 2012) and which has an exon
(exon 12) that s specifically included in epithelial cells (Figs. 1C, 3B).
Thus, once the ENAH gene symbol is entered into the FasterDB
search engine, FasterDB provides the description of the human and
mouse genes as well as all known gene transcripts reported in
public databases (Supplemental Fig. S10). Information regarding
alternative use of exons, various features of exons and introns,
exon conservation, UTRs, and miRNA binding site prediction can
be obtained as well as (Supplemental Figs. S11-S16).

FasterDB also provides information on the expression and
splicing pattern of all protein-coding genes across a collection of 73
human cell lines (both normal and cancerous), 11 normal human
tissues, nine mouse cell lines, and 11 normal mouse tissues corre-
sponding to Affymetrix exon array data sets generated by the
The ENCODE Project Consortium and Affymetrix (Thurman et al.
2012). Clicking on “Expression” in the main toolbar (Supple-
mental Fig. S10B) reveals the relative level of gene expression
across these panels (Supplemental Fig. S17) and provides the in-
clusion rate of any selected exon across the sample collection
(Supplemental Fig. S18A), which can be helpful for selecting the
adequate cellular model for functional studies of alternative
splicing variants. To help with data mining, users can click on each
cell line for a direct link to a dedicated visualization interface,
named ELEXIR (Supplemental Figs. S18, S19).

Finally, FasterDB provides some clues about the splicing fac-
tors that might be involved in splicing regulation of their favorite
gene. Indeed, the “Splicing factors” button in the main tool bar
(Supplemental Fig. S10B) allows users to select different splicing
factors and to access to different kinds of information based on
publicly available data sets (Hung et al. 2008; Warzecha et al.
2009b; Xiao et al. 2009, 2012; Xue et al. 2009; Yeo et al. 2009; Katz
et al. 2010; Llorian et al. 2010; Wang et al. 2010; Grellscheid et al.
2011; Lebedeva et al. 2011; Mukherjee et al. 2011; Huelga et al.
2012; Lagier-Tourenne et al. 2012; Zarnack et al. 2013). For ex-
ample, selecting hnRNPH/F on the “Splicing factors” screen (Sup-
plemental Fig. S20) gives access to predicted binding motifs (Fig.
5A) as well as to a dedicated CLIP-seq data visualization interface
(Supplemental Fig. $21) based on the data set generated by Huelga
and Katz (Katz et al. 2010). From there, it is possible to zoom in and
view the in cellulo binding sites of the selected splicing factor in the
vicinity of the selected exon. For example, two hnRNPF binding
sites were identified around ENAH exon 12, suggesting that
hnRNPH/F might regulate ENAH splicing (Fig. 5B). To further
challenge this possibility, the “Exon Arrays” button (Fig. 5A) gives
access to Affymetrix exon array data obtained after hnRNPH/F
depletion by Xiao and collaborators (Xiao et al. 2009). As shown in

Figure 5C (upper panel), ENAH exon 12 probes appear red when
comparing hnRNPH/F-depleted cells to control cells. This suggests
that hnRNPH/F depletion favors exon inclusion, as validated by
RT-PCR (Fig. 5C). Meanwhile, analysis of the ESRP data set gener-
ated by Warzecha et al. (2009b) predicts that ESRP depletion in-
duces skipping of this exon (Fig. 5C, lower panel), as validated by
RT-PCR (Fig. 4F). In sum, FasterDB will provide support for per-
forming functional genomics at exon-level resolution by inte-
grating publicly available large-scale data sets.

Discussion

It is well established that different tissues or organs (e.g., liver or
kidney) express different splicing variants (Pan et al. 2008; Wang
et al. 2008; Bland et al. 2010; de la Grange et al. 2010; Hartmann
et al. 2011; Llorian and Smith 2011; Barbosa-Morais et al. 2012;
Merkin et al. 2012). However, all organs are composed of common
major cell types like fibroblast, epithelial, and endothelial cells. In
this report, we demonstrate that each major cell type expresses
a specific splicing program independently of their organ origin
(Figs. 1-3). It will be interesting to next determine whether a major
cell type (e.g., endothelial cells) isolated from different tissues also
expresses tissue-specific splicing programs. Looking at each col-
umn representing one specific cell type from a given organ in
the clustering analyses (Figs. 1, 2; Supplemental Figs. S1-S3), the
splicing pattern seems likely to integrate at least two levels of
specificity, of cell type and tissue origin (Supplemental Fig. S22).
Our observation has several consequences. For example, some
tissue-specific splicing variants previously identified by comparing
different tissues could in fact reflect the different relative pro-
portions between common cell types in those tissues, as illustrated
in Supplemental Figure S22. This could be particularly relevant for
tumors that are often compared to normal control tissues to
identify cancer-associated splicing variants. As many cancer cells
derive from epithelial cells, some previously reported cancer-as-
sociated splicing variants could reflect epithelial cell enrichment
in tumors as compared to normal tissues.

Remarkably, it has been previously shown that clustering cells
based on global gene expression level also reveals that most cell
lines cluster together rather than with their tissues of origin (Lukk
et al. 2010). As similar results were obtained using alternative
spliced exons (ASE) (Fig. 3) and alternative first or last exons (AFE
or ALE, respectively) (Supplemental Figs. S5, $6), this demonstrates
that major cell types not only differ by the set of genes they
expressed but also by the exonic content (e.g., ASE, AFE, and ALE)
of the transcripts produced by the expressed genes. Therefore, our
data imply that understanding the function of cell types not only
requires the characterization of expressed genes but also of splicing
variants generated by these expressed genes. In this context, it is
interesting to underscore that genes that are differentially spliced
in fibroblasts, epithelial, and endothelial cells are often involved in
cell-cell or cell-substrate interactions (Supplemental Fig. $23). This
suggests that alternative splicing may play a role in modeling in-
teractions with neighboring cells and with the microenvironment.

We also identified three splicing factors, ESRP1, PTBP1, and
RBFOX2, which are likely to play a major role in setting up these
cell type-specific splicing programs (Fig. 4). Obviously, other
splicing factors may contribute as well (Supplemental Table S8).
For example, the highly related hnRNPH1 and hnRNPF splicing
factors, which are in the same family as ESRP1 and are also in-
volved in EMT (Warzecha et al. 2009a, 2010; Shapiro et al. 2011;
Dittmar et al. 2012), were shown to also have an enriched ex-
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and their link to splicing factor data sets. (B) Reads from a CLIP-seq experiment corresponding to hnRNPF binding sites in the vicinity of the ENAH exon 12. (C)
Visualization of exon array probe intensities in hnRNPH/F- or ESRP1-depleted cells as compared to control cells. RT-PCR analysis of the ENAH exon 12 inclusion

rate in hnRNPH/F-depleted or control cells.

pression in epithelial cells (Fig. 4A; Supplemental Table S8). Of
note, although NOVAL1 plays a role in establishing a neuronal
splicing program, we observed that NOVA1 expression was
enriched in fibroblasts, similar to RBFOX2 (Supplemental Table
$8). Interestingly, it has been shown that the targets of RBFOX2
and of NOVAL often overlap (Zhang et al. 2008). Conducting
splicing analysis in a cell type-specific manner might allow new
cellular functions of splicing factors to be identified. In this con-
text, our data suggest a role of the PTBP1 and MBNLI splicing
factors in endothelial cell biology (Supplemental Table S8). In-
terestingly, PTBP1 and MBNL1 have been suggested to play a role
in angiogenesis (Pascual et al. 2006; Pen et al. 2007; Masuda et al.
2009).

Functional genomics now needs to be performed at an exonic
resolution level, given the prevalence and importance of alterna-
tive splicing. This will require new integrative bioinformatic ap-
proaches to be developed that can handle the diversity of alter-
native exons and the complexity of alternative splicing regulation.
In this setting, we have made the analyzed data sets used in this
report freely available through the user friendly web interface of
FasterDB, which describes all known splicing variants of human
and mouse genes and their splicing pattern across several dozen
normal and cancer cells and tissues, as well as information re-
garding which splicing factors contribute to individual exon reg-
ulation. The aim of this database is to help researchers identify
the different splicing variants of their favorite genes as well as the
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tissue, cell type, or cell line in which they are expressed, in order to
facilitate further functional and/or mechanistic studies. For ex-
ample, when researchers identify a splicing variant in physio-
pathological conditions, FasterDB will be useful in deciding which
cellular model might be suitable for functional analysis.

The second aim of FasterDB is to help researchers charac-
terize the splicing factors regulating the identified splicing vari-
ants. To the best of our knowledge, FasterDB is the first database
integrating large-scale data sets focused on splicing, including
CLIP-seq and splicing-sensitive microarray data sets (Hung et al.
2008; Warzecha et al. 2009b; Xiao et al. 2009, 2012; Xue et al.
2009; Yeo et al. 2009; Katz et al. 2010; Llorian et al. 2010; Wang
et al. 2010; Grellscheid et al. 2011; Lebedeva et al. 2011; Mukherjee
et al. 2011; Harrow et al. 2012; Huelga et al. 2012; Lagier-Tourenne
et al. 2012; Zarnack et al. 2013). Our next goal will be to include
other data sets, such as RNA-seq data sets. We also aim to label the
protein domains coded by each alternatively spliced exon in order
to help users predict potential functional consequences resulting
from alternative splicing.

Methods

FasterDB core database

Human and mouse exons were collected from Ensembl (release 60,
assemblies GRCh37 and NCBIm37) (Flicek et al. 2013) and aligned
against the NCBI transcript database using Mega Blast (v 2.2.25).
These exons were aligned against genomic sequences to define
their chromosomal coordinates and then clustered by genomic
position to define seven major events (e.g., alternative first exon,
alternative last exon, alternative 3’ splice site, alternative 5 splice
site, intron retention, exon deletion, and exon skipping). Scores
were computed using MaxEntScan for each splice site. For each
gene, a nonredundant repertory of untranslated regions was
established using all corresponding transcripts. UTRs were more
fully characterized by describing the motifs found in their se-
quences using PatSearch Tool (Grillo et al. 2003). miRNA binding
sites were predicted using PITA, miRanda, and PicTar (John et al.
2004; Lewis et al. 2005; Kertesz et al. 2007). Conserved exons be-
tween human and mouse were identified by aligning each human
exon against the exons of its orthologous mouse gene as provided
by Ensembl. The “in silico PCR” tool is based on a multialignment
of the transcript exons performed with ClustalW. FasterDB is built
in Perl (v5.14.2) and runs on a Ubuntu server (v12.04.1) that hosts
Apache (v.2.2.16) and MySQL (v5.1.49) servers. More information
is available in Supplemental Material and can be downloaded from
http://fasterdb.lyon.unicancer.fr.

Exon array data set analyses

Cell lines and tissues expression data were downloaded from the
GEO and Affymetrix websites and corresponded to Affymetrix
Exon Arrays data sets as listed in Supplemental Table S10. The
preprocessing pipeline is described in more detail in the Supple-
mental Material (Part 2, Section 2.2, page 9). Briefly, low-quality
and cross-hybridizing probes were removed, and signals were
summarized at the gene level by using the median over all
remaining probes. Three different ways of computing the inclusion/
exclusion rates of a given exon were computed by measuring the
ratio of (1) its expression level versus the gene expression level
(NI); (2) its NI in the condition of interest relative to the NI in the
control condition (global SI); or (3) its expression level versus the
expression level of the flanked exons (local SI). Computation of
the global and local ST is described in more detail in the Supplemental

Material (Part 2, section 2.2, page 10). Identification of cell type—
specific alternative exons was performed after computing local ST and
selecting exons with local SI above 1.45 and with a P-value <0.05.
Heatmaps were generated using the multiexperiment viewer appli-
cation of the TM4 package. Hierarchical clustering of Mev4 was
also used to cluster cell lines that have similar regulation. Input
data contains the SI of each of the regulated ASEs in each of the
analyzed cell lines. The SI was computed for each cell line in
comparison with all the different types of cell lines. Functional
enrichment and KEGG pathway mapping were done using DAVID
(Huang da et al. 2009).

Elexir web interface

Elexir is a web application that allows users to choose an experi-
ment within a set of stored exon array experiments. This interface
was developed to allow the end user to easily browse and query the
expression levels of one or more genes between conditions, with
possible replicates for each condition. Different test conditions can
be chosen for each experiment. A condition can be defined as a cell
line, a tissue type, or a treatment. Paired or unpaired analyses can
be done depending on sample relationships used for test and
control conditions. The intensity report displays a schematic graph
of the gene being analyzed with corresponding probes for each
exon. The height of each bar represents the normalized probe in-
tensity (in log2). The color reflects the ratio of probe intensity
between test and control conditions. Green and red indicate that
the probe intensity in the test condition is lower and higher, re-
spectively, than the control condition. Information for each probe
is given in the underlying descriptive table or can be easily ob-
tained by clicking on the bar.

Splicing factor analyses

The regulation of cell type-specific ASEs by specific splicing factors
was tested using three different sources: microarray data, literature
RNA-seq, and CLIP-seq data sets. Chromosomal coordinates of
exons regulated by ESRP1, PTBP1, and/or RBFOX2 identified by
RNA-seq were retrieved from previously published work (Warzecha
et al. 2009b; Xiao et al. 2009; Xue et al. 2009; Yeo et al. 2009; Katz
et al. 2010; Llorian et al. 2010; Huelga et al. 2012). ASEs predicted
to be regulated by a splicing factor using exon array or RNA-seq
data sets were compared to ASEs predicted to be cell type-specific.
For each cell type, we paid attention to the ASE regulation sense.
For example, PTBP1 is up-regulated, while ESRP1 and RBFOX2 are
down-regulated, in endothelial cells; thus, an endothelial ASE is
predicted to be regulated by one of these factors if it is skipped
upon PTBP1 depletion or included by ESRP1 or RBFOX2 depletion.
To be considered as confident, CLIP hits must have been detected
in the exon or within 100 nt upstream of or downstream from
the exon.

Splicing factor binding sites were searched with the PatSearch
Tool (Grillo et al. 2003) for the genomic sequences using previously
defined splicing factor binding motifs (see Supplemental Table S8).
Asset of 1000 randomly selected alternative exons, and a set of 1000
randomly selected constitutive exons, were used as controls. Four
regions were defined: 100 nt upstream of and downstream from
the exon, the first 60 nt of the exon and the last 60 nt of the exon.
For each region, a sliding window of a specific length was con-
sidered, and the enrichment score of the splicing factor was com-
puted at each position as (2 number of factor motifs at position X /
total number of analyzed sequences) X 100. The total number of
binding sites found in each region of each exon group was used to
compute the standard deviation value.
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Experimental validation

RNA from different cell types were purchased as indicated in
Supplemental Table S1. Primers used for RT-PCR are described in
Supplemental Table S9. RT-qPCR analyses were performed using
primers described in Supplemental Table S9. Epithelial MCF-7, fi-
broblast-like MDA-MB-231 cells, and endothelial HUVEC cells
were transfected using RNAiMax (Invitrogen) with control siRNAs
or siRNAs against ESRP1 and 2, RBFOX2, or PTBP1 and 2 (Sup-
plemental Table S9) 48 h before RNA extraction. Electrophoretic
gels were analyzed with Image] software.

Data access
The FasterDB database is available at http://fasterdb.lyon.unicancer.fr/.
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