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PREMBULE

Mon travail au sein de I’équipe Oncovirologie et Biothérapie m’a amené a m’intéresser
aux mécanismes de régulation de l'expression des genes cellulaires lors de l'infection
par le virus T lymphotropique humain (HTLV-1), responsable de la leucémie/lymphome

T de 'adulte (ATLL) et de nombreuses maladies inflammatoires.

Jai participé a l'étude de la régulation transcriptionnelle du gene hTERT par
I'oncoprotéine Tax du HTLV-1, identifiant le proto-oncogene Dek comme nouveau

partenaire cellulaire de Tax (Karam M, Thénoz M & al.,, sous presse. 2014. Neoplasia).

J'ai aussi participé a 1'étude de la dérégulation de I'expression de micro-ARN par la
protéine HBZ du HTLV-1, au niveau de clones lymphocytes T CD4+ issus de patients

naturellement infectés par le virus (Vernin C, Thénoz M & al., en révision).

Mon travail principal a été d’analyser les effets de I'infection par le HTLV-1 au niveau de
la régulation de I'épissage alternatif de transcrits cellulaires. Ce travail a abouti a la

rédaction de 2 articles en premier auteur, dont I'un est actuellement en soumission.

Dans ce manuscrit est présentée uniquement la partie concernant la dérégulation de

'épissage alternatif par le HTLV-1.
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1/ Physiopathologie de I'infection a HTLV-1

A/ Le rétrovirus HTLV-1

A.1/ Découverte et classification

Le rétrovirus T lymphotrope de type 1 (HTLV-1) fut le premier rétrovirus humain
découvert en 1980 par I'équipe du docteur Robert Gallo, a partir d’'une lignée cellulaire
dérivant d’un patient atteint d’'un lymphome T cutané (Poiesz et al. 1980). En 1982,
I’équipe de Mitsuaki Yoshida au Japon caractérisait le virus responsable de la leucémie T
de l'adulte, qu’ils appelleront ATLV pour Adult T-cell Leukemia Virus (Yoshida et al.
1982). C’est en 1984, par les travaux de Watanabe et al, que HTLV et ATLV ont été
démontrés comme appartenant a la méme famille de rétrovirus, les deltarétrovirus. Le

nom HTLV pour Human T-cell lymphotropic virus fut conservé (Watanabe et al. 1984).

Le genre des deltarétrovirus se compose des virus HTLV-1, -2, -3 et -4, ainsi que leur
contreparties simiennes (STLV) (Mahieux and Gessain 2011). Par leur degré
d’homologie de séquences nucléotidiques, ces virus sont regroupés sous la famille des
virus T-lymphotropes de primates (PTLV) (Watanabe et al. 1986). De cette famille se
distingue le deltarétrovirus BLV, pour Bovine Leukemia Virus, découvert en 1975

(Gilden et al. 1975).

A.2/ Epidémiologie du HTLV-1

Alors que les modes de transmission du HTLV-1 ont été assez rapidement identifiés, la
distribution du virus a l’échelle planétaire reste difficile a évaluer précisément.
Aujourd’hui encore, nous ne disposons que d’estimation, le nombre réel de personnes
infectées par le virus HTLV-1 est vraisemblablement plus important que ce que l'on

pense.
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a. Prévalence du HTLV-1

En 1993, une étude rapportait qu'environ 10 a 20 millions d’individus dans le monde
étaient porteurs du virus HTLV-1 (de The and Bomford 1993). Vingt ans apres, ces
chiffres semblent étre encore d’actualité car une étude récente réalisée par I'équipe
d’Antoine Gessain donne une estimation de 5 a 10 millions d’individus infectés a
I’échelle mondiale, et précise que les données épidémiologiques de la Chine, I'Inde, le
Maghreb et '’Afrique de I'Est sont encore aujourd’hui méconnues (Gessain and Cassar

2012).

La séroprévalence est tres hétérogene en fonction des régions étudiées. Il existe des
régions dites endémiques, avec une séroprévalence supérieure a 1-5% telles que le sud-
ouest du Japon, les Caraibes, 'Amérique du Sud (Brésil, Argentine, Colombie, Pérou),
I'’Afrique Sub-Saharienne, I'Iran et la Mélanésie. Dans les régions non endémiques telles
que les Etats-Unis et I'Europe, la séroprévalence est inférieure a 0,03%, et les patients
infectés par HTLV-1 sont principalement des immigrants provenant des zones
endémiques (FIGURE 1). En plus de la variabilité géographique de la prévalence du
virus, celle-ci varie aussi en fonction de 1'age et du sexe de la population étudiée. La
prévalence augmente d’'une maniere générale avec I'dge des individus, et est plus

importante chez les femmes que chez les hommes (Verdonck et al. 2007).

b. Modes de transmission

Les principaux modes de transmission sont :

(i) le passage de la mere a I'enfant, notamment lors de l'allaitement, qui se
produit dans 20% des cas lors d’un allaitement prolongé (Wiktor et al. 1997).

(ii) la transmission par voie sexuelle, qui se ferait préférentiellement dans le sens
de 'homme vers la femme, ce qui pourrait expliquer la plus forte prévalence dans la
population féminine (Murphy et al. 1996).

(iii) et la transmission par voie sanguine lors de transfusion de sang. En effet,
environ la moitié des receveurs de sang contaminé par HTLV-1 deviennent séropositifs

deux mois apres la transfusion (Manns et al. 1992). L’utilisation de seringues usagées
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chez les toxicomanes est aussi une source importante de transmission du virus dans les

zones non endémiques (Feigal et al. 1991).
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Figure 1. Distribution du HTLV-1 sur la Terre. D’apres (Gessain and Cassar 2012).

Estimation du nombre de personnes infectées par le HTLV-1 a I’échelle mondiale. Ces
résultats sont basés sur des données épidémiologiques d’environ 1,5 million d’individus
provenant d’études sur des femmes enceintes et/ou des donneurs de sangs et/ou
différentes populations adultes.

A.3/ Pathologies associées a l'infection par HTLV-1

Comme pour toute infection, I'organisme va mettre en place des moyens de défense
contre le virus HTLV-1. Celui-ci mettra lui aussi en place des mécanismes
d’échappement au systeme immunitaire, lui permettant de persister in vivo. HTLV-1 est
directement associé au développement tumoral chez I'homme. Il est 'agent étiologique
de la leucémie/lymphome T de I'adulte (ATLL ou ATL) (Uchiyama et al. 1977; Poiesz et
al. 1980). De plus, HTLV-1 est aussi associé a des maladies inflammatoires telles que la
paraparésie spastique tropicale (TSP) (Gessain et al. 1985), des uvéites, des dermatites
infectieuses, des polymyosites, des arthrites, des thyroidites et des alvéolites

(LaGrenade et al. 1990; Kawai et al. 1992; Kimura 1992; Pinheiro et al. 1995).

12



a. La Leucémie T de I’Adulte (ATL)

L’ATL est une hémopathie maligne lymphoide due a la prolifération aberrante d’un clone
cellulaire T CD4+ porteur d'un provirus HTLV-1. Les patients atteints d’ATL sont
majoritairement ceux qui ont été infectés a la naissance (Proietti et al. 2005). La co-
infection par Strongyloides stercoralis est un cofacteur de I’ATL (Gabet et al. 2000).
L’ATL survient chez 1-5% des patients infectés par HTLV-1, aprés une période de
latence clinique de 30 a 60 ans. Durant cette période dite pré-leucémique, on peut
observer une expansion clonale des cellules infectées, associée a une instabilité
génétique (Mortreux et al. 2003). Le diagnostique de ’ATL est principalement basé sur
la présence chez le patient, d’anticorps dirigés contre le virus HTLV-1, ainsi que la mise
en évidence de l'intégration monoclonale du virus dans les cellules tumorales (Yasunaga

and Matsuoka 2007).

Les ATL ont été classifiées en 4 sous-types: forme aigué (60% des cas), chronique
(15%), indolente (5%) et lymphomateuse (20%) (Tsukasaki et al. 2009). Les médianes
de survie ne dépassent pas l'année pour les formes les plus agressives (aigué et
lymphomateuse). Pour les 4 formes d’ATL, une intégration du provirus au niveau des
cellules tumorales est mise en évidence. La partie LTR 5’ du provirus est souvent délétée
ou bien hyperméthylée, ce qui explique la faible expression du virus observée in vivo,
ainsi que I'échappement des cellules d’ATL au systéme immunitaire (Furukawa et al.
1995). Les chimiothérapies conventionnelles sont peu efficaces contre les ATL. Une
méta-analyse sur 254 patients ATL regroupant plusieurs études indépendantes, a
révélée que l'utilisation du traitement antiviral Zidovudine et interféron o (IFNa)
permettait de prolonger la vie des patients (Bazarbachi et al. 2010). La combinaison
Zidovudine IFNa présente encore aujourd’hui les meilleurs résultats. L’ajout de I'arsenic
en combinaison avec la Zidovudine et 'INFa semble prometteur (Kchour et al. 2013).
Lorsque les patients rechutent ou bien résistent au traitement, I'allogreffe de cellules
souches hématopoiétiques permet de réduire significativement la charge provirale, avec

un taux de rémission complet a 3 ans de 51% (Kanda et al. 2012).
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b. La paraparésie spastique tropicale / myélopathie associée a HTLV-1 (TSP/HAM)

Avec 2-3% des individus infectés, la TSP/HAM est la maladie inflammatoire chronique
associée a HTLV-1 la plus importante en terme d’incidence. Elle se développe en
générale chez les patients vers 40 - 50 ans, bien que quelques cas chez des jeunes
patients ont été observeés (Kendall et al. 2009). La TSP/HAM est surtout associée a la
contamination par transfusions sanguines ou bien relations sexuelles. Elle touche plus
les femmes que les hommes (Gessain and Mahieux 2012). La TSP/HAM est une
myélopathie chronique qui se traduit par une faiblesse musculaire, une hyperréflexie et
une spasticité des membres inférieurs. Elle est caractérisée par l'infiltration de cellules
lymphocytaires et macrocytaires qui induisent des 1ésions de la moelle épiniere. Ces
lésions touchent en particulier la substance blanche de la moelle épiniere, avec une

démyélinisation et une dégénération axonale.

Quelques facteurs de risque ont pu étre mis en évidence favorisant le développement de
la TSP/HAM. La charge provirale est un facteur de risque important (Manns et al. 1999).
Des facteurs génétiques pourraient également favoriser I'apparition de la maladie
(Nagai et al. 1998). De plus, il semblerait que le site d’'intégration du provirus dans une
région transcriptionnellement active favoriserait l'expression du provirus et le
développement de la TSP/HAM (Meekings et al. 2008). Finalement, certains haplotypes
HLA semblent aussi jouer un réle dans le développement de la pathologie, avec par
exemple un effet protecteur du HLA-A*02, alors que les patients avec un HLA-B*5401
présenteraient un risque accru (Jeffery et al. 1999). Actuellement, aucune thérapie ne

permet une rémission prolongée de la TSP/HAM (Oh and Jacobson 2008).

A.4/ Le virus HTLV-1

a. La particule virale

HTLV-1 est un virus enveloppé d’environ 75 nm de diametre (Grigsby et al. 2010).
L’enveloppe du virus est d’origine cellulaire, emportée lors du bourgeonnement du
virion. Elle se compose d'une bicouche phospholipidique ainsi que de glycoprotéines

virales transmembranaires (TM ou gp21) et de surface (SU ou gp46) (FIGURE 2). Sous
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cette enveloppe, les protéines de matrice (p19), en lien avec la capside virale (p24),
permettent I'ancrage a la membrane plasmique, I'assemblage et le bourgeonnement
(Wang et al. 2004). La capside virale renferme la nucléocapside (p1l5) contenant le

génome viral, ainsi que les protéines virales (Morcock et al. 2000) (FIGURE 2).

- p15 nucleocapsid

- P19 matrix

p24 capsid

— p62/p32 reverse
transcriptase

- gp21 transmembrane

- gp46 surface

Figure 2. Représentation schématique du virion HTLV-1.

Le génome du HTLV-1 est constitué de deux molécules d’ARN identiques (en vert),
chacune associée a la protéine de nucléocapside (p15) ainsi qu’a la transcriptase inverse
(p62). Ce complexe ribonucléoprotéique est entouré par une capside (p24) qui est reliée
a I'enveloppe virale par les protéines de matrice (p19). L'enveloppe, d’origine cellulaire,
est constituée d’'une bicouche phospholipidique dans laquelle sont insérés les complexes
glycoprotéiques d’enveloppe d’origine virale (gp21 et gp46).

b. Le génome viral

Le génome d’'HTLV-1 est composé de 2 copies d’ARN simple brin de 8,5 kb, coiffés en 5’
et polyadénylées en 3’. Aux extrémités, se trouve une région de séquences répétées (R),
ainsi qu’'une région unique a chaque extrémité (U5 en 5’ et U3 en 3’) (FIGURE 3).
Comme tous les virus, le génome viral code les protéines de structure Gag et Env, ainsi
que les enzymes virales, la protéase (codé par le géne Pro), I'intégrase et la transcriptase
inverse (codées par le gene pol). HTLV-1 est appelé rétrovirus complexe car il possede

une région codante supplémentaire en 3’ nommée pX (FIGURE 3).
Suite a l'infection, le génome viral va subir une transcription inverse puis va s’intégrer

dans le génome de la cellule héte. La reverse transcription du génome ARN aboutit a la

formation de séquences identiques aux extrémités du provirus que 'on appelle les LTR
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(long terminal repeat) (FIGURE 3). Ces LTR sont les substrats de lintégrase et
permettent l'intégration de 'ADN proviral dans le génome de la cellule hote. Ces LTR
sont riches en éléments de réponses aux facteurs de transcription et servent de
promoteurs pour l'expression des genes viraux. Ils contiennent aussi les sites de
terminaison de la transcription et de polyadénylation. La séquence provirale constitue la
matrice de production des protéines virales et des ARN génomiques essentiels a

I'encapsidation et a la formation de nouvelles particules virales.
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Figure 3. Génome, ARNm et protéines du HTLV-1. D’apres (Lairmore et al. 2012).

Schéma représentant le génome du HTLV-1 (en haut), ainsi que les produits
d’expression du provirus.

L’ARN de la taille du génome viral peut aussi étre traduit en plusieurs protéines grace a
la présence de plusieurs cadres de lecture. La traduction a partir du premier cadre de
lecture produit la protéine Gag (p55). Le décalage du cadre de lecture au niveau du
premier codon stop induit la traduction de la protéine de fusion Gag-Pro. Un deuxieme
décalage du cadre de lecture permet la traduction de la protéine Pol en fusion avec Gag-

Pro. Le clivage de Gag va donner la protéine de matrice (p19), de capside (p24) et de la
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nucleocapside (p24). Le clivage de Gag-Pro donnera en plus la protéase virale.
Finalement, le clivage de Gag-Pro-Pol donnera en plus la transcriptase inverse et
'intégrase. La protéine Env (gp62) sera traduite a partir d'un ARNm simplement épissé.
Env sera aussi clivée pour donner les glycoprotéines transmembranaires (gp21) et de

surface (gp46).

La région pX est quand a elle composée de 4 cadres de lecture ouverts (ORF), codant les
protéines régulatrices du virus (Kannian and Green 2010). Les ORF I et II vont donner
les protéines pl2, p30 et p13. La protéine p1l2 peut subir un clivage qui donnera la
protéine p8 (Fukumoto et al. 2009). Les protéines Rex et Tax sont traduites a partir d’'un
méme ARNm doublement épissé, a partir de 'ORF III et 'ORF IV respectivement. Une
protéine Rex-like de 21kDa (p21), est aussi observée in vivo (FIGURE 3).

La transcription du provirus est aussi possible en anti-sens. Elle a été mise en évidence a
la fin des années 1980 (Larocca et al. 1989), mais ce n’est qu’au début des années 2000
que la traduction d’'un transcrit anti-sens a été prouvée par I'équipe de Jean Michel
Mesnard a Montpellier (Gaudray et al. 2002). La protéine HBZ (HTLV-1 Basic Leucine
Zipper Factor) est codée par le transcrit anti-sens du HTLV-1. Deux isoformes sont
traduites a partir d'un ARNm épissé ou non. L'isoforme la plus abondante est celle de

206 acides aminés encodés par le transcrit épissé (Yoshida et al. 2008) (FIGURE 3).

B/ Mode de réplication du HTLV-1 in vivo et pathogenése

B.1/ Tropisme du virus

In vitro, HTLV-1 est capable d’infecter les lymphocytes T et B, les cellules dendritiques,
les monocytes, mais aussi des cellules endothéliales, gliales et épithéliales. Cependant, in
vivo, les réservoirs majeurs du virus sont les cellules T CD4+ et T CD8+ (Manel et al.

2005).
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a. Les récepteurs cellulaires

I a été montré que les protéines de I'enveloppe du HTLV-1 interagissent avec 3
récepteurs membranaires (Manel et al. 2003; Jones et al. 2005; Ghez et al. 2006) . Le
virus interagit tout d’abord avec les protéoglycanes a héparanes sulfates (HSPG). Cette
interaction va permette le recrutement de la neuropiline 1 (NRP-1). Un changement de
conformation va permettre ensuite 'interaction avec le transporteur de glucose GLUT1

(Pique and Jones 2012).

Deux modeles non exclusifs ont été proposés pour expliquer I'entrée du virus HTLV-1
dans la cellule hote. Le premier est celui dit modele de la synapse virologique. La
synapse étant une zone d’adhésion entre cellule infectée et non infectée, favorisant ainsi
le passage de particules virales (Igakura et al. 2003). Ce mode de transmission est
dépendant de la repolarisation du cytosquelette induite par Tax (Mazurov et al. 2010).
Le second modele fait intervenir une structure extracellulaire similaire a des biofilms.
Ces derniers permettent le stockage de particules virales infectieuses autour de la
cellule infectée, permettant ainsi la mise en contacte direct des virions avec les cellules
saines avoisinantes. Les virions sont ensuite intégrés a la cellule saine par endocytose

(Pais-Correia et al. 2010).

b. Les Lymphocytes T

Le virus HTLV-1 est retrouvé in vivo au niveau des lymphocytes T CD4+ et CD8+ (Nagai
et al. 2001; Sibon et al. 2006). La charge provirale est cependant plus importante dans
les cellules T CD4+ que les CD8+.

HTLV-1 a été montré comme infectant principalement les cellules T CD4+ activées,
porteurs du marqueur CD25 a leur surface (Yamano et al. 2004). Parmi les cellules T
CD4+ activées : les lymphocytes mémoires présentant le marqueur CD45R0 (Richardson
et al. 1990) ainsi que les lymphocytes T régulateurs portant le marqueur CCR4 (Yoshie
et al. 2002). Deux sous-populations de cellules portent ce marqueur, les Th2 et les

cellules T régulatrices (Treg). Les cellules Treg, dont un des marqueurs est le facteur de
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transcription Foxp3, semblent étre infectées de facon importante par le virus (Satou et

al. 2012).

c. Autres cellules cibles

A moindre niveau, le virus a été détecté au sein de lymphocytes B, de cellules T Natural
Killer invariantes (iNKT), et des cellules dendritiques (Koyanagi et al. 1993) (Azakami et
al. 2009). L'infection des cellules dendritiques par le virus HTLV-1 est tres intéressante
car ce sont des médiateurs de la réponse T-cytotoxiques via notamment leur interaction
avec les cellules T CD4+ lors de 'infection virale. Il a été montré in vitro que les cellules
dendritiques infectées par HTLV-1 sont capables de transmettre le virus aux cellules T
CD4+, suggérant qu’elles puissent jouer un role lors de la primo-infection (Jones et al.

2008).

B.2/ Réplication du virus in vivo : expansion clonale des cellules infectées

L’infection par HTLV-1 se caractérise par l'existence de charges provirales élevées aux
stades symptomatique et asymptomatique de l'infection, ainsi que par une grande
stabilité génétique du virus. En comparaison au HIV, le génome du HTLV-1 est trés
stable, alors que leur transcriptase inverse présente en taux d’erreurs assez proche.
L’explication se trouve dans le mode réplicatif original qu’utilise HTLV-1 in vivo. En effet,
HTLV-1 se réplique majoritairement par I'expansion clonale de la cellule hote (Wattel et
al. 1996), ce qui lui permet de bénéficier du systeme de réplication de 'ADN cellulaire,
beaucoup plus fidele que la transcriptase inverse d’origine virale. Au cours des années
1990, le développement des techniques de PCR inverse (IPCR) et de PCR avec ligation
d’oligonucléotides (LMPCR), permettant d’amplifier le LTR 3’ du virus flanqué de son
site d’'intégration, a permis de caractériser le mode réplicatif d’'HTLV-1 (Wattel et al.
1995; Cavrois et al. 1998; Cavrois et al. 2000; Mortreux et al. 2001). Ainsi, il a été
démontré qu'HTLV-1 se réplique majoritairement par '’expansion clonale de sa cellule
hote, et ce, quel que soit le stade de I'infection, ATLL, TSP/HAM ou asymptomatique. Les
profils réplicatifs obtenus sont trés souvent caractéristiques du statut clinique de
I'individu étudié. Au stade asymptomatique de l'infection, le profil de réplication du

virus est dit polyclonal, qui correspond a la présence d'un grand nombre de clones de
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faibles ampleurs. Au stade leucémique, on observe souvent un clone majoritaire,
représentant jusqu’ a 90% ou plus de la charge provirale, associé a la présence de forme
minoritaire de trés faible ampleur. Ce type de réplication est alors appelé réplication
monoclonal. L’apport de la technologie a haut débit, telle que le séquencage a haut débit,
a permis de confirmer ces résultats sur un panel plus important de patients (Meekings

et al. 2008; Gillet et al. 2011; Cook et al. 2012).

Bien que les deux répertoires de cellules T CD4+ et CD8+ soient en expansion clonale,
une étude au laboratoire a montré que le nombre moyen de clones en expansion était
plus important chez les cellules T CD4+ que chez les cellules T CD8+ (Sibon et al. 2006).
Cela explique la plus forte charge provirale dans le répertoire de cellules T CD4+ que de
cellules T CD8+. Aucunes différences significatives d’expression de 'ARNm Tax ou de la
protéine virale p19 n’ont été observées entre les clones T CD4+ et T CD8+ infectés. Par
contre, au niveau cytologique, la présence de cellules géantes multinucléées était
significativement plus importante dans les cellules exprimant Tax et plus
particulierement dans les clones T CD4+ infectés. Les clones T CD4+ infectés se
caractérisent également par la présence de ponts chromatiniens internucléaires dus a
une ségrégation anormale des chromosomes. Les mécanismes sous-tendant I’expansion
clonale in vivo sont différents selon le phénotype lymphocytaire : les lymphocytes T
CD4+ infectés sont mis en cycle alors que les lymphocytes T CD8+ infectés résistent a
I'apoptose (Sibon et al. 2006). Un travail réalisé au laboratoire par la suite, a pu
démontré que le phénotype préleucémique des cellules T CD4+ infectées ainsi que le
patron d’expansion clonale des cellules T CD4+ et CD8+ sont sélectionnés in vivo (Zane
et al. 2009). En effet, en comparant les effets d’'une infection expérimentale récente (1
mois) aux cellules T CD4+ et CD8+ provenant de patients infectés depuis >6-26 ans, il
apparait que les clones HTLV-1 positifs in vivo, sont sélectionnés pour leur expression de
Tax. Les cellules infectées T CD4+ sont sélectionnées pour leur mise en cycle alors que
les cellules T CD8+ infectées et les cellules T CD4+ non-infectées sont négativement
sélectionnées pour ce processus (Zane et al. 2010a). En comparaison, le retard
d’apoptose lié a I'infection des cellules T CD8+ était identique dans les clones infectés in
vitro et in vivo. Cet effet d’'HTLV-1 sur les cellules T CD8+ in vivo a été relié a la
surexpression du facteur anti-apoptotique cIAP-2 corrélée a I'expression de Tax (Zane et

al. 2010b). De plus, I'infection par HTLV-1 s’accompagne de modifications de I'activité de
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la télomérase. A la phase préleucémique de l'infection, comparée a leurs contreparties
non infectées, les cellules T CD4+ infectées présentent des défauts d’activation de la
télomérase lorsqu’elles sont activées par la PHA. Ces effets sont corrélés a une
surexpression de Tax. Par ailleurs, les cellules T CD4+ infectées activées, et non leurs
contreparties T CD4+ et T CD8+ non infectées, répriment l'expression des genes des
protéines télomériques TRF1, TPP1, TANK1, POT1, DNA-PKc, et Ku80. Les cellules
infectées et non infectées de porteurs HTLV-1 partagent des dérégulations
transcriptionnelles communes des genes du télosome, consistant avec un patron de
sénescence prématurée. En contraste, les cellules d’ATL présentent une activité
télomérase élevée avec des profils d’expression des genes du télosome similaires aux
cellules T CD4+ non infectées. Ces données indiquent que des modifications
télomériques accompagnent I'expansion clonale des cellules T CD4+ infectées et peuvent
participer a I'immunosuppression, l'initiation et la progression tumorale (Zane et al.

2012).

En réaction a I'infection virale, les cellules dendritiques plasmacytoides (pDC) sécretent
une grande quantité d’interférons de type I (IFN-I) a et B (IFN« et IFN) pouvant induire
la mort des cellules infectées par I'expression d'un nombre important de ligand TRAIL
(Tumor Necrosis Factor related Apoptosis Inducing Lingand) (Colisson et al. 2010). Les
cellules NK (Natural Killer) peuvent inhiber le développement de la tumeur in vivo,
comme il a été montré chez la souris SCID (Stewart et al. 1996). Il a été montré une
corrélation inverse entre la charge provirale et la fréquence des cellules iNKT (invariant
NKT) chez les patients asymptomatiques et TSP/HAM, suggérant une réponse
immunitaire de la part de ces cellules contre le virus HTLV-1 (Azakami et al. 2009). De
plus, il existe chez les patients une réponse humorale, via la sécrétion d’anticorps contre
les protéines virales (Manns et al. 1999; Enose-Akahata et al. 2013). Malgré la présence
de ces anticorps, leur efficacité in vivo est mal connue. La réponse immunitaire
adaptative la plus efficace contre le HTLV-1 est la réponse a médiation cellulaire. En
effet, les CTL (Cytotoxic T lymphocytes) dirigés contre le virus sont abondant chez les

patients (Jacobson et al. 1990; Parker et al. 1992).
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C/ Régulation de I’expression des génes et oncogenése associée a HTLV-1

De nombreuses études a I'échelle du génome ont mis en évidence une importante
dérégulation transcriptionnelle au sien des cellules infectées par HTLV-1, transformées
ou non (Harhaj et al. 1999; de La Fuente et al. 2000; Ruckes et al. 2001; Pise-Masison et
al. 2002; Sasaki et al. 2005; Pise-Masison et al. 2009; Igbal et al. 2010; Oliere et al. 2010;
Tattermusch et al. 2012). Les protéines virale Tax, et plus récemment HBZ, ont été
identifiées comme étant responsables en grande partie de ces dérégulations. Dans ce

manuscrit, nous nous intéresserons principalement a I'oncoprotéine Tax d'HTLV-1.

C.1/ Régulation de I’expression des génes viraux

a. Tax, un transactivateur transcriptionnel des genes viraux

L’étude de la cinétique d’expression du provirus in vivo indique que les premiers
transcrits synthétisés sont ceux codant les facteurs Tax et Rex (Rende et al. 2011). La
synthése protéique de Tax permet la transactivation de I'expression des genes viraux
(FIGURE 4) (Seiki et al. 1985). Au niveau de la région U3 du LTR 5’ proviral,
I'homodimere Tax a la capacité de recruter les protéines CREB/ATF (CRE-
Binding/Activating Transcription Factors) au niveau des séquences TRE-1 (Tax-
Responsive Element) (Tie et al. 1996). La formation du complexe lié a 'ADN, va
permettre le recrutement de co-activateurs tels que CBP (CREB Binding Protein)/p300
(Kwok et al. 1996) et PCAF (p300/CBP Associated Factor) (Jiang et al. 1999). Le
recrutement de CBP/p300 se fait par l'interaction simultanée de Tax et CREB sur 2
régions distinctes du domaine KIX de CBP/p300 (Ramirez and Nyborg 2007).Via leur
activité type histone acétyl-transférase, ces co-activateurs vont permettre la
décondensation de la chromatine au niveau de la région promotrice du virus, favorisant
ainsi le recrutement de la machinerie de transcription incluant ’ARN polymérase II (Lu
et al. 2002). De plus, Tax interagit avec I'histone déacétylase HDAC-1 et empéche son
action sur les histones localisés au promoteur viral, renfor¢cant ainsi I'expression du

virus (Lu et al. 2004).
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Figure 4. Transactivation du LTR par Tax. D’aprés (Currer et al. 2012).

Schéma représentant I'activation du LTR du HTLV-1 via Tax. Au niveau des sites TRE-1
localisés sur la région U3 du LTR, Tax recrute 'homodimere CREB. Le complexe
ADN/Tax/CREB permet le recrutement de CBP/p300, induisant la décondensation de la
chromatine.

Les effets de Tax au niveau du LTR 5’ ne se limitent pas au recrutement de facteurs de
transcription. En effet, Tax interagit avec la RNA-binding protéine SRL300. Des
expériences d'immunoprécipitation de la chromatine ont montré le recrutement de
SRL300 par Tax sur le promoteur viral. L'inhibition de SRL300 par siRNA aboli
I'induction de I'expression du virus par Tax (Youn et al. 2003). De plus, des travaux
récents ont montré que Tax était également capable d’influencer I'étape d’élongation de
la transcription. Des modifications post-traductionnelles de I’ARN polymérase II au
niveau de son domaine C terminal (CTD), régulent la processivité de cette derniere.
Notamment, la phosphorylation des sérines en position 2 du CTD par le complexe P-
TEFDb (Positive Transcription elongation Factor b) induit I'élongation de la transcription.
P-TEFb est composé de la cycline T1 et de CDK9 (Cyclin-dependent kinase). Cette
derniere est une kinase qui a pour substrat la sérine en position 2 du CTD de 'ARN
polymérase II. Tax agit sur la régulation du complexe P-TEFb via son interaction avec sa
sous unité cycline T1 (Zhou et al. 2006). Tax rentre en compétition avec Brd4 pour la
fixation de la cycline T1, et activer le complexe P-TEFb (Cho et al. 2007) (FIGURE 5). Tax
induit donc indirectement la phosphorylation de la sérine 2 du CTD de I'ARN

polymérase II, induisant ainsi 1’élongation de la transcription (FIGURE 6). Finalement,
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en interagissant avec le facteur BRG1 du complexe SWI/SNF (SWItch/Sucrose Non
Fermentable), Tax facilite le passage de I'ARN polymérase II en remodelant les

nucléosomes (Easley et al. 2010).

HEXIM1

HMW inactive complex LMW active complex
Figure 5. Modéle d'interaction entre Tax et le complexe P-TEFb. D’aprés (Cho et al. 2007).
Tax est associée au complexe P-TEFb via son interaction avec la cyclin T1. L’interaction

Tax/cyclin T1 inhibe I'interaction BRD4/cyclin T1, suggérant qu'il existe 2 complexes P-
TEFDb activés aux niveaux des cellules exprimant Tax.

Inactive/basal Initiation complex Elongation complex
(P-TEFb inactive) (P-TEFb active)

Figure 6. Modeéle de régulation de I'initiation et de 1'élongation de la transcription du virus par la régulation
de P-TEFb par Tax. D’apreés (Zhou et al. 2006).

Tax recrute P-TEFb au niveau du promoteur viral et induit 'autophosphorylation de sa
sous unité catalytique CDK9 (T29P sur le schéma). La phospho-CDK9 étant inactive, cela
va permettre la mise en place du complexe d’initiation de la transcription en limitant la
phosphorylation du CTD de I'ARN polymérase II. Par la suite, la CDK9 va étre
déphosphorylée par une phosphatase, ce qui va permettre la phosphorylation de 'ARN
polymérase Il sur ces sérines 2 (2P sur le schéma), induisant ainsi le départ du
promoteur et I’élongation de la transcription.
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Alors que la protéine Tax joue un role central dans I'activation de la transcription du
virus, la protéine Rex apparait influencer l'expression du virus au niveau post-
transcriptionnel. En effet, Rex permet I'export du noyau des ARN non ou mono-épissés,
et donc aboutir a la traduction des protéines de structures, ainsi que les enzymes virales
(FIGURE 7) (Hidaka et al. 1988). Rex interagit directement avec les ARNm présentant
une structure particuliere en 3’ appelée RxRE, composée de 4 tige-boucles et d'une
longue tige (Seiki et al. 1988; Toyoshima et al. 1990). Le facteur d’épissage hnRNP A1l
entre en compétition avec Rex pour la fixation du RxRE, régulant ainsi I'export des
transcrits viraux non épissés (Dodon et al. 2002). Rex favoriserait donc la formation de
nouveaux virions, en induisant I'expression des protéines structurales et enzymatiques.
Rex a aussi été impliquée dans les mécanismes de régulation post-transcriptionnel des
genes cellulaires. En effet, Rex a été impliquée dans la régulation de I'épissage alternatif
du gene Fyn; I'expression de Rex dans la lignée cellulaire Jurkat induit 'augmentation
de I'expression de I'isoforme FynB au détriment de I'isoforme FynT (Weil et al. 1999). De
plus, Il a été montré que Rex augmentait la demi-vie de '’ARNm de I'[L-2Ra (Kanamori et

al. 1990).

Viral Replication %

Figure 7. Régulation de I'expression virale par Tax et Rex. Adaptée d’aprés (Nakano and Watanabe 2012).

1/ Tax active I'expression du provirus via son activité au niveau du LTR viral. 2/ Rex
exporte activement les ARNs viraux non épissés, favorisant I'expression des protéines
structurales du virus, et donc la formation de nouveaux virions.
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b. p13, p30 et HBZ, des trans-inhibiteurs de I'expression des génes viraux

L’expression du virus est quasi-indétectable a la phase chronique de l'infection, ce qui
permet d’expliquer en partie I'échappement du virus a la pression du systéme
immunitaire. Des phénomeénes cellulaires tels que la méthylation ou la délétion du LTR
5’ sont mis en cause (Neto et al. 2011; Sibon et al. 2013). Cependant les protéines virales
p13, p30 et HBZ sont également capables de contrdler négativement I'expression virale.
En effet, la protéine p13 interagit directement avec Tax, diminuant ainsi son interaction
avec CBP/p300 et donc son effet activateur sur la transcription du virus (Andresen et al.
2011). La protéine p30 quant a elle entre en compétition avec Tax pour la fixation du
complexe CBP/p300, inhibant ainsi la formation du complexe actif Tax/CBP/p300
(Zhang et al. 2001). p30 est aussi capable de séquestrer dans le noyau les ARNs tax/rex,
réprimant ainsi leur expression au niveau protéique. Cela a pour conséquence une
diminution de l'expression du virus (Nicot et al. 2004). HBZ montrent de nombreuses
fonctions antagonistes a celles de Tax. Comme Tax, HBZ interagit avec les facteurs CREB
mais n’est pas capable de les recruter au niveau du promoteur viral sur les boites TRE-1
(Lemasson et al. 2007), limitant ainsi par compétition les effets trans-activateurs de
Tax. Egalement comme Tax, HBZ interagit avec le complexe CBP/p300 et masque le site
de fixation de CBP/p300 a Tax, agissant la encore comme un inhibiteur de I'expression

des génes viraux (Clerc et al. 2008).

Ces mécanismes de rétrocontrole de l'expression du virus pourraient participer a
maintenir la faible expression virale qui caractérise les cellules infectées in vivo et
contribuer ainsi a I'’échappement des cellules infectées a la pression de la réponse T
cytotoxique. Il est aussi important de noter que bien qu’indispensable a I’établissement
d’une infection chronique, 'expression de Tax in vivo n’est que trés rarement retrouvée
dans les cellules d’ATLL indiquant que Tax est dispensable au maintien du phénotype
tumoral (Ratner et al. 2000; Bellon et al. 2010; Inoue et al. 2013). Outre les effets in vitro
des facteurs viraux nommeés ci-dessus, I'extinction de I'expression de Tax a été reliée in
vivo a la mutation de sa séquence nucléotidique, a la méthylation du LTR5’ ou encore a la
perte de large région provirale en 5’ (Takeda et al. 2004). Ces évenements pourraient
étre le résultat d’'une longue sélection clonale au cours de la phase asymptomatique de

I'infection. Le transcrit anti-sens HBZ est retrouvé quant a lui a tous les stades de
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'infection et plus particulierement de fagcon abondante dans les cellules ATLL ou il est
parfois le seul transcrit viral exprimé (Usui et al. 2008; Saito et al. 2009; Macnamara et

al. 2010).

C.2/ Régulation de I’expression des génes cellulaires

L’expansion clonale, ainsi que la pathogeneése associée a I'infection par HTLV-1, reposent
sur la dérégulation des principales voies cellulaires par les protéines virales. Parmi elles,
les protéines Tax et HBZ sont considérées comme étant les protéines majeures de
I'oncogenese virale. La dualité de fonction de Tax et HBZ pour le contrdle de I'expression
viral a aussi pu étre mis en évidence pour le controle de l'expression des genes
cellulaires (Matsuoka and Yasunaga 2013). Nous développerons ici le role de Tax dans le
développement de la pathologie. Jusqu'ici, les études concernant Tax ce sont limitées a

ces effets sur la régulation transcriptionnelle des genes cellulaires (Currer et al. 2012).

a. Tax : un oncogene multi-fonctionnel

La protéine Tax du HTLV-1 est une protéine clé pour la viabilit¢é du virus, mais
également pour le développement des pathologies associées a l'infection par HTLV-1.
Tax a été la premiere protéine du virus identifiée comme ayant un pouvoir oncogéne. Au
début des années 1990, des travaux in vitro ont montré que, en coopération avec Ras,
Tax est capable de transformer des fibroblastes embryonnaires de rat (Pozzatti et al.
1990). Tax seule a par la suite été montrée capable d’induire la transformation de
cellules Rat2 (Smith and Greene 1991). Tax est suffisante pour I'immortalisation de
cellules T primaires humaines (Grassmann et al. 1992). In vivo, I'expression de Tax
permet d’induire des tumeurs dans des souris transgéniques (Grossman et al. 1995;
Hasegawa et al. 2006). De nouveaux résultats laissent penser que les effets de Tax ont
été surévalués. En effet, il apparait que la transformation de cellules lymphocytes
primaires humaines par Tax est rare (Bellon et al. 2010). De plus, la protéine Tax serait
moins efficace que son homologue Tax 2 du HTLV-2 pour la transformation de
lymphocytes primaires, alors que le HTLV-2 n’est pas associé au développement de
leucémie (Imai et al. 2013). Tax reste cependant une des protéines essentielle pour le

virus. Au niveau moléculaire, Tax est impliquée dans la dérégulation de nombreuses
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voies cellulaires, notamment celles contrdlant le cycle cellulaire ainsi que I'intégrité du

génome. Elle agit principalement en interagissant directement avec les protéines

régulatrices de ces voies cellulaires, ou bien en régulant I'expression des génes codant

les protéines impliquées dans ces voies.

i) Propriétés physicochimiques et domaines protéiques de Tax

Tax est une protéine de 353 acides aminés, d’'un poids moléculaire de 40 kDa. Elle est

codée par I'ORF IV de la région pX du virus HTLV-1. Sa structure cristallographique n’a

pu étre réalisée, néanmoins, une carte détaillée de ses domaines fonctionnels,

notamment au niveau transcriptionnel, a pu étre réalisée (FIGURE 8).
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Figure 8. Représentation schématique des domaines fonctionnels de Tax. D’aprés (Shirinian et al. 2013).

NLS :Nuclear localization signal. NES : Nuclear export signal. ZF : Zinc Finger motif. NLD :
Nuclear localization domain. LZR : Leucine zipper region. LD : Localization domain.

En partant de son extrémité N terminale, Tax possede :

Un domaine d’activation CREB (cyclic AMP responsive element binding)
indispensable pour I'activation du promoteur viral

Un domaine Zinc Finger (ZF), permettant |'association de Tax avec de nombreux
facteurs de transcription

Un domaine de signalisation nucléaire (NLS), adressant la protéine au noyau

Un domaine de liaison avec CBP/p300, lui permettant ainsi d’étre en contact avec

I’ADN
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* Deux domaines Leucine Zipper (LZR) permettant la dimérisation de la protéine et
I'interaction avec I’ADN. Ils sont entre autre impliqués dans I'activation de la voie
NF-kB non canonique

* Un signal d’export nucléaire (NES) permet a Tax de se localiser aussi au niveau
du cytoplasme

* Un domaine d’activation CREB/ATF

* Et finalement un PDZ-binding motif en C terminal, permettant son interaction

avec les protéines portant un motif PDZ

i) Localisation et modifications post-traductionnelles de Tax

o. Localisation cellulaire

Tax a tout d’abord été montrée comme étant localisée au niveau du noyau. Lorsqu’elle
est surexprimée, Tax se distribue de maniere ponctuelle au niveau de structures
appelées corps nucléaires (Tax nuclear bodies) (FIGURE 9) (Semmes and Jeang 1996).
Ces corps nucléaires co-localisent en partie avec des structures riches appelées nuclear
speckles. Ces structures sont riches en facteurs d’épissage, notamment SC35. Cependant,

les tax nuclear bodies ne sont pas retrouvés in vivo.

Figure 9. Co-localisation de Tax avec le facteur d'épissage SC35. D’apres (Semmes and Jeang 1996).

Analyse par microscopie confocal de la localisation de Tax dans des cellules HeLa
transitoirement transfectées par un plasmide d’expression de Tax. Le signal vert
correspond au marquage anti-SC35, le signale rouge au marquage anti-Tax. Le signal
jaune correspond a la co-localisation des deux protéines.

29



De nombreuses études ont aussi montré une localisation cytoplasmique de Tax (Burton
et al. 2000). Tax est détectée de maniere diffuse dans le cytoplasme, mais aussi
concentrée dans des domaines spécifiques, pour la majorité en périphérie du noyau
(Alefantis et al. 2007). Tax a été montrée au niveau de 'appareil de Golgi, du centre
organisateur des microtubules ainsi qu'au niveau de la synapse virologique

(Nejmeddine et al. 2005).

Pour finir, Tax est aussi capable d’étre excrétée. En effet, on peut détecter la protéine
Tax dans le milieu extracellulaire, notamment dans le liquide céphalorachidien des

patients infectés TSP/HAM (Alefantis et al. 2005).

[. Modifications post-traductionnelles de Tax

Tax subit d'importantes modifications post-traductionnelles qui influencent sa
localisation ainsi que son activité. Tax subie des modifications de types:
phosphorylation, ubiquitinylation, SUMOylation et acétylation (FIGURE 10) (Bex et al.
1999; Nasr et al. 2006; Lodewick et al. 2009).
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Figure 10. Modifications post-traductionnelles de Tax. Adaptée d’apres (Shirinian et al. 2013).

T: thréonine. K: lysine. S: sérine. P: phosphorylation. Ub: ubiquitinylation.
SUMO :SUMOylation. Ac : acétylation.

Tax peut étre phosphorylée sur 6 résidus (FIGURE 10). Les sérines en positions 300 et
301 sont les cibles majeures de phosphorylation. La phosphorylation d'une de ces
sérines au moins est indispensable pour la localisation de Tax dans les corps nucléaires

et I'activation des voies CREB/ATF et NF-kB (Bex et al. 1999).

30



Il a aussi été montré que la phosphorylation des sérines 300 et 301 est indispensable
pour d’autres modifications post-traductionnelles, et notamment l'acétylation de la
lysine en position 346 (K10) (FIGURE 10). L’acétylation de Tax est réalisée par p300,
vraisemblablement au niveau corps nucléaires. Celle-ci jouerait un role dans 'activation

de la voie NF-kB (Lodewick et al. 2009; Lodewick et al. 2011).

Les roles de l'ubiquitinylation et la SUMOylation de Tax dans la localisation de la
protéine ainsi que I'activation de la voie NF-kB restent controversés. 5 sur les 10 lysines
que possede Tax sont définies comme des cibles majeures de 'ubiquitinylation (FIGURE
10). La SUMOylation quand a elle cible les lysines en position 280 (K7) et 284 (K8)
(Lamsoul et al. 2005; Nasr et al. 2006). Une étude récente sur des lignées cellulaires
ainsi que des lymphocytes T CD4+ primaires, a permis de confirmer le réle de la
SUMOylation de Tax pour la formation des Tax bodies au niveau du noyau. Par contre, il
semblerait que l'activation de la voie NF-KB serait uniquement dépendante du niveau

d’ubiquitinylation de Tax, et non pas de SUMOylation (Bonnet et al. 2012).

b. Effets de Tax sur les voies de signalisation controlant la prolifération cellulaire et I'intégrité
du génome

Comme introduit précédemment, outre ses effets sur I'expression du virus, Tax est
également capable d’induire l'immortalisation et la transformation cellulaire,
notamment en influencant directement (physiquement) ou indirectement la régulation
des mécanismes cellulaires controlant la prolifération, la survie cellulaire et 'intégrité

du génome.

i) TAX et les points de contréle du cycle cellulaire :

Le cycle cellulaire est finement régulé via de nombreux points de controles. Cette
régulation s’effectue par 3 grandes familles protéiques: les protéine kinase cycline
dépendante (CDK), les cyclines et les protéines inhibitrices des cyclines (CKI). La
protéine Tax est capable d’accélérer le cycle cellulaire en interagissant avec un grand

nombre de ces protéines (FIGURE 11).
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Figure 11. Effets de Tax sur I'accélération du cycle cellulaire. D’aprés (Grassmann et al. 2005).

Tax accélere la phase G1/S en réprimant l'expression de INK4 et en augmentant
I'expression de Cdk4/CyclinD et Cdk2/CyclinE. Tax facilite I'entrée en phase S par la
libération de E2F1, ainsi que I'inhibition des points de contréle par I'inactivation de p53.
Finalement, Tax inhibe aussi les points de contréle de la phase G2 /M.

Tax accélere le passage de la phase G1/S, notamment via 'augmentation de I’expression
des cyclines D et E, des CDK 2 et 4, mais aussi en réprimant I’expression de certaines CKI
(INK4 par exemple). De plus, Tax induit de maniére directe et indirecte la dégradation
de Rb par le protéasome, permettant la libération du facteur de transcription E2F1,
indispensable a la transcription des génes d’entrée en phase S (Haller et al. 2002;

Fraedrich et al. 2005; Kehn et al. 2005; Yang et al. 2011).

L’entrée en phase S est aussi facilitée par 'action négative de Tax sur p53. Tax est
capable d’inhiber le point de contréle en inactivant p53 (Tabakin-Fix et al. 2006). Tax
stabilise la forme phosphorylée de p53 via I'activation de la voie NF-kB, ce qui inhibe son
activité transcriptionnelle (Pise-Masison et al. 1998a; Pise-Masison et al. 1998b). Par
ailleurs, il a été montré que l'inhibition de p53 par Tax pouvait étre dépendante de la

voie CREB/ATF (Mulloy et al. 1998).
Au cours des phases G2/M, Tax est capable d’inhiber les voies de signalisation de

ATM/ATR indispensable a la réparation de I’ADN et a I'arrét du cycle. Tax redistribue la

protéine TP53BP1, indispensable a la reconnaissance des dommages a I’ADN et a la
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signalisation de la voie ATM/chk2. Tax se lie aussi a chkl et inhibe son activité kinase

essentielle au point de contrdle S/G2 (Haoudi and Semmes 2003; Park et al. 2004).

Enfin, au cours de la mitose, Tax interfere avec le processus de ségrégation des
chromosomes en interagissant physiquement avec la protéine hsMAD1 (Mitotic Arrest
Defective). Cette interaction aboutit a un défaut de fixation des centromeres au fuseau

mitotique et favoriserait I'aneuploidie (Jin et al. 1998).

Ces données permettent d’expliquer les réarrangements chromosomiques observeés in
vivo dans les cellules T CD4+ infectées ainsi que 'aneuploidie récurrente des cellules

d’ATLL (Kamihira et al. 1994).

i) Tax et I'apoptose

Les effets de Tax sur le cycle cellulaire et I'intégrité du génome sont susceptibles de
déclencher une réponse au stress et 'apoptose des cellules. Cependant, I'inhibition de
p53 par Tax contribue a protéger les cellules de la mort cellulaire (Saggioro et al. 2009)
(FIGURE 12). Tax intervient également dans la voie extrinseque de l'apoptose en
induisant la surexpression des facteurs anti-apoptotiques c-FLIP (Krueger et al. 2006),
bcl-x1, c-IAP et survivine (Kawakami et al. 1999; Tsukahara et al. 1999; Kawakami et al.
2005), notamment via 'activation de la voie NF-KB. A noter, il a été démontré que Tax
était capable d’induire une hyper-activation de NF-kB et une sénescence subséquente
(Zhi et al. 2011; Ho et al. 2012). HBZ, en interagissant avec RelA (p65) et en augmentant
I'expression de l'ubiquitine ligase E3 PDLIM2, induit une diminution de la liaison de
RelA a 'ADN ainsi que sa dégradation par le protéasome (Zhao et al. 2009). Ainsi HBZ
permet de lever les effets cytotoxiques de Tax. Des travaux montrent que I'expression de
Tax peut s’accompagner d'une surexpression de protéines pro-apoptotiques comme
Puma et NOXA ou encore les ligands des récepteurs de mort TRAIL et FasL (Chen et al.
1997; Mihaylova et al. 2008). Les niveaux d’expression de Tax dans les essais in vitro
pourraient expliquer la divergence de ces résultats. A forte dose, Tax induit I'apoptose
des cellules, alors qu’a faible dose elle stimule la mise en cycle des cellules (Chlichlia and

Khazaie 2010).
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Figure 12. Inhibition de p53 par tax et ces conséquences sur la cellule héte.

En inhibant p53, Tax peut inhiber la réparation de I’ADN, I'arrét du cycle cellulaire ainsi
que l'apoptose des cellules. Les cellules exprimant Tax peuvent donc continuer de
proliférer sans contréles.

iii) Tax et l'intégrité du génome

L’instabilité génétique est un des facteurs clé de la tumorigenese en favorisant les
réarrangements géniques et en conséquence l'expression de transcrits et/ou de
protéines aux fonctions parfois modifiées voire oncogénes. De nombreuses études
décrivent les effets mutageénes de Tax via notamment ses interactions avec les voies de

réparation de I’ADN, les centrosomes et le systeme télomeres/télomérase.

o. Voies de réparation de ’ADN

Tax est capable d’interférer avec toutes les voies de réparation de ’ADN, ayant pour
conséquences l'introduction de mutations dans le génome des cellules infectées
(FIGURE 13). En inhibant I'action de p53, Tax inhibe 'activation de la réparation par
excision de nucléotide (NER) (FIGURE 13). De plus, une corrélation entre la

surexpression de PCNA (Proliferating cell Nuclear Antigen) par Tax et I'inhibition du
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NER a été mis en évidence (FIGURE 13) (Lemoine et al. 2000). En inhibant la
polymérase béta (polp), Tax inhibe aussi les voies de réparations par excision de base
(BER) et des mésappariements (MMR) (FIGURE 13) (Jeang et al. 1990). Tax inhibe aussi
les voies de réparation de I’ADN par recombinaison homologue (HR) et non-homologue
(NHE]) en séquestrant des protéines impliquées dans ces voies de réparation telles que
BRCA1 et MDC-1, mais aussi en inhibant I'expression de Ku80, la sous unité régulatrice
des protéines de la famille DNA-PK (DNA dependent Protein Kinase) (FIGURE 13)
(Durkin et al. 2008; Ducu et al. 2011).

BRCA1
MDC-1

53 |

| @

|
I NERT | MMRBER | | NHEJHR

Figure 13. Inhibition des voies de réparation de I'ADN par Tax.

Tax inhibe les voies de réparation de ’ADN, notamment en inhibant p53, Pol B, Ku80,
BRCA1 et MDC-1, ainsi qu’en activant PCNA. NER : réparation par excision de nucléotide.
MMR/BER : réparations par excision de base et des mésappariements. NHE]J/HR:
réparation par recombinaison homologue et non homologue.

p. Le centrosome

Le centrosome est le centre d'organisation de microtubules dans les cellules en
interphase. Les anomalies de duplication du centrosome en phase S aboutissent a des
aneuploidies dans de nombreux cancers. Environ 30% des cellules d’ATL présentent des
duplications centrosomiques. Il a été montré que Tax était capable d’induire la présence
de centrosomes surnumeéraires. Au niveau moléculaire, Tax interagit avec TAX1BP2, une
protéine impliquée dans I'homéostasie du centrosome. La perte de l'interaction entre
ces deux protéines abroge 'effet de Tax sur la formation de centrosomes surnuméraires.

De méme, I'inhibition de TAX1BP2 induit la présence de centrosomes surnuméraires.
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Via son interaction avec TAX1BP2, Tax doit inhiber sa fonction et induire une mauvaise

duplication du centrosome (Ching et al. 2006).

0. Le systeme télomere/télomérase

Les télomeres sont des séquences répétées de type (TTAGGG)n, situées a 'extrémité des
chromosomes. Lors des divisons cellulaires, le génome ne se réplique pas jusqu’aux
extrémités des chromosomes, par conséquences les télomeres vont réduire de longueur.
Les télomeres peuvent se répliquer indépendamment de la machinerie de réplication
cellulaire via la télomérase. L’activité de cette derniére est régulée principalement par sa
sous unité catalytique hTERT. Au niveau des cellules somatiques, I'expression d’hTERT
est quasi-nulle, les télomeres raccourcissent donc a chaque division. Comme dans de
nombreux cancers, les cellules d’ATL présentent une surexpression d’hTERT, et
I'agressivité de I’ATL est corrélée a son expression. A I'opposé, au stade pré-leucémique
de l'infection par HTLV-1, notre laboratoire a montré que Tax réprime l'expression
d’hTERT, induisant une inhibition de la télomérase, ce qui a pour conséquence une
instabilité génétique, notamment via des réarrangements chromosomiques (Uchida et
al. 1999; Gabet et al. 2003). A l'inverse, il a été montré par une autre équipe que Tax
activait I'expression d’hTERT (Sinha-Datta et al. 2004). Finalement, une troisiéme équipe
a élucider le role de Tax sur I'expression d’hTERT. L'effet de Tax sur hTERT semblerait
dépendant de I'état d’activation de la cellule. Dans les cellules activées, Tax inhiberait
I'expression d’hTERT, alors qu’elle I'activerait dans les cellules quiescentes (Hara et al.

2008).

c. Dérégulation de I'expression des genes par Tax

Les effets de Tax au niveau de la régulation transcriptionnelle des génes cellulaires ont
été largement décrits. La majorité des travaux s’est intéressée aux effets de Tax sur la
régulation de l'activité des promoteurs cellulaires. Peu de données sont aujourd’hui

disponibles sur les effets de Tax au niveau post-transcriptionnel.
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i) Tax et les facteurs de transcription

Tax régule l'activité des promoteurs cellulaires en détournant les facteurs de

transcription.

a. CREB/ATF

Comme décrit dans le paragraphe «Tax, un transactivateur transcriptionnel des genes
viraux» (page 22), Tax est capable de recruter les facteurs de transcription CREB/ATF
au niveau du promoteur viral. Il peut de la méme maniére réguler I'expression de genes
cellulaires via ces facteurs de transcription au niveau de leur site CRE. Par exemple, Tax
active 'expression de I'[L-17 et de c-fos, et réprime I'expression de la cyclin A, de p53 et
de c-myb de maniere CREB/ATF dépendante (Alexandre and Verrier 1991; Mulloy et al.
1998; Nicot et al. 2000b; Kibler and Jeang 2001; Dodon et al. 2004).

B. NF-kB

Les facteurs de transcription de la voie NF-kB jouent un roéle crucial dans la
prolifération, 'apoptose, 'oncogenese et la réponse immunitaire. Au niveau des cellules
au repos, les dimeres RelA/p50 et RelB/p100 sont séquestrés dans le cytoplasme par les
inhibiteurs p105, p100, IkBa, IkBf et IkBy (FIGURE 14). L’activation de la voie NF-kB
requiere la phosphorylation des inhibiteurs de la voie par les IKK, qui vont entrainer
leur ubiquitinylation et leur dégradation par le protéasome. L’activation de la voie NF-
kB résulte d’'une grande variété de signaux extracellulaires ou cellulaires qui peuvent
emprunter deux voies distinctes: la voie canonique et la voie non canonique.
L’activation de la voie canonique induit I'activation du complexe IKK (IKKa et/ou IKKf),
qui phosphoryle les inhibiteurs 1kBs, ce qui induira in fine leur dégradation par le
protéasome, et donc la libération du dimeére effecteur RelA (p65)/p50 (FIGURE 14). En
ce qui concerne la voie non canonique, c’est la protéine NF-kB-inducing kinase (NIK) qui
active par phosphorylation le dimere IKKa, qui va phosphoryler a son tour le précurseur
p100 qui donnera alors p52. Le dimeére RelB/p52 est I'effecteur de la voie non canonique

(FIGURE 14).
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Tax est capable d’activer la voie canonique et non canonique. Dans la premiere, Tax
s’associe avec la sous-unité NEMO de IKKy, for¢ant ainsi l'activation de IKKa/IKKf. Le
complexe IKK va ensuite phosphoryler et entrainer I'ubiquitinylation et la dégradation
des inhibiteurs IkBs, permettant la translocation du dimer RelA/p50 dans le noyau
(FIGURE 15 Gauche) (Harhaj and Sun 1999). En ce qui concerne la voie non canonique,
Tax induit le processing de p100 via son interaction avec NEMO. Tax peut aussi stimuler
directement le clivage de p100. Le processing de p100 abouti a la production de p52,
s’en suit la translocation de RelB/p52 dans le noyau (FIGURE 15 Droit) (Xiao et al.
2001).
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Figure 14. Activation de la voie NF-kB. D’aprés (Chen 2005).

f“/xi

Activation de la voie NF-kB canonique (a gauche) et non canonique (a droite).
L’activation de la voie canonique induit l'activation du complexe IKKa/IKKf par TAK1,
qui phosphoryle l'inhibiteur IkBa et induit sa dégradation par le protéasome, induisant
la libération et la translocation dans le noyau de l'effecteur RelA/p50. En ce qui
concerne la voie non canonique, c’est la protéine NIK qui active par phosphorylation le
dimere IKKa, qui va phosphoryler a son tour le précurseur p100 qui donnera alors p52,
induisant la libération et la translocation du dimere RelB/p52 dans le noyau.
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Figure 15. Activation des voies canonique et non canonique de NF-KB par Tax. D’aprés (Shirinian et al. 2013).

Tax active la voie canonique NF-kB en s’associant avec la sous-unité NEMO de IKKy ou
bien des kinase en amont, forcant ainsi I'activation de IKKa/IKKpP. Tax est retrouvée
dans le noyau avec RelA/p50 au niveau des promoteurs de genes cibles. En ce qui
concerne la voie non canonique, Tax induit le processing de p100 via son interaction
avec NEMO. Tax peut aussi stimuler directement le clivage de p100 en p52.

0. Facteur de réponse au sérum (SRF)

Au niveau des cellules infectées par HTLV-1, on observe une forte expression des
facteurs AP-1 (activator protein 1), qui consistent en des homo- ou hétéro-dimeéres des
protéines de la famille Fos et Jun. c-fos est régulée transcriptionnellement par le facteur
SRF, via une la liaison de ce dernier sur la séquence promotrice de c-fos, au niveau du
site de réponse au sérum (SRE). Il a été montré que Tax interagit avec le facteur SREF,
augmentant la liaison de SRF au niveau du site SRE sur le gene c-fos (Fujii et al. 1991;
Winter and Marriott 2007). Une fois le complexe mis en place, Tax recrute alors

CBP/p300 et P/CAF, ce qui a pour conséquence l'activation de la transcription de c-fos.
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ii) Régulation des enzymes modificatrices de la chromatine

La protéine Tax interagit avec de nombreuses protéines agissant sur l'état de
condensation de la chromatine, modulant ainsi 'acces a la chromatine et donc la
régulation de la transcription des genes. Beaucoup d’études concernant les effets de Tax
sur la chromatine ont été réalisées au niveau du promoteur viral, néanmoins, les méme

meécanismes pourrait étre envisagés au niveau des promoteurs cellulaires.

a. Histone acétyltransférase (HAT) et Histone déacétylase (HDAC)

Tax interagit avec 'HDAC-1 (histone deacetylase 1), ce qui va entrainer son départ du
promoteur viral, permettant ensuite le recrutement des activateurs de la transcription
(FIGURE 16A). A linverse, au niveau du gene SHP-1 (SH(Z)-homology-containing
protein-tyosine phosphatase-1), il a été montré par immunoprécipitation de la
chromatine, que Tax était capable d’inhiber I'expression du géne via le recrutement de

HDAC-1 au profit des facteurs de la voie NF-kB (Lu et al. 2004; Cheng et al. 2007).

L’acétylation des lysines en position N terminal des histones par les HATs (histone
acetyltransferasse) est une étape cruciale dans I'activation de la transcription des genes.
Tax interagit avec plusieurs HATs telles que p300, CBP et P/CAF au niveau des
promoteurs des genes ciblés par Tax. Tax recrute ces HATs une fois qu'un complexe
ADN/facteur de transcription/Tax soit formé sur le promoteur du gene cible pour

activer sa transcription (FIGURE 16B) (Riou et al. 2000; Geiger et al. 2008).

[. Histone méthyltransférase (HMT) et Histone déméthylase (HDM)

La méthylation de la lysine 9 de I'histone H3 (H3K9) joue un réle important pour la
structure de la chromatine. Tax interagit avec I'HMT (histone metyltransferase)
SUV39H1 ainsi que 'HDM (histone demethylase) JMJD2A (Gray et al. 2005; Kamoi et al.
2006). La méthylation du H3K9 est un marqueur de répression de la transcription. En
interagissant avec ces HMT et HDM, Tax peut réguler I'état de méthylation de la
chromatine au niveau des promoteurs viraux et cellulaires, et donc par conséquence

leur activité transcriptionnelle (FIGURE 16A).
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0. Le complexe Switch/Sucrose Non Fermentalbe (SWI/SNF)

Le complexe SWI/SNF utilise l'énergie de I'ATP pour remodeler la structure
chromatinienne, permettant ainsi I'accessibilité des facteurs de transcription a 'ADN
mais aussi la progression de la fourche transcriptionelle lors de I’élongation de la
transcription. Tax interagit avec plusieurs facteurs du complexe SWI/SNF tels que BRG1.
Au niveau du promoteur viral, via son interaction avec SWI/SNF, Tax permet le
recrutement subséquent des facteurs de transcription et de '’ARN polymérase II
(FIGURE 16C), mais aussi prévient la pause de I'’ARN polymérase II lors de la
transcription (FIGURE 16D). Tax pourrait aussi jouer indirectement sur la fonction de
SWI/SNF en interagissant avec 'ADN topoisomérase [ (Suzuki et al. 2000; Lemasson et

al. 2006).

C
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D
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Figure 16. Modele de transactivation du promoteur viral par Tax. D’apres (Boxus et al. 2008).

Tax léve l'inhibition de la transcription du provirus en interagissant avec les HDAC et
HMT (panel A). Tax recrute le facteur de transcription CREB/ATF ainsi que les facteurs
de remodelage de la chromatine SWI/SNF, et de modifications post-traductionnelles des
histones PCAF, CBP/p300 (panel B). Tax induit le recrutement des facteurs basales de la
transcription au niveau de la boite TATA (panel C). Finalement, Tax recrute P-TEFb,
induisant la phosphorylation du CTD de I’ARN polymérase II et la progression de
I’élongation de la transcription (panel D).
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iii) Régulation de I’ARN polymérase Il

Le facteur général de la transcription TFIIA interagit avec la sous unité TBP (TATA-
binding protein) de TFIID, afin d’aider sa liaison au niveau de la boite TATA présente sur
les promoteurs. La formation de ce complexe permet la reconnaissance des promoteurs
ainsi que la formation du complexe de pré-initiation de la transcription (PIC). Tax,
interagit avec les facteurs de transcription basal TFIIA et TBP, renforce leur liaison a
I’ADN et stimule ainsi l'initiation de la transcription (FIGURE 16C) (Caron et al. 1993;
Clemens et al. 1996; Caron et al. 1997).

Le recrutement de 'ARN polymérase II et des facteurs de transcription au niveau du
promoteur d'un gene n’est pas suffisant pour activer sa transcription. La transition entre
'étape d’initiation de la transcription et de I’élongation, requiere des modifications post-
traductionnelles du domaine C-terminal (CTD) de 'ARN polymérase II, et notamment la
phosphorylation de ses sérines en position 2 (S2) par le la CDK9 du complexe P-TEFb
(Positive transcription elongation factor b). Comme vu précédemment au paragraphe
«Tax, un transactivateur transcriptionnel des génes viraux» (page 22), Tax recrute P-
TEFb au niveau du promoteur viral, active la CDK9 qui va ensuite phosphoryler la S2 sur
le CTD de I'ARN polymérase II. La phosphorylation spécifique de la S2 du CTD induit
I’élongation de la transcription (FIGURE 16C) (Zhou et al. 2006; Cho et al. 2007; Cho et
al. 2010).

2/ Epissage Alternatif, HTLV-1 et Tax

A/ Epissage alternatif

L’épissage alternatif est le mécanisme qui permet, a partir d’'un seul ARN pré-messager
(pre-mRNA) issu d’un gene unique, d’obtenir des transcrits de structure différentes
capables (ou non) de produire des protéines de structures diverses aux propriétés
fonctionnelles modifiées, voire parfois opposées. L'épissage alternatif affecte environ
95% des genes humains et en conséquence joue un role essentiel dans la diversité du
transcriptome, du protéome, et le phénotype cellulaire. Au plan moléculaire, bien que

décrit a l'origine comme un mécanisme post-transcriptionnel indépendant, il est
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aujourd’hui établit que les processus d’épissage alternatif sont étroitement couplés a la

transcription.

A.1/ Présentation

C’est a la fin des années 1970 que des chercheurs travaillant sur I’Adenovirus 2, en
comparant les séquences des ARN messagers avec les séquences génomiques, ont
montré que des régions de I’ARN pré-messager étaient excisées et que les séquences
restantes étaient jointes ensembles et exportées vers le cytoplasme (Berget et al. 1977;
Chow et al. 1977). Ce phénomene a par la suite été montré chez les mammiferes pour les
ARN de la globine (Jeffreys and Flavell 1977), 'ovalbunmine (Breathnach et al. 1977) et

I'immunoglobuline (Tonegawa et al. 1978).

a. Epissage constitutif

La plupart des génes transcrits par 'ARN polymérase Il sont composés de 2 types de
séquences qui s’alternent : les exons et les introns (FIGURE 17). Les premieres études
sur des génes modeéles, comme I'ovalbumine, ont révélé qu’il existait des sites consensus
permettant de définir la limite intron/exon (Breathnach et al. 1978). De facon
intéressante, ces séquences consensus étaient conservées chez les vertébrés, les plantes
et les levures (Padgett et al. 1986). Le mécanisme général d’excision des introns et de

raboutage des exons est appelé épissage.

EXON1 INTRON EXON2
Motif polypyrimidique
BABGUGAGU YNYURAQYYYYYYYYYAGE
Site donneur 5’ Point de Site accepteur 3’
branchement

Figure 17. Structure d'un ARN pré-messager.

Au niveau de I'intron, plusieurs motifs permettent la réaction d’épissage. La partie 5’ de
I'intron est caractérisée par le site donneur d’épissage (GU), le site accepteur d’épissage
en 3’ (AG), le point de branchement (A) ainsi qu'un motif polypyrimidique (YYYYYYY).
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b. Epissage alternatif

Certains exons ne sont pas toujours constitutivement inclus dans I'’ARN messager. En
fonction du contexte cellulaire, un ARN pré-messager pourra étre épissé de maniere
alternative, donnant ainsi plusieurs ARN messagers différents ; on parle alors d’épissage
alternatif (FIGURE 18). Pour exemple, il a été démontré chez la Drosophile que le gene
Dscam pouvait coder jusqu’'a 36 000 variants d’épissage différents (Celotto and Graveley
2001). Les nouvelles méthodes d’analyse du transcriptome a haut débit, telles que les
puces exons spécifiques ou le séquencage a haut débit des ARN, ont mit en évidence que
la quasi-totalité des ARN cellulaires pouvait étre épissée de maniere alternative (Pan et
al. 2008). Il a aussi été montré que I'expression des exons (exome) est spécifique de la

nature du tissu (Wang et al. 2008).

ARN pré-messager

Epissage constitutif
s ARN messager

ARN pré-messager
Epissage alternatif /\
ARN messager

Figure 18. Epissage alternatif vs épissage constitutif.

Dans le cas de I'ARN pré-messager du haut, I'exon en rouge est dit constitutif car il est
toujours inclus dans ’ARN messager. On parle alors d’épissage constitutif. Dans le cas du
bas, I'exon en rouge est dit alternatif, il peut étre inclus ou non dans I'’ARN messager lors
de la réaction d’épissage. On parle dans ce cas d’épissage alternatif.

c. Roles de I'épissage alternatif

i) Modifications qualitatives des ARNm

Le génome humain porte approximativement 25000 genes codant des protéines. La
majorité de ces génes produisent plusieurs isoformes d’ARN messager via I'épissage
alternatif de leur pre-mRNA (Pan et al. 2008; Wang et al. 2008). L’épissage alternatif est
donc une source importante de diversité du protéome chez les organismes eucaryotes

supérieurs (Maniatis and Tasic 2002; Johnson et al. 2003). Il existe des différences
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d’épissage alternatif entre individus d’'une méme espece. L’analyse de I'expression de 70
exons alternatifs entre 22 individus, a révélé que 6 exons présentaient des différences
significatives d’expression entre individus (Hull et al. 2007). Ces différences d’épissage
ont pu étre associées a la présence de polymorphisme d'un seul nucléotide (SNP) au

niveau de I'’ADN (Hull et al. 2007; Douglas et al. 2009; Iwata et al. 2009).

La modification de ’épissage alternatif a potentiellement pour conséquence une
modification des interactions protéiques s'il y a perte ou ajout de domaine d’interaction
sur la protéine finale. La localisation de la protéine peut étre aussi altérée via I'épissage
alternatif si ce dernier impacte les signaux de localisation cellulaire, les signaux de
modifications post-tranductionnelles, ou modifie les séquences d’interactions
protéiques. Les modifications d’épissage alternatif sont aussi connues pour réguler
'activité des facteurs de transcription et des enzymes, en impactant les domaines trans-

activateurs ou bien de liaison a 'ADN (pour revue : (Kelemen et al. 2013)).

Il a aussi été montré que l'épissage alternatif pouvait avoir des conséquences plus
drastiques. En effet, I'épissage alternatif d'un ARN pré-messager peut avoir pour
conséquence la production de protéines ayant des rdles antagonistes. Par exemple,
I'activité de nombreuses protéines impliquées dans les voies de mort cellulaire est
régulée par I'épissage alternatif. Le gene bcl-x en est un bon exemple. Son épissage
aboutit a la formation de 2 isoformes codant 2 protéines : la forme bcl-xl, qui est un anti-

apoptotique, et la forme bcl-xs, qui est pro-apoptotique (Xerri et al. 1998).

ii) Modification quantitative des ARNm

Outre son roéle sur les modifications structurales des protéines, I'épissage alternatif
permet également de réguler le niveau d’expression des genes cellulaires en générant
des transcrits pris en charge par le systeme de dégradation des ARN non-sens (NMD :

Nonsense Mediated mRNA Decay) ou en échappant a la sélection des mirco-ARN.
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a. Couplage entre épissage alternatif et la dégradation des ARN non-sens

Les analyses a haut débit (RNA-seq) ont montré que 20 a 35% des évenements
d’épissage alternatif induisent I'apparition d’'un codon stop prématuré (PTC) dans le
cadre de lecture de 'ARNm (FIGURE 19B) (Green et al. 2003; Lewis et al. 2003; Baek
and Green 2005). Ces ARNm portant un PTC sont ciblés par un mécanisme de controle
qualité de I’ARN appelé NMD (Nonsense Mediated mRNA Decay). Le NMD permet la
dégradation de '’ARNm portant un PTC, prévenant ainsi l'apparition de protéines
tronquées, pouvant étre déléteres pour la cellule (Huang and Wilkinson 2012). Ainsi,
'épissage alternatif, en favorisant I'apparition de PTC peut spécifiquement conduire
I’ARN vers la dégradation par le NMD. Il a récemment été découvert que le NMD pouvant
aussi potentiellement réguler 10% des genes cellulaires eucaryotes, en régulant la
stabilité de leur ARNm, indépendamment de la présence d'un PTC sur ce dernier (Huang
and Wilkinson 2012). L’épissage alternatif et le NMD sont donc 2 mécanismes

complémentaires, qui permettent la régulation quantitative des ARNm cellulaires.

A
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Figure 19. Epissage alternatif et régulation quantitative des ARN messager.

(A) L’épissage alternatif peut conduire a la production d’isoforme d’ARN ne possédant
plus les séquences des sites de liaison des micro-ARN (partie en jaune), stabilisant ainsi
le transcrit. (B) La perte de 'exon en verte lors de I'épissage alternatif du pré-messager a
pour conséquence l'introduction d’'un codon stop prématuré (PTC) dans ’ARN finale,
entrainant ainsi le ciblage de cet ARN par le NMD.
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p. Polyadénylation alternative et microARN

La partie 3’ de I'’ARN pré-messager subit un clivage suivit de I'addition d’'une queue
polyadénylée. Par I'utilisation des nouvelles technologies de séquencage a haut débit, il a
pu étre mis en évidence qu’environ 70% des genes humains utilisent des sites alternatifs
de polyadénylation (polyA) (Shi 2012). Ce choix de site de polyA peut générer des ARNm

de taille différente au niveau de leur partie 3’ codante ou 3’ non traduite (3’ UTR).

La stabilité des ARNs messagers peut étre régulée via I'interaction de petits ARN non
codants, les micro-ARNs (miRNAs), au niveau de leurs séquences cibles situées
généralement dans la partie 3’ UTR des ARNm. En modifiant la longueur de la partie 3’
UTR de ’ARNm, le choix de polyA alternatif peut ainsi contrdler le nombre de sites cibles
de miRNAs présent sur ’ARNm (FIGURE 19A). De maniere intéressante, il a été montré
que le choix de polyA est fortement régulé lors de la mise en cycle des cellules T,
induisant souvent un raccourcissement des 3’ UTR dans les cellules en prolifération par
rapport a leur contrepartie quiescentes (Sandberg et al. 2008). Une étude sur 27 lignées
cellulaires cancéreuses, a mis en évidence un raccourcissement des 3’'UTR au niveau des
lignées cancéreuses par rapport aux contréles. Ce raccourcissement du 3’'UTR a pu étre
relié a une perte de ciblage par les miRNAs, induisant une augmentation jusqu'a 10 fois
des quantités protéiques, ainsi que la production de proto-oncogene tel que I'isoforme

courte de IMP-1 (Mayr and Bartel 2009).

Il a été montré que les mécanismes d’épissage alternatif et de clivage et polyadénylation
étaient étroitement liés. Au niveau du 3’ UTR de I'ARN, il a été mis en évidence in vitro,
'interaction du facteur d’épissage U2AF65 avec le facteur de clivage CFIm; ou bien
encore que PTB (Polypyrimidine tract-binding protein) recrutait le facteur d’épissage
hnRNP H (Heterogeneous nuclear ribonucleoproteins H). L’interaction entre ces
protéines stimule le clivage et la polyadénylation de ’ARN in vitro (Millevoi et al. 2006;
Millevoi et al. 2009). De plus, une étude a I'échelle du génome a révélé qu’au moins 20%
des genes humains présentent des sites de polyadénylation au niveau des introns des
genes. IIs ont pu mettre en évidence une corrélation négative entre l'utilisation des sites
de polyA introniques et la force du site d’épissage en 5’, et une corrélation négative entre

l'utilisation des sites de polyA introniques et la longueur de I'intron (Tian et al. 2007).
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Pour finir, deux études provenant du méme laboratoire ont pu récemment mettre en
évidence que Ul snRNP, un des composant majeur de la machinerie d'épissage, est
impliqué dans la régulation du choix de site de cliveage et polyadénylation (Kaida et al.

2010; Bergetal. 2012).

A.2/ Mécanismes

a. Le spliceosome

L’épissage des ARN pré-messagers est catalysé par un complexe ribonucléoprotéique de
4-5 Mda, appelé spliceosome. La majorité des ARN pré-messagers sont épissés via le
spliceosome U2Z-dépendant, qui est le splicecosome majeur chez les eucaryotes. Les
snRNP (small nuclear ribonulceo protein) sont les constituants majeurs du spliceosome.
Il en existe 5 au niveau du spliceosome U2-dependant (U1, U2, U4/U6, U5 snRNP). Ils
consistent en une petite molécule d’ARN nucléaire (snRNA) (2 molécules dans le cas de
U4/U6 snRNP), 7 protéines Sm (B/B’, D3, D2, D1, E, F, et G) et plusieurs protéines
spécifiques a chaque snRNP (FIGURE 20). Les protéines Sm interagissent avec U1l
snRNP, U2 snRNP, U4 snRNP et U5 snRNP au niveau de leurs sites ARN Sm. U6 snRNP
interagit avec des protéines Sm like (Lsm). En plus des snRNP, le spliceosome est
composé d'un grand nombre de protéines régulatrices, de I'ordre de 170 protéines

(Deckert et al. 2006; Herold et al. 2009).
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Figure 20. Composition protéique et structure secondaire des snRNA des snRNP du spliceosome humain.
D’apres (Will and Luhrmann 2011).
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Représentation des snRNP du spliceosome U2 dépendant (U1, U2, U2/U4, U5 et
U6/U4/U5). Ils sont constitués d’'un ARN nucléaire (snRNA), de protéines Sm (Sm-like
pour U6), ainsi que plusieurs protéines spécifiques a chaque snRNP.

L’élimination des introns de 'ARN pré-messager par le spliceosome consiste en deux
réactions de trans-estérification (FIGURE 21). Premierement, le groupe 2’ hydroxyle au
niveau de I'adénosine appelée point de branchement réalise une attaque nucléophilique
sur le site d’épissage 5’, formant une liaison phosphodiester entre le point de
branchement et la partie 5’ terminal de l'intron. Ensuite, le groupement 3’ hydroxyle
nouvellement libre de I'’exon attaque le site d’épissage 3’, formant une nouvelle liaison
phosphodiester entre les 2 exons. Le produit de cette deuxieme réaction de trans-
estérification consiste en un produit de liaison des 2 exons ainsi que de l'intron libre en
forme de lasso. Les composants du spliceosome peuvent alors se dissocier et les

molécules sont recyclées pour la formation d’'un nouveau spliceosome.
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Figure 21. Réaction d'épissage. D’apres (Chen and Cheng 2012).

Deux réactions de trans-estérification aboutissent au raboutage des deux exons ainsi
qu’en la formation d’une structure en forme de lasso (lariat) correspondant a I'intron. La
premiere réaction met en jeu le point de branchement et le site 5 d’épissage. La
deuxiéme réaction met en jeu I'extrémité 3’ libre de 'exon 1 avec le site d’épissage 3’ au
niveau de la jonction intron/exon 2.
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A la différence de la plupart des enzymes, le spliceosome ne posséde pas un site actif
préformé, mais au contraire, le centre catalytique doit étre assemblé de novo sur chaque
intron. La figure 22 décrit 'assemblage du spliceosome. Dans un premier temps, Ul
snRNP interagit avec le site d’épissage 5 de '’ARN pré-messager, formant ainsi le
complexe E. Ensuite, U2 snRNP s’associe au niveau du point de branchement, générant le
complexe A. Par la suite, U4/U6 snRNP et U5 snRNP forment un tris-snRNP qui s’associe
a I’ARN et qui forme le complexe B. S’en suit des changements conformationnels et le
relargage de Ul et U4 snRNP, ce qui forme le complexe B actif, qui subira des
remodelages pour former le complexe B catalytiquement actif (B*). Le complexe B*
catalyse la premiere étape de trans-estérification, ce qui génere le complexe C. Apres
plusieurs réarrangements, la seconde réaction est réalisée par le complexe C et le

spliceosome fini par se dissocier (FIGURE 22) (Hoskins and Moore 2012).
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Figure 22. Assemblage et désassemblage du spliceosome. D’apres (Will and Luhrmann 2011).

(1) ARN pré-messager (2) U1l snRNP interagit avec le site d’épissage 5’ de 'ARN pré-
messager, formant le complexe E (3) U2 snRNP s’associe au niveau du point de
branchement, générant le complexe A (4) U4/U6-U5 snRNP forment un tris-snRNP qui
s’associe a ’ARN, formant le complexe B (5-6) Relargage de U1 et U4 snRNP, formant le
complexe B actif, qui subira des remodelages pour former le complexe B
catalytiquement actif (7-8) Premiere et deuxieme réaction de trans-estérification (9)
Produit ARN messager fianl (10) Lariat : intron en forme de lasso.
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b. Reconnaissance des sites d’épissage

La premiere fonction du spliceosome est de reconnaitre les sites d’épissages en 5’ et 3’
de l'intron (ou de I'exon). Pendant I'assemblage du spliceosome, les sites d’épissages
ainsi que le point de branchement sont reconnus plusieurs fois par des protéines et des
snRNA, assurant ainsi la précision de la réaction d’épissage. La stabilité du spliceosome
et de son interaction avec la matrice ARN est due a un ensemble d’interaction de faible
force. Cela permet une régulation fine de I'épissage, ainsi qu'un rapide désassemblage du
spliceosome a la fin de la réaction. Les étapes de reconnaissance et de sélection des sites
d’épissage sont influencées par des régions régulatrices flanquantes présentes sur 'ARN
pré-messager. Ces séquences peuvent agir positivement ou bien négativement sur
l'utilisation d’un site d’épissage. Elles peuvent étre présentent aussi bien dans l'intron
que dans 'exon (Singh and Valcarcel 2005). Ces régions cis-régulatrices de |'épissage
agissent principalement en tant que site de liaison pour des facteurs trans-régulateurs
de I'épissage, qui recrutent les snRNP du spliceosome a proximité des sites d’épissage
dans le cas des facteurs activateurs, ou bien préviennent leur liaison dans le cas des
répresseurs. Les séquences activatrices d’épissage sont souvent liées par la famille des
protéines riches en sérine-arginine (protéines SR), alors que les séquences inhibitrices
sont souvent liées par la famille des ribonucléoprotéines nucléaires hétérogenes
(hnRNP) (FIGURE 23A). Au niveau du site 5’ d’épissage, U1 snRNP s’apparie au niveau
du site donneur en 5’ de l'intron via la partie 5° du Ul snRNA. Cette interaction est
stabilisée par des protéines de la famille SR et les protéines U1-70K et U1-C. En plus de
I'interaction U1-5’SS, 'assemblage précoce du spliceosome implique la fixation de la
protéine SF1/BBP (splicing factor 1 / branch binding protein) sur le point de
branchement ainsi que du facteur auxiliaire UZAF au niveau du site riche en pyrimidine,
en aval du point de branchement. Ces protéines se fixent en coopération, SF1/BBP
interagissant avec la sous-unité 65kDa de U2AF (U2AF65). De plus, la sous unité 35kDa
U2AF (U2AF35) fixe le dinucléotide AG du site d’épissage 3’. Ensemble, ces interactions
moléculaires aboutissent a la formation du spliceosome E et jouent un réle crucial dans
la reconnaissance des sites d’épissage 5’ et 3’ (Wahl et al. 2009) (FIGURE 23B). Lors de
la formation du complexe A du spliceosome, U2 snRNA interagit avec le point de

branchement de I’ARN pré-messager et déplace SF1/BBP de maniere ATP dépendante.
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Cette interaction est stabilisée par les complexes protéiques U2, SF3a et SF3b, ainsi que

U2AF65 (FIGURE 23B).
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Figure 23. Reconnaissance des sites d’épissage par le spliceosome.

(A) Régulation des sites d’épissage par les protéines régulatrices hnRNP et SR. Les
séquences introniques inhibitrices (ISS) et exoniques (ESS) sont liées par les protéines
de la famille hnRNP, favorisant la perte de l'exon lors de l'épissage. Les séquences
introniques activatrices (ISE) et exoniques (ESE) sont liées par les protéines de la
famille SR, favorisant l'inclusion de 'exon lors de I'épissage. (B) Reconnaissance des
sites 3’ et 5’ d’épissage par le spliceosome. Le site 5’ d’épissage est reconnu et lié par Ul
snRNP. De l'autre coété de lintron (en 3’), le point de branchement, le site
polypyrimidique ainsi que le site 3’ d’épissage sont reconnus et liés par SF1, U2AF65
(65) et U2AF35 (35), respectivement. Un mécanisme ATP dépendant, va permettre
I'arrivée de U2 snRNP et sa liaison au niveau du point de branchement, ainsi que le
départ de SF1.

Les séquences des sites d’épissage sont définies comme fortes ou faibles, en fonction de
leur proximité de séquence par rapport au consensus (Yeo and Burge 2004). Cela
détermine l'affinité de reconnaissance par les facteurs d’épissage. En général, un site
d’épissage fort conduit a un épissage constitutif. L’utilisation des sites d’épissages faibles
dépend du contexte cellulaire (De Conti et al. 2013). La position des sites d’épissage
forts et faibles donne naissance a plusieurs types d’épissage tel que: l'inclusion ou
I'exclusion d’un exon, la rétention d’un intron, I'utilisation de site alternatif d’épissage en

5’ et 3’ (FIGURE 24) (Irimia and Blencowe 2012). L'utilisation de promoteur alternatif
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ainsi que de site de polyadénylation alternatif ne sont pas a proprement parler des
évenements d’'épissage alternatif, mais participent eux aussi a la régulation qualitative
des ARN. Leur régulation est étroitement liée a I'épissage puisque par exemple le choix
d’utilisation de sites polyA peut étre modulé par le choix des sites d'épissage de part et
d’autre de ce dernier. En plus, de nombreux facteurs d’épissage jouent aussi un role dans
le choix du promoteur et du site de polyadénylation. Pour un seul et méme gene,
plusieurs ARNm de structures différentes pourront ainsi étre produits en fonction du
contexte cellulaire. L’épissage alternatif est dépendant de I'état de stress de la cellule, de
son activité métabolique et du stade de développement. Il a aussi été mis en évidence
que l'épissage alternatif est tissu spécifique (Sebastian et al. 2013). L'effet tissu
spécifique de I'épissage peut étre expliqué par des différences d’expression de facteurs
d’épissage entre les tissus. Par exemple, dans les cellules HeLa, le facteur d’épissage HuR
est peut exprimé, on observe une perte de I'exon 6 du gene Fas. En comparaison, la forte
expression de HuR au niveau des cellules HCT-116 est associée a I'inclusion de I'exon 6

(Izquierdo 2010).

1 2 3 4 5
Epissage Exclusion Site Site Rétention
constitutif exon 2 d’épissage d’épissage intron 3

alternatif 3’ alternatif 5’

Figure 24. Différentes possibilités d'épissage alternatif d'un ARN.

Conséquences de I'épissage alternatif sur I’ARN messager final. (1) Epissage constitutif
(2) Perte de I'exon 2 (3) Utilisation d’un site d’épissage alternatif 3’ sur I'exon 4 (4)
Utilisation d’un site d’épissage alternatif 5’ sur I'exon 2 (5) Rétention de I'intron 3.

c. Couplage entre épissage et transcription

De nombreuses données indiquent que I'épissage alternatif n’est pas seulement régulé
par I'abondance relative des facteurs d’épissage, mais par un processus plus complexe
impliquant la machinerie de transcription. Pendant de nombreuses années, les étapes de

transcription et d’épissage étaient considérées comme indépendantes. De nombreuses
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études ont montré que les mécanismes dits post-transcriptionnels tels que I'ajout de la
cap en 5’, I'épissage des introns, le clivage et polyadénylation en 3’ et I'édition de I'’ARN,
sont connectés dans I'espace et dans le temps avec la transcription. Le couplage entre
épissage et transcription a été démontré pour la premiere fois en 1988 par microscopie
électronique chez la drosophile ou I'assemblage du spliceosome, la formation de l'intron
en forme de boucle et I'excision de I'intron de ’ARN naissant encore associé a '’ADN ont

pu étre observés (Beyer and Osheim 1988).

Chez I'homme, des preuves de couplage entre épissage et transcription ont été montrées
par I'analyse par RT-PCR des transcrits DMD (Dystrophin), responsable des dystrophies
musculaires de Duchenne et de Becker. Ils ont pu observer I'accumulation de transcrits
épissés en 5’ de I’ARN, avant méme que la transcription soit terminée en 3’ du gene
(Tennyson et al. 1995). Par la suite, les facteurs d’épissage ont été identifiés par
immunoprécipitation au niveau des sites de transcription (Misteli et al. 1997;
Neugebauer and Roth 1997). Ces dernieres années, de nombreuses études ont confirmé
le caractére co-transcriptionnel de 1'épissage par des approches gene-spécifique ou a
’échelle du génome. Chez les eucaryotes, il a été montré que la majorité des introns sont
excisés avant le clivage et la polyadenylation du transcrit et sa libération de la
chromatine (Carrillo Oesterreich et al. 2010; Brody et al. 2011; Schmidt et al. 2011). Il a
été montré in vitro que I'épissage est plus efficace sur un ARN en cours de synthese, que
sur un ARN pré-messager déja synthétisé. De plus, la perte ou l'inhibition de
phosphorylation de la partie C-terminale (CTD) de I’ARN polymérase Il est associée a
une diminution d’efficacité d’épissage (Ghosh and Garcia-Blanco 2000; Bird et al. 2004),
indiquant que l'épissage est facilité lorsqu’il est co-transcriptionnel (FIGURE 25). Ces
données n’excluent pas la possibilit¢é de phénomeénes d’épissage indépendant de
’élongation transcriptionnelle (Khodor et al. 2011; Vargas et al. 2011). L’efficacité co-
transcritpitonnel de I'épissage est dépendant de 'espéce étudiée. En effet, une étude
récente a démontré que la co-transcriptionnalité de I'épissage chez la souris est deux

fois moins importante que chez la drosophile (Khodor et al. 2012).
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Figure 25. Intégration des processus de maturation de ’ARN pendant la transcription du gene.

Représentation du modele actuel décrivant le couplage entre les processus de
maturation de I'ARN et la transcription du gene. En orange est représentée I’ARN
polymérase II. En vert est représentée la coiffe ajoutée lors de la maturation de
I'extrémité 5’ de 'ARN. Avant la fin de la transcription du gene, I'épissage des introns 1
et 2 peut déja avoir lieu. Finalement, la maturation de la partie 3’ de '’ARN par le clivage
et I'ajout de la queue polyadénylée peut avoir lieu.

A.3/ Régulation de I'épissage alternatif

a. Réle du promoteur

La structure du promoteur ainsi que son occupation par les facteurs de transcription
modulent 'épissage alternatif, appuyant ainsi le couplage fonctionnel entre
transcription et épissage. De nombreuses études ont mis en évidence le role du
promoteur dans l'épissage en utilisant le systéeme de transfection transitoire d'un
minigéne indicateur d’épissage alternatif sous la dépendance de différents promoteurs.
Par exemple, I'exon EDI du géne de la fibronectine a été tres bien étudié. Si le minigéne
est sous la dépendance du promoteur de 'a-globine, I'inclusion de I'EDI est dix fois plus
faible que quand celui-ci est sous le controle du promoteur de la fibronectine (Cramer et
al. 1997; Cramer et al. 1999). Cet effet du promoteur sur I'épissage a été montré aussi
sur d’autres genes tels que CFTR (cystic fibrosis transmembrane regulator) (Pagani et al.
2003), ou FGFR (fibroblast growth factor receptor 2) (Robson-Dixon and Garcia-Blanco

2004) par exemple.
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Un mécanisme possible pouvant expliquer cet effet du promoteur sur I'épissage est que
le promoteur lui méme pourrait étre responsable du recrutement de facteurs d’épissage
au niveau du site de transcription. C’est le cas pour les protéines WT-1 (Davies et al.
1998), DEK (Soares et al. 2006), SAF-B (Nayler et al. 1998) et CA150 (Goldstrohm et al.
2001) par exemples. Ces facteurs ont une dualité de fonction, ils sont impliqués dans la

transcription du gene ainsi que dans sont épissage (pour revue : (Allemand et al. 2008).

b. Role de I’ARN polymérase |l

i) Role du domaine C-terminal (CTD)

Le domaine C-terminal (CTD) constitue la plus importante sous unité de I’ARN
polymérase II. Le CTD régule plusieurs étapes de la biogenese des ARNm, incluant
'addition de la cap en 5’, I'épissage alternatif, ainsi que la maturation de la partie 3’ de
I’ARN. Le CTD consiste en une répétition (52 répétitions chez I'homme) d’'une séquence
de 7 aminoacides (Y1S2P3T4SsPsS7). La phosphorylation des sérines en position 2, 5 et 7
ainsi que les thréonines 1 et 4 jouent un rdle important dans la régulation de 'ARN
polymérase II. Les deux modifications post-traductionnelles les plus étudiées et mieux

caractérisées sont la phosphorylation des sérine en position 2 et 5 (FIGURE 26).

Par des études d'immunoprécipitation de la chromatine, il a été montré que le CTD de
I’ARN polymérase II est hypophosphorylé au niveau du site de pré-initiation de la
transcription (PIC). Ensuite, il est préférentiellement phosphorylé sur ses sérines en
position 5 a l'initiation de la transcription par la kinase CDK7 (Cyclin dependent kinase
7). Ensuite les sérines en position 2 vont étre phsophorylées par la kinase CDK9 (cyclin
dependent kinase 9) du complexe P-TEFb (postitive transcription elongation factor b) a
I'étape de I’élongation de la transcription. En parallele, les sérines en position 5 se font
déphosphoryler par la phosphatase Ssu72. La phosphatase Fcpl dephosphoryle les
sérines en position 2. L’ARN polymérase II peut ainsi étre recyclée (FIGURE 26).
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Figure 26. Phosphorylation du CTD de I'ARN polymérase II au cours de la transcription.
Adaptée d’apreés (Sims et al. 2004).

Au niveau du site d’initiation de la transcription, la CDK7 phosphoryle les sérines en
positions 5, induisant le départ de I’ARNpolll du promoteur. La CDK9 phsorphyryle par
la suite les sérines en positions 2, induisant I'élongation de la transcription. La
phosphorylation des sérines en position 5 est graduellement éliminée par la
phosphatase Ssu72. Finalement, la phosphatase Fcpl dephosphoryle les sérines en
position 2. L’ARN polymérase Il peut ainsi étre recyclée.

Ces modifications post-traductionnelles du CTD jouent un role dans la régulation de la
transcription ainsi que la maturation des ARN (Hsin and Manley 2012). Les premiéres
évidences du role du CTD dans la maturation des ARN proviennent d’expériences de
délétion d'un certain nombre de répétition au niveau du CTD. Il a été montré que la
perte de 5 répétitions suffit a induire des défauts de coiffe en 5’ de I’ARN, d’épissage
alternatif, ainsi que de maturation de la partie 3’ de ’ARN (McCracken et al. 1997a;
McCracken et al. 1997b). Par la suite, il a été montré que le CTD affecte le choix de sites
d’épissage (Rosonina and Blencowe 2004; de la Mata and Kornblihtt 2006). Le CTD est
capable de fixer de nombreuses protéines, notamment des facteurs de transcription,
ainsi que des facteurs d’épissage tels que TCERG1, les protéines SR et U2AF (Hsin and
Manley 2012). Des travaux récents ont mis en évidence une interaction entre U2AF et la
RNA polymérase II. La phosphorylation des sérines en position 2 semble nécessaire au
recrutement de U2AF65 (Gu et al. 2013). L’ensemble de ces données suggere que le CTD
joue un role de plateforme embarquée impliquée dans le recrutement de facteurs
d’épissage pouvant intervenir dans la reconnaissance des exons ainsi que dans la
formation du complexe d’épissage. Ces mécanismes sont a la base du modele de

couplage transcription/épissage dit de recrutement (recruitment model).
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ii) Réle de la vitesse d’élongation de I’ARN polymérase Il

Le modele cinétique (kinetic model) est un autre mécanisme par lequel la machinerie de
transcription influence I'épissage alternatif. Dans ce modele, c’est la vitesse d’élongation
de I'ARN polymérase II qui module les choix d’épissage alternatif. De fagon générale, il
est admis que plus I’ARN polymérase Il est rapide, moins les exons alternatifs sont inclus
dans I'ARNm final. En effet, le DRB (un inhibiteur de P-TEFb) ou bien encore la
Camptothecin (un inhibiteur de la Topoisomerase I), qui sont connus pour réduire la
vitesse d’élongation de la polymérase, induisent en majorité l'inclusion des exons
alternatif (Ip et al. 2011). A I'inverse, le traitement des cellules par la Trichostatin A (un
inhibiteur des histone déacétylases), connue pour induire I'ouverture de la chromatine
et donc de faciliter I'élongation de I'ARN polymérase II, induit I'exclusion des exons
alternatifs (Schor et al. 2009). De plus, le recrutement du domaine d’activation du
facteur positifs de I'élongation de la transcription VP16 du virus de I'’herpes sur un
minigéne indicateur induit la perte de 'exons alternatifs dans I’ARN final (Nogues et al.
2002). Pour finir, il a été montré que des mutants du CTD de ’ARN polymérase II, moins
rapides que la forme sauvage, sont capables de moduler I'épissage alternatif in vitro et in
vivo. Par exemple, ces mutants augmente l'inclusion de I'’exon 33 de la fibronectine (de la
Mata et al. 2003), et affecte le choix du site d’épissage en 5’ du gene bcl-x (Montes et al.
2012b).

L’augmentation du taux d’inclusion des exons alternatifs lors du ralentissement de la
vitesse d’élongation de 'ARN polymérase Il laissait penser a un modéle du « premier
arrivé, premier servi» (FIGURE 27B). L'idée générale était que la faible vitesse
d’élongation de ’ARN polymérase Il permettait I'excision de I'intron en amont de I’exon
variable en premier, puis l'excision de l'intron en aval dans un deuxieme temps.
Cependant, ce modele a été remis en question car il a été montré que l'excision de
I'intron en aval de I'’exon variable pouvait avoir lieu avant I’excision de I'intron en amont.
La diminution de la vitesse d’élongation de I'’ARN polymérase II n’entrainait pas de
changement de l'ordre dans lequel les introns étaient excisés. C'est la décision
d’inclusion ou d’exclusion de I'exon alternatif qui est modifiée lors du ralentissement de
la vitesse d’élongation de I'’ARN polymérase II, et non pas I'ordre dans lequel les exons

sont excisés (FIGURE 27C).
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Figure 27. Role de la cinétique d'élongation de I'arn polymérase ii dans la régulation de I'épissage alternatif.
D’aprés (de la Mata et al. 2010).

(A) La vitesse d’élongation élevée de I'’ARN polymérase II est associée a la perte de I'exon
alternatif 2 (B) Dans ce modele dit premier arrivé, premier servi, la faible vitesse
d’élongation permet a la machinerie d’épissage d’exciser I'intron en amont de 'exon 2
puis en aval de I’exon 2, incluant ainsi I'’exon 2 dans ’ARN messager (C) Dans ce modele
alternatif, la faible vitesse d’élongation permet a la machinerie d’épissage de prendre la
décision de garder I'exon 2 dans I’ARN messager final. Cependant, c’est 'intron en aval
de I’exon 2 qui est excisé en premier, puis c’est au tour de I'intron en amont.

c. Réle du remodelage de chromatine

i) Réle de la chromatine sur le recrutement des facteurs d’épissage

Les marqueurs épigénétiques influencent I'épissage alternatif notamment en modulant
le recrutement de facteurs régulateurs d’épissage a la chromatine (Luco et al. 2010). 11 a
été montré chez C. elegans, que les exons sont enrichis en triméthylation de I'histone 3
sur la lysine 36 (H3K36me3) par rapport aux introns. De plus, les exons alternatifs
présentent une diminution de ce marqueur par rapport aux exons constitutifs
(Kolasinska-Zwierz et al. 2009). Au niveau du gene FGFR2, la triméthylation de 'histone
3 sur la lysine 36 (H3K36me3) entraine la liaison de la protéine MRG15. La présence de
MRG15 induit le recrutement du facteur inhibiteur d’épissage PTB, induisant I'exclusion

de I'exon (FIGURE 28) (Luco et al. 2010).
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Figure 28. Couplage entre les modifications post-traductionnelles des histones et I'épissage alternatif sur le
géne FGFR2.
D’apres (Luco et al. 2010).

ISS : site intronique inhibiteur d’épissage. ESS: site exonique inhibiteur d’épissage.
MRG15 : histone tail-binding protein MORF related gene 15. PTB : polypyrimidine tract-
binding protein.

ii) Réle de la chromatine sur la cinétique de I’ARN polymérase Il

La position des nucléosomes ainsi que leurs modifications ont été montré comme étant
impliqués dans la définition des exons, avec une augmentation de la présence de
nucléosomes au niveau des exons par rapport aux introns (Schwartz et al. 2009; Tilgner
et al. 2009). Par exemple, la dépolarisation des neurones induit I'acétylation de I'histone
3 sur la lysine 9 (H3K9ac), ce qui augmente la vitesse d’élongation de ’ARN polymérase
II, et conduit a la perte de I'exon 18 de NCAM. A I'inverse, la différenciation des neurones
induit I'inclusion de cet exon via un ralentissement de I’ARN polymérase II causé par une

méthylation de cette méme lysine (H3K9me) (Schor et al. 2009).

Le complexe SWI/SNF, impliqué dans le remodelage de la chromatine, active 'initiation
de la transcription via le déplacement des nucléosomes aux niveaux des promoteurs.
Plusieurs études ont montré le réle de la sous unité ATPase Brahma (Brm) du complexe
SWI/SNF, dans la régulation de I'épissage alternatif in vitro et in vivo chez la Drosophile
(Waldholm et al. 2011). I a été montré que l'involution de Brm par shRNA dans une
lignée humaine déficiente pour I'expression de BRG1 (I'autre ATPase de SWI/SNF), avait
pour conséquences une inhibition de I'expression de hTERT ainsi qu'une dérégulation de
son épissage alternatif au profit de I'isoforme dominante négative (Ito et al. 2008). Une
autre étude a montré I'implication de Brm dans la régulation de I'épissage alternatif des

geénes E-cadherin, BIM, Cyclin D1 et CD44. Sur le gene CD44, Brm induit I'inclusion des
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exons variables, notamment l'exon alternatif v5. Brm interagit avec des facteurs
d’épissage, notamment Sam68. Au niveau de la région variable de CD44, Sam68 interagit
avec I'’ARN pré-messager au niveau de l'exon variable 5. Cette fixation de Samé8
signalerait la présence d’un exon alternatif a Brm, qui induirait une modification de
'état de phosphorylation du CTD de ’ARN polymérase II (sérines 5 phosphorylées en
particulier). Ces polymérases présentant des marqueurs de pause inhiberaient I'avancé
des autres polymérases en amont, réduisant ainsi la vitesse d’élongation de la

transcription et par conséquence l'inclusion des exons alternatifs (Batsche et al. 2006).

B/ Epissage alternatif et pathogeneése

Etant donné I'importance de I'épissage alternatif dans la diversité du transcriptome et
du protéome, il n'est pas surprenant que sa dérégulation soit impliquée dans le
développement de maladies. Par exemple, il a été montré que la maladie Hutchinson-
Gliford, induisant un vieillissement prématuré chez l'’enfant, est causée par des
mutations du gene de la lamine A/C nucléaire. Parmi ces mutations plusieurs touchent
I'épissage de la lamine. La plupart des cas sont reliés a une mutation au niveau de 'exon
11. La séquence mutée semble étre un site cis-activateur, qui induirait l'utilisation d’'un
site cryptique d’épissage. Le résultat est la formation d’'une lamine tronquée de 150
paire de bases au niveau de I'exon 11 (De Sandre-Giovannoli and Levy 2006). Des
défauts d’épissage alternatif ont pu étre mis en évidence dans un grand nombre de
maladies, concernant '’ensemble des tissus humains. C’est le cas pour les maladies du
coeur (Lara-Pezzi et al. 2013), du poumon (Deng et al. 2013), du squelette (Fan and Tang

2013), le cerveau avec la maladie d’Alzheimer (Wong 2013) et de nombreux cancers.

B.1/ Epissage alternatif et cancer

Les analyses transcriptomiques a grande échelle ont mis en évidence différents profils
d’épissage entre les tissus sains et cancéreux, avec la présence d’isoformes d’épissage
spécifiques du stade tumoral (He et al. 2009). Une étude in silico des données
transcriptomiques indique des variations importantes de l'expression des facteurs
d’épissage dans les cancers (Kirschbaum-Slager et al. 2004). L’'usage des sites

d’épissages consensus (GU-AG) semble étre majoritairement diminué au niveau des
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tumeurs au profit d’autres sites alternatifs (He et al. 2009). Des défauts de
reconnaissance ainsi que des mutations des séquences cis-régulatrices ont été aussi

mises en cause dans I'expression anormale d’isoformes d’épissage dans les cancers.

a. Mutations des éléments cis-regulateurs

i) Mutations des sites accepteurs et donneurs d’épissage

La mutation des sites donneurs-accepteurs GU-AG pourrait altérer la fixation des snRNP
Ul et U2AFs. Ce type de réarrangement a été observé au niveau du gene APC
(Adenomatous Polyposis Coli) impliqué dans le développement du cancer du colon. Une
analyse des mutations du gene APC par le test de troncation des protéines (PTT) a
révélé que la localisation des mutations déterminait la sévérité de la maladie chez les
patients atteints du syndrome FAP (Familiar Adenomatous Polyposis) prédisposant au
cancer colorectal (Moisio et al. 2002). Parmi les formes agressives, il a été observé
qu’'une substitution d'une guanine par une adénine au niveau du site accepteur
d’épissage de lintron 7 du gene APC (Adenomatous Polyposis Coli) crée un site
cryptique d’épissage et provoque la perte d’'un nucléotide au début de I'’exon 8. Cette
mutation entraine un décalage du cadre de lecture et la troncature de la protéine APC
(Charames et al. 2002). Une forme atténuée de FAP a été reliée a l'insertion d’une
thymine au niveau du site donneur d’épissage de I'intron 4, entrainant la perte de I'exon
4, un décalage du cadre de lecture et 'expression d’'une protéine tronquée (Neklason et
al. 2004). Ces données indiquent que la mutation de sites donneurs et accepteurs
d’épissage peut altérer I'expression physiologique de la protéine APC et définir la

sévérité de la pathologie.

ii) Mutation des séquences cis-régulatrices d’épissage

La protéine P53 joue différents réles au niveau des voies de signalisation impliquées
dans la réponse au stress cellulaire, la réparation de 'ADN, 'apoptose, la sénescence, le
cycle cellulaire ainsi qu’au niveau des voies métaboliques. P53 est le gene le plus
fréquemment muté dans les cancers (Petitjean et al. 2007). De nombreux variants

d’épissage aboutissant en une altération fonctionnelle de la protéine ont été rapportés
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notamment au niveau du cancer du sein (Mills 2005). Via I'’étude par RT-PCR d’un large
panel de cancers du sein, il a été montré que les cellules tumorales présentaient des
isoformes de p53 tronquées de la région N-terminale (Mills 2005). Ces variants résultent
en majorité d'une rétention de l'intron 2 ou de la perte de I'exon 8. Une étude par
séquencage des mutations de p53 a révélé que les mutations silencieuses de ce gene
sont préférentiellement localisées sur les séquences cis-activatrices d’épissage (Lamolle
et al. 2006). Les mutations du gene BRCA1 sont connues comme facteurs de
susceptibilité aux cancers du sein et de I'ovaire. Par séquencage, il a été mis en évidence
la présence d'une mutation héréditaire sur l'exon 18, au niveau d'une séquence
activatrice d’épissage. Des essais d’épissage in vitro utilisant un minigene BRCA1 ont
montré que la mutation de I'ESE (exonic splicing enhancer) sur l'exon 18 rend
impossible la liaison de SF2/ASF a 'ARN et provoque la perte de '’exon 18 (Liu et al.
2001).

b. Dérégulation des facteurs trans-régulateurs de I'épissage

L’apparition de nombreuses isoformes d’ARNm dans les cancers n’est pas uniquement
reliée aux mutations du géne, indiquant que des altérations de I’expression et/ou de

I'effet des facteurs régulateurs de I'épissage interviennent.

L’abondance des facteurs d’épissage de la famille des protéines SR peut influencer
I'apparition des isoformes d’ARNm. Cela a été bien démontré dans I'expression de la
glycoprotéine CD44 impliquée dans la prolifération, la différentiation, 'adhésion et la
migration cellulaire. Les isoformes de CD44 sont générées par l'inclusion alternative de
9 exons variables (v2-v10) au niveau de '’ARNm mature. Les isoformes contenants les
exons v5, v6 et v7 sont particulierement surexprimées au niveau de nombreuses
tumeurs. Ces variants sont impliqués dans l'invasion cellulaire ainsi que dans le
caractére métastatique des tumeurs. Watermann et al. ont montré, par RT-PCR sur des
cellules HeLa transfectées avec un minigene portant les exons v4 et v5, que le facteur
d’épissage Tra2-f1 induisait l'inclusion de ces deux exons variables au niveau de
I’ARNm (Watermann et al. 2006). Ces données ont été confirmées également sur des
échantillons de cancer du sein. Le régulateur d’épissage SRm160 a été impliqué dans

I'inclusion de I'exon v5 lorsque Ras était activé (Cheng and Sharp 2006). De facon
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intéressante, l'inhibition de SRm160 par siRNA diminuait les propriétés invasives des
cellules en test d’invasion en Matrigel. Ces données suggerent qu’il puisse exister une

corrélation entre I'expression de SRm160 et la progression tumorale.

Le role de protéine SR SF2/ASF a été également décrit dans la transition épithélio-
meésenchymateuse (EMT), un événement mis en jeu dans le développement
embryonnaire mais aussi dans la métastase tumorale. Dans 'EMT, I'expression du proto-
oncogene RON (Macrophage stimulating receptor) est impliquée dans la dissociation
cellulaire, la motilité ainsi que l'invasion cellulaire. ARon est une isoforme
constitutivement active, générée par 'exclusion de 'exon 11 de 'ARNm de Ron. ARon
confere une augmentation de la motilité cellulaire et est retrouvée surexprimée dans les
cancers du sein et du colon (Ghigna et al. 2005). Ghigna et al. ont montré, par
transfection transitoire d'un minigéne dans les cellules KATOIIl, que l'exclusion de

I'exon 11 de Ron dépendait de la liaison de SF2/ASF sur une séquence ESE de I’exon 12.

Ces données tendent a démontrer que les dérégulations de I'épissage alternatif
participent a la progression tumorale et a I'agressivité de certains cancers. Cependant,
elles ne permettent pas d’affirmer que ces altérations d’épissage puissent apparaitre
lors des phases précoces de la transformation cellulaire et participer a la carcinogenese.
Une étude chez la souris a pu mettre en évidence pour la premiere fois un effet oncogéne
d’un facteur d’épissage, SF2/ASF (Karni et al. 2007). La surexpression du gene SFRS1,
codant SF2/ASF, dans différentes lignées cellulaires entraine des amplifications
chromosomiques identiques a celles observées dans la plupart des cancers du sein. Une
expression ectopique de SFRS1 est suffisante pour la transformation de fibroblastes
murins en culture et est corrélée a un enrichissement d’'une isoforme oncogéne de BIN1.
L’injection de ces cellules a la souris « nude » permettait d’'induire des sarcomes,
démontrant clairement I'effet oncogene de SFRS1. La restauration du profil d’expression
normal du gene SFRS1 dans ces cellules cancéreuses permettait une réversion du
phénotype transformant. Les fonctions récemment décrites de SF2/ASF dans la
progression du cycle et I'instabilité génétique pourraient en partie expliquer ses effets

oncogenes (Li and Manley 2005).
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Des mutations au niveau des facteurs trans-regulateurs de |'épissage ont aussi pu étre
identifiées comme étant responsable des variations d’épissage au niveau des cancers.
Par exemple, au niveau des Sarcomes de Ewing, la fusion des protéines EWS et FLI1 a
pour conséquence la production d'une isoforme oncogéne du gene de la cylcin D1. Le
facteur de transcription EWS ainsi que la protéine fusion EWS/FLI1 ont la méme
capacité a activer la transcription du gene de la cylcin D1. Par contre, EWS favorise
I'expression de l'isoforme D1a, alors que la protéine de fusion EWS/FLI1 favorise
I'expression de l'isoforme oncogéne D1b via la diminution de la vitesse d’élongation de

I’ARN polymeérase II (Sanchez et al. 2008).

C/ CD44, un géne modele de I'épissage alternatif

Le gene CD44 code une glycoprotéine transmembranaire qui est le récepteur majeur de
'acide hyaluronique (HA). CD44 est impliquée dans de nombreuses fonctions cellulaires
telles que la prolifération, la migration, la survie cellulaire. CD44 posséde une grande
hétérogénéité de structure a cause de la présence de 9 exon alternatifs au milieu de sa
séquence codante, ainsi que de modifications post-traductionnelles (N-glycosylation et
O-glycosylation). L’expression de ces différentes isoformes d’épissage dépend du type
cellulaire ainsi que de I'état d’activation et de différentiation de la cellule. L’altération
quantitative et qualitative de I'expression de CD44 a été observée dans de nombreux
cancers, certains variants d’épissage étant de mauvais pronostique. De ce fait, la
régulation de I'épissage alternatif de ce géne a été intensément étudiée (Hertweck et al.

2011).

Au niveau du geéne, CD44 est composé de 19 exons chez 'homme, parmi lesquels 9 sont
inclus dans I’ARN messager de maniére alternative (v2-v10) (FIGURE 29A). Les exons 1
a 14 codent la partie extracellulaire de la protéine, I'exon 17 code la partie
transmembranaire, et les exon 18 et 19 codent la partie cytoplasmique. L'inclusion des
exons alternatifs (v2-v10) a pour conséquences 'augmentation de la taille de la région
extracellulaire de CD44 (FIGURE 29B). En western blot, CD44 présente un poids
moléculaire de 80 a 220 kDa, qui varie en fonction de l'inclusion des exons variables,

ainsi que des modifications post-traductionnelles. L'isoforme standard de CD44 est
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I'isoforme CD44s, d’'un poids moléculaire d’environ 80 kDa, ne présentant aucune

inclusion d’exon variable (Hertweck et al. 2011).
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Figure 29. CD44 géne et protéine structure.

(A) Organisation génétique du gene CD44. En rouge sont représentés les exons variable,
en vert les exons constants (B) Représentation schématique de la protéine CD44s (a
gauche) et CD44v (a droite). Cercles gris: N-glycosylation, cercles oranges: O-
glycosylation. Adapté d’apres (Zoller 2011).

Au niveau de sa région extracellulaire, CD44 interagit avec différents composants de la
matrice extracellulaire tels que la fibronectine, les collagenes de Type 1 et IV, la lamin et
son principale ligand : 'acide hyaluronique. Au niveau de son extrémité intracellulaire,
CD44 est en connexion avec le cytosquelette via I'ankyrin et la famille des protéines
ezrin-radixin-moeisn. Au niveau fonctionnel, CD44 est connue pour étre impliquée dans
les mécanismes de homing, d’adhésion cellule-cellule, de migration et d’invasion.
L’interaction de CD44 avec certains facteurs de croissances tels que le TGF-beta, le
VEGF-A ou bien encore le PDGF, régule 'expression quantitative et qualitative de CD44,

modulant ainsi son affinité pour ses ligands, et donc ses fonctions cellulaires.
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Alors que l'isoforme CD44s est exprimée de maniere ubiquitaire, I'expression des
variants d’épissage de CD44 (CD44v) est limitée a certains types cellulaires ainsi qu’au
stade de différentiation des cellules. Par exemple, les cellules kératinocytaires sont
connues pour exprimer l'isoforme la plus grande, portant lI'ensemble des exons
variables. L’expression du variant v6 quand a lui est augmentée dans la différenciation
des cellules monocytaires alors qu'elle est diminuée dans la différenciation
granulocytaire. De plus, I'expression des variants d’épissage de CD44 a pu étre observée
au niveau de différentes pathologies humaines. Il est bien démontré maintenant que
I'expression de l'exon variant v6 confere aux cellules un pouvoir métastatique par

exemple (Hertweck et al. 2011; Zoller 2011).

B.2/ Approches thérapeutiques

Etant donné limportance des dérégulations de I'épissage alternatif dans le
développement de pathologie, de nombreux travaux tentent de cibler I'épissage
alternatif comme thérapie. Ces actions thérapeutiques peuvent étre ciblées sur un gene
unique, restaurant ainsi 1'épissage correct du géne en question, ou bien elles peuvent

étre plus globales, en ciblant la machinerie d’épissage en général.

a. Modulation thérapeutique de I'épissage alternatif

L’utilisation d’oligonucleotides antisens (AONs) permet d’'induire la perte d'un exon
dans 'ARNm et ainsi restaurer le cadre de lecture. Cette stratégie est utilisée pour
traiter la dystrophie musculaire de Duchenne. Une mutation ponctuelle du gene DMD
codant la dystrophine entraine la formation d’'une protéine tronquée non fonctionnelle.
2 AONSs fabriqués en parallele ciblent spécifiquement I’exon 51 portant la mutation et le
cache de la machinerie d’épissage, induisant ainsi sa perte lors de I'épissage (FIGURE
30) (van Deutekom et al. 2007; Kinali et al. 2009). Les premiers tests chez 'homme
semblent prometteurs (Cirak et al. 2011; Goemans et al. 2011). Des stratégies similaires
sont en cours d’étude pour traiter la maladie d’Hutchinson-Gilford causée par la
mutation du gene LMNA (Osorio et al. 2011), 'ataxia-telangiecatasia causée par la

mutation du gene ATM (Du et al. 2011), ou bien encore la dystrophie musculaire
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congénitale de Fukuyama causée par l'insertion d'un rétrotransposon dans le gene

FCMD (Taniguchi-lkeda et al. 2011).

M Cadre de lecture restauré

Figure 30. Restauration de I'épissage alternatif via I'utilisation d'oligonucléotide antisens (AON).

L’utilisation d’oligonucléotide antisens (AON) ciblant I'exon 51 induit I'exclusion de ce
dernier dans ’ARN messager final, restaurant le cadre de lecture ouvert et aboutissant a
I'expression d’une protéine fonctionnelle.

b. Le spliceosome : une nouvelle cible des drogues anti-tumoral

L’analyse de produits naturels ayant une activité anti-tumoral a permis d’identifier des
composant provenant de pseudomonas spp. (FR901464) et streptomyces spp.
(pladienolide), ayant un effet cytotoxique sur les lignées cellulaires en bloquant les
cellules dans leur cycle. Des analogues synthétiques ont été fabriqués pour améliorer la
stabilité et la solubilité des produits, aboutissant aux produits suivant: spliceostatin A

(SSA), meayamycin, E7107 et sudemycin.

Il c’est avéré que ces drogues sont des inhibiteurs du spliceosome. En effet, elles ont
toute comme cible le facteur d’épissage 3B (SF3B), qui appartient au complexe snRNP
U2 du spliceosome (Kaida et al. 2007; Kotake et al. 2007). A I’échelle moléculaire, il a été
montré que la SSA, en se liant avec SAP155 du complexe SF3B, déstabilise le complexe
snRNP U2/ARN pré-messager, et prévient ainsi la formation du spliceosome (FIGURE
31) (Roybal and Jurica 2010; Corrionero et al. 2011).
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Figure 31. Effet de la spliceostatin A (SSA) sur la reconnaissance du site 3' d'épissage.
D’apres (Bonnal et al. 2012).

La Spliceostatin A (SSA) empéche l'interaction entre SF3B1 et 'ARN pré-messager au
niveau du point de branchement, et induit I'appariement de U2 snRNP avec une
séquence dégénérée en amont.

La sudemycin est un des composés thérapeutiques encourageant. Elle régule I'épissage
alternatif de genes cellulaires tels que MDM2, le régulateur négatif de p53. Cette activité
sur I'épissage alternatif a été observée aussi bien dans des lignées cellulaires, que in vivo
au niveau de xénogreffe de tumeur humaine chez la souris. Les effets de cette drogue
semblent beaucoup plus efficace sur les tissus transformés que sur les cellules normales

(Fan et al. 2011; Lagisetti et al. 2013).

Deux études cliniques de phase 1 utilisant I'inhibiteur du spliceosome E7107 ont déja
été réalisées chez 'homme sur des patients présentant différents types de tumeurs
solides (Eskens et al. 2013; Hong et al. 2013). Elles ont permis de valider in vivo I'effet de
la drogue sur la modulation de I'épissage alternatif des PBMC circulant des patients,
prouvant ainsi son efficacité chez 'homme. Par contre, aucuns effets sur la taille des

tumeurs n’ont put étre observés.

B.3/ Epissage alternatif et infections oncovirales

Six virus oncogenes sont aujourd’hui clairement identifiés chez 'homme. Les virus
hépatotropes HCV (Hepatite C Virus) et HBV (Hepatite B Virus) induisent une forte

susceptibilité aux carcinomes hépatocellulaires. EBV (Epstein-Barr Virus) est associé a
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de nombreux cancers tels que le lymphome de Burkitt et le cancer du nasopharynx. Les
papillomavirus (HPV, Human Papilloma Virus) a haut risque tels que HPV-16 et -18 sont
la cause de plus de 90% des cancers du col de I'utérus. HHV-8 ou KSHV (Kaposi Sarcoma
associated Herpesvirus) est associé au sarcome de Kaposi et a la maladie de Castelman.

Et enfin, HTLV-1 responsable de la leucémie T de I’adulte (ATLL).

Les infections oncovirales sont le plus souvent mutageénes et s’accompagnent de
dérégulations transcriptionnelles qui sont fréquemment le résultat d’interactions
moléculaires entre les protéines virales et les éléments cis- et trans-régulateurs de
I'expression des genes. Encore peu étudiées, les dérégulations de l'expression de
variants d’épissage ont été toutefois identifiées dans la majorité des infections virales
oncogenes suggérant que la régulation de I'épissage alternatif de genes cellulaires puisse

étre une cible privilégiée lors de la carcinogenese virale.

a. Redistribution des variants d’épissage dans les infections oncovirales

Comme abordé précédemment, certaines isoformes de CD44 sont associées a la
tumorogénicité ainsi qu’au caractére invasif des cellules. L’infection par EBV induit
I'apparition d’isoformes CD44 portant des exons alternatifs alors que seul l'isoforme
CD44 sans exon variable est exprimée dans les lymphocytes B quiescents non infectés
(Kryworuckho et al. 1995). Ces variants sont aussi retrouvés dans les cellules de
lymphomes de Burkitt (LB) infectés par EBV et non dans les LB non infectés suggérant
un roéle actif de EBV dans la production de ces variants. L’expression de la protéine virale
EBNA-2 serait essentielle a 'expression de ces isoformes de CD44 (Kryworuckho et al.

1995).

Les réarrangements des régions variables du CD44 ont été également détectés dans les
infections a HPV-16. Dall et al. ont montré par immunohistochimie et cytométrie en flux,
que l'infection par HPV-16 induisait I'expression d’'une isoforme de CD44 contenant les
exons alternatifs v7 et v8 (Dall et al. 1996). La détection des cellules exprimant CD44
v7/v8 augmentait au cours de la carcinogenése du col de 'utérus, et concernait tous les
échantillons tumoraux suggérant une participation de cette isoforme dans les processus

carcinogenes.
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b. Dérégulation de I'expression des facteurs d’épissage par les protéines virales

Le profil d’expression des facteurs d’épissage influence le phénotype cellulaire et définit
la spécificité tissulaire. La modulation de l'expression des geénes de I'épissage par les
virus pourrait contribuer a générer un environnement cellulaire propice aux infections

oncogenes.

Il a été observé que l'infection par HPV-16 dérégulait positivement l'expression de
ASF/SF2 et de son facteur antagoniste hnRNPA1l au cours de la différentiation
épithéliale (Mole et al. 2009). Mole et al, ont montré par immunohistochimie et Western
Blot semi quantitatif que 'expression de E2-HPV16 induisait I'expression des facteurs

d’épissage SF2/ASF, SRP20 ainsi que SC35.

Au niveau de I'infection par le HCV, il a été observé une augmentation de 'expression de
I’ARN hélicase DDX3, qui est nécessaire pour la réplication du virus. DDX3 posséde un
domaine RS, suggérant qu’elle peut interagir avec/ou agir comme les protéines SR. Les
protéines core du virus HCV sont capables d’interagir avec DDX3. Les conséquences sur
'épissage, de 'augmentation de I'expression de DDX3 ainsi que ses interactions avec les
protéines cores du virus restent a démontrer (Owsianka and Patel 1999; Ariumi et al.

2007).

c. Des protéines virales dans la machinerie d’épissage

i) Protéines SR codées par les oncovirus

Certaines infections a HPV (HPV-EV) sont associées a I'épidermodysplasie verruciforme,
une pathologie héréditaire rare. Certains HPV-EV ont un potentiel oncogéne. La protéine
E2-HPV-EV contient des répétitions du dipeptide RS, suggérant une fonction d’épissage.
E2 interagit avec des protéines SR et snRNPs. Les études fonctionnelles ont démontré
que cette région RS-rich de E2 pouvait faciliter I'épissage des transcrits transactivés par

E2 elle méme (Lai et al. 1999).
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La protéine core d’HBV, impliquée dans la synthese de ’ADN viral et la formation de
virions, possede une région C-terminale composée également de répétitions SR (de type
SRPPP) et qui est la cible de phosphorylation par SRPK1/2, kinases de facteurs
d’épissage (Daub et al. 2002). Cependant les effets de la protéine core sur |'épissage

restent a démontrer.

i) Interactions de protéines virales avec les facteurs SR

Différentes études ont pu démontrer que certaines protéines d’oncovirus altéraient les
meécanismes de maturation post-transcriptionnelle en interagissant directement avec les
facteurs d’épissage. Ces propriétés ont été démontrées pour les protéines E2, E6 et E7
du virus HPV-16. E2, E6 et E7 d’'HPV-16 peuvent inhiber I'épissage d’'un pré-ARNm
contenant des sites d’épissage sub-optimaux. E2 et E6 ont la capacité de fixer le pré-
ARNm et d’interagir avec de nombreuses protéines de la famille SR incluant SRp30,
SRp40 et SRp75 (Bodaghi et al. 2009). Ces interactions sont susceptibles d’interférer
avec le recrutement et la formation des complexes d’épissage au niveau du pré-ARNm.
Ces données suggerent que les effets post-transcriptionnels des protéines E2, E6 et E7

d’HPV-16 pourraient jouer un réle dans la réplication et la carcinogenese virale.

La protéine non structurale NS5A de HCV posséde un roéle trans-activateur de
I'expression de genes cellulaires impliqués dans le cycle cellulaire, 'apoptose et
I'angiogeneése. Il a été montré par hybridation soustractive (SSH) que cette protéine était
également capable d’induire spécifiquement I'expression de variant d’épissage du géne

NS5ATP2 (Yang et al. 2004).

Dans le cadre de l'infection par EBV, une étude a mis en évidence par RT-PCR sur
minigéne STAT1, I'implication de la protéine virale SM dans I'induction de I’expression
de STAT1, et en particulier dans l'augmentation disproportionnée du niveau
d’expression de l'isoforme STAT1f, dominant négatif de STATla (Verma and
Swaminathan 2008). Le taux relatif de ces deux isoformes affecte les mécanismes
d’apoptose et de résistance a l'infection virale et mycobactérienne. SM interagit
directement sur le pré-ARNm de STAT1, et entre en compétition directe avec le facteur

d’épissage cellulaire SF2/ASF. La protéine virale SM a été montrée pouvant interagir
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avec deux membres de la famille SR : SRSF3 et SRSF10 (Calderwood et al. 2007; Verma
et al. 2010). EBNAS5, une autre protéine du EBV a été montré par co-
immunoprécipitation puis spectrométrie de masse, comme interagissant avec de
nombreux facteurs d'épissage tels que SRSF1, SF3B, U1A, U2B et différents membres de
la famille des hnRNP (Forsman et al. 2008). Récemment, il a été montré qu'un ARN non
codant de EBV, nommé EBERI1, interagissait avec les facteurs UPF1, une protéine
majeure du NMD. De maniere intéressante, EBER1 peut entrer en compétition avec
UPF1 pour la fixation des ARN, pouvant ainsi réguler leur stabilité. De plus, EBER1
interagit aussi avec le facteur d’épissage hnRNP D (Lee et al. 2012).

ORF57 est une protéine homologue de la protéine SM du HBV, codée par le HHV8
(KSHV). ORF57 co-localise avec SRSF2 dans le noyau. De plus, elle est retrouvée
complexée avec U2AF et hnRNP K. Bien qu’elle soit importante pour l'expression du
virus et qu’elle interagit avec des facteurs d’épissages, son role sur I'épissage de génes
cellulaires n’a pas encore été montré (Majerciak et al. 2007; Majerciak et al. 2008;

Pilkington et al. 2012).

L’ensemble de ces données de la littérature indiquent que les virus oncogenes HPV, EBV,
HCV, HBV ont développé diverses stratégies pour influencer positivement ou

négativement les processus d’épissage alternatif.

C/ HTLV-1 et épissage alternatif

L’'impact de l'infection par HTLV-1 sur la régulation de I'épissage alternatif des genes
cellulaires et son implication dans le développement de la pathologie n’ont pas été
directement étudiés. Un nombre limité d’études a pu observé des dérégulations de

'épissage alternatif de genes cellulaires.

C.1/ Dérégulation de I’épissage alternatif dans les cellules infectées par HTLV-1

L’antigene Fas est un récepteur membranaire impliqué dans la mort cellulaire. Il existe
deux isoformes de Fas issues d’un épissage alternatif : une forme membranaire mFas et

une forme soluble sFas. L'interaction de mFas avec son ligand contréle la durée de vie
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des lymphocytes périphériques sous l'influence de sFas. Sugahara et al. ont montré par
cytomeétrie en flux, une expression anormale de sFas et mFas au niveau des PBMC d’ATL
fraichement isolées (N=49) par rapport aux individus infectés sans signe de malignité
(N=14) ainsi que des individus controles non infectés (N=25) (Sugahara et al. 1997). Ils
ont montré par test ELISA, que le niveau de sFas dans le sérum est tres fortement

corrélé au stade tumoral de 'infection.

Par ailleurs, Horiuchi et al. ont montré que les cellules T CD4+ infectées par HTLV-1
produisaient par épissage alternatif la forme soluble du récepteur a I'IL6 (sIL-6R)
résultant d'un épissage alternatif du gene IL-6R. Des études in vitro ont montré que le
complexe sIL-6R/IL-6 induisait, entres autres, la prolifération cellulaire. La forme
épissée sIL-6R a été détectée dans le sérum de patients ATL (N=12) ainsi que dans celui
des patients infectés TSP/HAM (N=13), a un taux supérieur a celui observé chez les
individus sains (N=23) (Horiuchi et al. 1998). Le taux élevé d’expression de sIL-6R et de

sFas chez les patients HTLV-1 pourrait participer a la progression de la maladie.

Il a été aussi mis en évidence une surexpression des exons alternatif vé6 et v10 du géne
CD44 au niveau des PBMC de patients TSP/HAM (N=15) par rapport aux donneurs sains
(N=15) (Matsuoka et al. 2000). Ces exons étant déja connu pour jouer un role dans les
processus de migration et l'invasion cellulaire, I'apparition de ces isoformes dans la
population de cellules T circulantes pourraient participer au passage de la barriére
hémato-encephalique et aux lésions au niveau du systeme nerveux central chez les

patients atteints de TSP/HAM.

De plus, plusieurs études ont mis en évidence une surexpression de l'isoforme anti-
apoptotique Bcl-XL liée a 'infection par HTLV-1. Bcl-XL a été montré surexprimée dans
les lignées cellulaires infectées par HTLV-1, immortalisées ou transformées par rapport
aux contréles non infectées. Cette surexpression de l'isoforme Bcl-XL a aussi été
montrée in vivo au niveau de PBMC provenant de patients ATL (Nicot et al. 2000a). La
surexpression de Bcl-XL au niveau des lymphocytes T CD4+ provenant de patient
TSP/HAM a aussi été mise en évidence. De plus, cette surexpression de I'isoforme Bcl-XL
était associée a une résistance des cellules a I'apoptose dépendante des mitochondries,

induite par I'etoposide (Hamasaki et al. 2001).

74



Pour finir, une étude a récemment mis en évidence un défaut d’expression et d'épissage
alternatif du facteur de transcription Helios au niveau des cellules d’ATL (Asanuma et al.
2013).32/37 ATL présentaient des défauts d’épissage d’Hélios en comparaison avec des
personnes infectées par HTLV-1 sans signe de malignité. Ces ATL expriment une
isoforme dominante négative de Hélios. L’expression de cette isoforme dans des cellules
Jurkat, de méme que l'inhibition par shRNA des isoformes endogenes de Hélios,
induisait la prolifération des cellules. Ces résultats sont consistant avec les données de la

littérature définissant Hélios comme un suppresseur de tumeur (Zhang et al. 2007).

C.2/ Tax et épissage alternatif

La surexpression de I'isoforme Bcl-XL mise en évidence in vivo chez les patients ATL et
TSP/HAM, a pu étre reliée a I'expression de la protéine Tax de HTLV-1. En effet, il a été
montré dans des lignées cellulaires lymphoides, que Tax active l'expression de
I'isoforme Bcl-XL de maniére NF-kB dépendante (Tsukahara et al. 1999; Nakashima et
al. 2003).

Plusieurs évidences laissent a penser que Tax pourrait avoir un effet sur I'épissage
alternatif d’autres génes cellulaires. Au niveau moléculaire, dans les lignées cellulaires
transfectées par Tax, Tax co-localise et interagit avec des facteurs d’épissage. En effet, au
niveau du noyau, Tax s’organise en corps nucléaires qui chevauchent avec les corps
nucléaires riches en facteurs d’épissage tels que sc35 et Sm (Semmes and Jeang 1996).
Au niveau du promoteur viral, il a été montré que SRL300, une protéine de la famille des
« SR-related proteins » impliquées dans la régulation du spliceosome, est directement
recrutée par Tax lors de la transactivation des génes viraux (Youn et al. 2003). Les
conséquences des interactions de Tax avec SRL300 sur I'épissage des transcrits viraux
n’ont pas été abordées. De plus, les données récentes impliquant Tax et P-TEFb dans la
régulation de la phosphorylation de I'’ARN polymarase II (Zhou et al. 2006; Cho et al.
2007; Cho et al. 2010) pose la question du role de Tax dans le couplage
transcription/épissage alternatif, mettant en jeu la processivité et la vitesse d’élongation
de la fourche transcriptionnelle (de la Mata et al. 2003). Pour finir, nous avons vu que
Tax était capable d’interagir avec les enzymes responsables du remodelage de la

chromatine telles que la Topoisomerase I et la sous unité BRG1 du complexe SWI/SNF
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(Wu et al. 2004; Lemasson et al. 2006; Easley et al. 2010). Toutes ces interactions ont été
découvertes lors des différentes études de I'activation de la transcription du virus par
Tax. Leurs conséquences sur l'expression ainsi que |'épissage alternatif de genes

cellulaires restent a démontrer.

Récemment, notre laboratoire a montré que la protéine Tax est un répresseur de
I'expression d’hTERT codant la sous unité catalytique du complexe télomérase (Gabet et
al. 2003). Les études des mécanismes sous-tendant la répression d’hTERT ont permis de
montrer que Tax recrute la protéine DEK au niveau du promoteur d’hTERT dans les
cellules HeLa exprimant Tax (Karam et al. 2014). Outre ces fonctions de régulation
transcriptionnelle, DEK a été décrite comme un élément essentiel a la sélection des sites
accepteur d’épissage via son interaction avec U2AF35 (Soares et al. 2006). DEK est
également retrouvée au niveau des jonctions exon-exon impliquées dans l'export
nucléaires des ARNm (McGarvey et al. 2000). De facon intéressante, des données
préliminaires au laboratoire montre que I'expression de Tax dans des cellules HeLa

dérégule I'épissage alternatif de hTERT.

3/ Problématique et objectifs de la thése

Les données de la littérature présentées dans cette introduction mettent clairement en
évidence I'importance des mécanismes de maturation de 'ARN pré-messager dans la
régulation de I'expression des génes et la diversité du transcriptome et du protéome, et
in fine du phénotype et du comportement cellulaire. Parmi ces mécanismes, I'épissage
alternatif est défini comme un acteur majeur de la régulation de I’expression génique
tant au plan qualitatif que quantitatif. Les dérégulations de I"épissage alternatif sont de
fait fréquemment associées aux pathologies humaines. En particulier, certaines
isoformes d’épissage ont pu étre reliées a l'initiation et/ou la progression tumorale
(Karni et al. 2007). Dans les contextes d’infections oncogénes, les altérations de
I'épissage alternatif ont été décrites dans la persistance et les effets cytopathogénes de
certains virus. Néanmoins, en dépit d'un mode de réplication étroitement lié aux
mécanismes cellulaires, les effets des infections deltarétrovirales, et notamment de

HTLV-1, sur les processus d’épissage alternatif restent aujourd’hui inconnus.

76



La structure du promoteur, le recrutement des facteurs et co-facteurs de la transcription
et de I'épissage, le remodelage de la chromatine, et la vitesse d’élongation de '’ARN
polymérase II sont autant de facteurs impliqués dans la régulation de I'épissage
alternatif in vivo. Aussi, les données de co-localisation de I'oncoprotéine virale Tax avec
les facteurs d’épissage SC35, Sm, et SRL300, les activités de Tax dans le recrutement des
facteurs contrdolant la régulation chromatinienne, l'initiation et 1’élongation de la
transcription, nous ont amené a rechercher si, outre les modifications
transcriptionnelles déja largement décrites, HTLV-1 pouvait également induire une
reprogrammation qualitative du transcriptome cellulaire en influengant les mécanismes

d’épissage alternatif.

Mes travaux de these ont abordé ces questions. La premiere partie de mon travail a
consisté a évaluer si les cellules T CD4+ infectées in vivo, transformées ou non, pouvaient
présenter des signatures d’expression d’exon spécifiques de leurs phénotypes comparés
aux cellules non-infectées. La seconde partie décrit une approche moléculaire des
mécanismes qui sous-tendent les altérations d’épissage associées a l'infection. En
particulier, j'ai recherché si les modifications de I'expression génique induite par Tax,
perturbateur de la transcription des cellules infectées, pouvaient s’accompagner de
modifications qualitatives des transcrits. A travers I'étude du géne CD44, mes données
proposent ici un ro6le de NF-kB dans les modifications du couplage

transcription/épissage dans les cellules Tax positives.
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RESULTATS
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1/ Partie 1: Les profils d’expression d’exons des cellules T-CD4+ infectées

constituent des signatures spécifiques des phénotypes non-transformés et ATLL.
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A/ Introduction

Au cours des dernieres décennies, les études transcriptomiques a large échelle ont
confirmé le réle des dérégulations transcriptionnelles des geénes cellulaires lors du
processus de leucémogenese associé a l'infection par le HTLV-1, notamment via la
dérégulation des genes impliqués dans le cycle cellulaire, I'apoptose, le systeme
télomere/télomerase, la réparation de ’ADN, la réponse immunitaire et inflammatoire
(Pise-Masison et al. 2002; Koga et al. 2004; Tsukasaki et al. 2004; Fung et al. 2005;
Sasaki et al. 2005; Oliere et al. 2010; Watanabe et al. 2010; Kress et al. 2011; Chevalier et
al. 2012). En plus de la régulation quantitative de I'expression de gene, 'homéostasie du
transcriptome des cellules humaines repose sur des processus additionnels, régulant
qualitativement le produit des genes. L’épissage alternatif est un mécanisme majeur de
la diversité du transcriptome, qui est étroitement lié a la transcription, aussi bien dans
I'espace que dans le temps (Kornblihtt et al. 2013). Grace au développement de
nouvelles techniques d’analyse quantitative a large échelle, telles que le RNA-seq ou bien
les puces exons spécifiques, il a été clairement démontré qu'il existe des dérégulations
d’épissage alternatif associées au développement de pathologies. De plus, de
nombreuses études ont démontré une dérégulation de I'épissage alternatif associée a
I'infection par des virus oncogenes. Quelques travaux ponctuels ont pu mettre en
évidence une dérégulation d’épissage alternatif lors de l'infection par le HTLV-1. Par
exemple, il a été montré que les cellules infectées par HTLV-1 exprimaient des variants
d’épissage des genes CD44, IL-6 et du récepteur a I'lL-2 (Horiuchi et al. 1997; Matsuoka
et al. 2000; Horiuchi et al. 2006).

La problématique de notre étude était donc de rechercher s’il existait des dérégulations
d’épissage alternatif associées a l'infection par le virus HTLV-1. Pour aborder la question
de la dérégulation de I'épissage alternatif dans le contexte de l'infection par HTLV-1,
nous avons évalué les profils d’expression des exons de cellules T CD4+ infectées par
HTLV-1 provenant d’individus naturellement infectés sans malignité, ainsi que des
échantillons de cellules infectées transformées (ATLL) . L’expression quantitative et

qualitative des exons a été analysée par puces exons spécifiques (Affymetrix).
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B/ Résultats

B.1/ Modification de I’expression d’exons dans les cellules d’ATLL et des clones non

transformés T CD4+ infectés par HTLV-1

Les profils d’expression des exons de cellules T CD4 + infectées par HTLV-1, provenant
d’individus naturellement infectés, avec ou sans malignité, ont été évalués en utilisant
les puces exons spécifique (Affymetrix). Contrairement aux puces d’expression
classiques qui sont basées sur des sondes reconnaissant la partie 3’ des ARN, ces
nouvelles puces sont basées sur des sondes couvrant la totalité des exons des genes. Il
est ainsi possible d’analyser le niveau de transcription global d'un gene en calculant la
mediane d’expression de l'ensemble de ces exons, mais aussi d’analyser les
modifications d’expression a 1’échelle de '’exon en analysant le taux d’expression d’un
exon donné normalisé a I'expression global du géne. Au total, 3 échantillons d’ATLL ainsi
que 12 clones T CD4+ (6 infectés/6 non infectés) provenant de patients infectés par le
virus, ont été analysés sur puces exons. Contrairement aux ATLL, ces clones T CD4+
infectés sont non transformés car dépendant de l'interleukine 2. Nous les considérons
comme des cellules pré-leucémiques car elles sont infectées et peuvent donc
potentiellement aboutir au développement d’'une ATLL. Puisqu’il est connu que 1'état
d’activation des lymphocytes modifie 'épissage alternatif (Ip et al. 2007; Whistler et al.
2010), les clones T CD4+ ont été stimulés ou non par la PHA. Par cette approche, nous
assumons que les variations significatives de I'expression d’exons entre les cellules
infectées (activées ou non) et les cellules non infectées seront majoritairement dues au

statut infectieux des cellules.

Afin de mettre en évidence les modifications d’expression d’exons lors de I'infection par
HTLV-1, nous avons analysé les profils d’expression d’exon de clones T CD4+ infectés
non transformés, en comparaison a celui de clones non infectés. Le diagramme de Venn
en haut de la figure 32, représente le nombre de gene quantitativement modifiés (en
blanc), qualitativement modifiés, c’est a dire quantitativement non modifiés mais
présentant une dérégulation de I'expression d’au moins un de leur exons (en gris foncé),
ou bien les deux (gris clair). Au total, 2414 exons (1327 genes) présentaient des

modifications d’expression entre les clones infectés et non infectés. Parmi les génes
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présentant des modifications d’expression d’exons, seulement 682 (51%) étaient aussi
modifiés a I'échelle du gene, alors que 645 ne présentaient pas de modification
d’expression globale (gris foncé). Par ailleurs, 877 genes étaient uniquement modifiés
quantitativement (blanc). Ces données montrent qu’'au niveau des cellules non
transformées, en plus des modifications transcriptionnelles traditionnellement
observeées, les cellules infectées par HTLV-1 présentent des modifications significatives
d’expression d’exons alternatifs de nombreux transcrits. De plus, 49% des geénes

modifiés en épissage ne sont pas modifiés quantitativement.

En parallele, 'expression des exons des cellules d’ATLL a été aussi analysée (FIGURE 32,
bas). Le nombre d’exons modifiés dans leur expression était 11 fois supérieur a celui des
cellules infectées non transformées (27805 vs 2414). De plus, la proportion d’exons
alternatifs portés par des genes quantitativement modifiés était significativement plus
importante dans les ATLL: 72% vs 51% (p<0,05). 2370 genes étaient par ailleurs
uniquement quantitativement modifiés (en blanc). L’ensemble de ces résultats indique
que les altérations d’expression d’exons différent entre les ATLL et les clones HTLV-1

positifs non transformés.

Les exons dérégulés dans les clones infectés et les ATLL ont été annotés manuellement
avec la base de données FASTERDB (https://fasterdb.lyon.unicancer.fr). Les différents
types d’évenements identifiés sont représentés dans les graphiques de la figure 32
(acceptor : site d’épissage 3’ alternatif; deletion: délétion interne d’'un exon; donor:
site d’épissage 5’ alternatif; exon: exon alternatif; intron-ret: rétention d'un intron;
polya : site alternatif de polyadénylation ; prom : promoteur alternatif). Pour ce qui est
des clones non transformés ou bien des ATLL, les 3 types d’événements les plus
représentés sont les cassettes exons, les sites alternatifs de polyadénylation et les

promoteurs alternatifs.

Les résultats de puces exons ont été validés par PCR exon-spécifique pour ce qui
concerne les dérégulations d’épissage alternatif (FIGURE 33 et 34). Au total, 18/20
(90%) événements pris aléatoirement ont pu étre validés par cette approche. Par

exemple, on peut observer sur la figure 34 une augmentation de l'expression du
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transcrit avec I'exon 33 du gene CLASP1 dans les ATLL au détriment du transcrit sans

cet exon.
Les dérégulations d’expression des genes ont été validées par RT-PCR quantitative sur

les clones infectés non transformés. La dérégulation d’expression de 8/9 (90%) genes

pris aléatoirement a été validée par cette approche (FIGURE 35).
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Figure 32. Distribution des modifications d’expression d’exons entre les cellules ATLL et les clones T CD4+
issus de patients infectés par HTLV-1.

Distribution des modifications quantitatives et qualitatives dans les clones T CD4+
infectés par HTLV-1 et les cellules d’ATLL en comparaison aux clones T CD4+ non
infectés. Les diagrammes de Venn représentent le nombre de genes dérégulés au niveau
quantitatif (en blanc), qualitatif (en gris) ou bien les deux (en gris clair). En accord avec
nos validations par RT-PCR et RT-PCR quantitatives, le seuil de significativité a été placé
a 1,2 (p<0,05) pour 'expression globale du gene (fc: fold change) ainsi que pour l'indice
d’épissage (SI: splicing index). Les graphiques représentent la distribution de chaque
type d’événements d’exon alternatifs d’apres la base de données FASTERDB. Acceptor :
site accepteur d’épissage, deletion: délétion interne d’'un exon, donor: site donneur
d’épissage, exon : exon alternatif, intron-ret : rétention d’un intron, polya : site alternatif
de polyadénylation, prom : promoteur alternatif.
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Figure 33. Validations des événements d’épissage dans les clones T CD4+ infectés par HTLV-1.

Les RT-PCR spécifiques d’exons ont été réalisées a partir du pool d’ARN des 6 clones non
infectés versus les 6 clones infectés, reflétant ainsi les modifications d’épissage associées
a l'infection par le HTLV-1, indépendant de I'état d’activation de la cellule. Les données
d’indice d’épissage (SI) ainsi que les p-value issues des analyses statistiques des puces
exons sont indiquées pour chaque événement d’épissage. Les nombres indiquent les
tailles attendues des produits de PCR. Les fleches représentent la position des amorces
utilisées pour les amplifications.
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Figure 34. Validations des événements d’épissage dans les cellules ATLL.
Les données d’indice d’épissage (SI) ainsi que les p-value issues des analyses statistiques
des puces exons sont indiquées pour chaque événement d’épissage. Les nombres

indiquent les tailles attendues des produits de PCR. Les fleches représentent la position
des amorces utilisées pour les amplifications.
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Figure 35. Validations des dérégulations d’expression globale de génes dans les clones T CD4+ infectés par
HTLV-1.

Les RT-PCR quantitatives ont été réalisées en comparant les 6 clones T CD4+ non
infectés (CD UI) et les 6 clones infectés (CD4 I). FC indique le différentiel d’expression du

gene par I'analyse des puces exons.
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B.2/ Les dérégulations d’expression d’exons alternatifs signent I'état d’infection et de

transformation des cellules

Dans le but de rechercher s’il pouvait exister une signature de linfection et de la
transformation a I’échelle de I'exon, les profils d’expression des exons ont été analysés
par cluster hiérarchique en utilisant la plateforme Mev4.0. La sélection des exons
présents sur la figure 36A a été basée sur un test statistique Kruskal Wallis ANOVA (p <
0,05). Au total, I'expression de 3977 exons (correspondant a 2218 genes) permettait de
regrouper les échantillons en trois groupes, les clones non transformés non infectés, non
transformés infectés et le groupe des ATLL (FIGURE 36A). Pour I'ensemble de ces exons
sélectionnés, leur profil d’expression était indépendant de I'état de stimulation des
clones par la PHA, appuyant ainsi le role de I'infection par HTLV-1 sur ces modifications

d’expression d’exon.

Les cellules d’ATLL présentaient des profils d’expression d’exons distinct comparé aux
clones non transformés, infectés ou non. Une telle distribution suggérait que certains
événements d’épissage pourraient représenter une signature des ATLL. Les 11
événements déja identifiés a la figure 34 ont été testés sur 6 ATLL supplémentaires. Le
profil d’expression de 4 événements distinguait effectivement les échantillons d’ATLL

des cellules non infectées (FIGURE 37).
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Figure 36. Cluster hiérarchique des échantillons basé sur I’expression des exons.

(A) Le cluster hiérarchique est basé sur I'expression des exons normalisée a I’expression
globale du géne. La sélection des exons différenciant les 3 catégories d’échantillons est
basée sur un test statistique ANOVA (p<0,05). (B) Analyse ontologique des génes
dérégulés qualitativement présents dans le cluster hiérarchique via le logiciel en ligne
DAVID. Sont représentés les 5 plus forts KEGG pathway.
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Figure 37. Analyse par RT-PCR spécifique d’exons de 6 échantillons d’ATLL supplémentaires.

Les données d’indice d’épissage (SI) ainsi que les p-value issues des analyses statistiques
des puces exons sont indiquées pour chaque événement d’épissage. Les nombres
indiquent les tailles attendues des produits de PCR. Les fleches représentent la position
des amorces utilisées pour les amplifications.
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B.3/ Signification biologique des dérégulations d’exons

Dans l'objectif de comprendre la signification fonctionnelle des genes discriminant les 3
groupes d’échantillons mis en évidence dans la figure 36A, une étude ontologique des
2218 genes a été réalisée via la base de donnée en ligne DAVID, en utilisant comme
référence I'ensemble des genes analysés par les puces exon spécifique. Le tableau de la
figure 36B représente les 5 plus forts enrichissements en KEGG pathway. Les génes
étaient enrichis dans des processus biologiques importants, tels que le Cancer (50 genes,
fold enrichment (FE)=1,9; p=6,6.10%), la voie de signalisation des MAPK (46 genes,
FE=2,2; p=6,1.107), les adhésions focales (34 genes, FE=2,2; p=5,5.10), les
interactions cytokines - récepteurs a cytokines (34 genes, FE=1,7; p=3.103) et

I'endocytose (32 génes, FE=2,2 ; p=3,2.10-°) (FIGURE 36B).

L’analyse ontologique des génes dérégulés quantitativement et qualitativement dans les
ATLL et les clones infectés non transformés en comparaison aux clones non infectés a
été réalisée (FIGURE 38). Les genes dérégulés qualitativement ou quantitativement
présentaient généralement des enrichissements dans des voies distinctes. Par exemple,
dans les cellules non transformées, on observait un enrichissement de genes impliqués
dans le Cycle Cellulaire (FE=3,37, p=8,76.10%) spécifiquement au niveau des
dérégulations qualitatives. A l'inverse, les genes dérégulés quantitativement étaient
enrichis spécifiquement dans la voie de signalisation Jak-STAT (FE=3,10, p=3,81.10-8) et
la voie de Signalisation des Chemokines (FE=2,89, p=2,49.10-8). Dans les cellules ATLL,
on observait un enrichissement du terme “Spliceosome” (FE=3,82.10-12) spécifiquement
au niveau des genes dérégulés qualitativement, ou bien encore Cycle Cellulaire
((FE=2,79, p=1,50.10-21) spécifiquement au niveau des genes dérégulés a la fois en
transcription et en épissage. Certains enrichissement étaient retrouvés a la fois au
niveau des génes dérégulés quantitativement et qualitativement, comme c’est le cas par
exemple pour le terme “Pathway in Cancer” au niveau des ATLL ou bien encore

“Hematopoietic Cell Lineage” pour les cellules non transformées (FIGURE 38).
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Figure 38. Etude ontologique des génes dérégulés quantitativement et qualitativement dans les clones T CD4+
infectés ainsi que les ATLL.

Les diagrammes de Venn représentent le nombre de génes dérégulés au niveau
quantitatif (en blanc), qualitatif (en gris) ou bien les deux (en gris clair). En accord avec
nos validations par RT-PCR et RT-PCR quantitatives, le seuil de significativité a été placé
a 1,2 (p<0,05) pour 'expression globale du gene (fc: fold change) ainsi que pour l'indice
d’épissage (SI: splicing index). L’analyse ontologique des genes dérégulés a été réalisée
par le logiciel en ligne DAVID. Sont représentés les 5 plus forts KEGG pathway. FE= fold
enrichment.
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B.4/ Effet antiprolifératif de la Sudemycin E sur les lignées cellulaires transformées HTLV-1

positives

Le nombre important d’évéenements d’épissage dans les ATLL suggérait que ces cellules
pourraient étre dépendantes d'une forte activité du spliceosome. Nous avons donc
analysé si des inhibiteurs du spliceosome, les Sudemycin E et D1 (Fan et al. 2011),
avaient un effet sur 2 lignées cellulaires transformées HTLV-1 positives: MT2 et HuT-
102. Des cellules T CD4+ primaires ainsi que la lignée cellulaire transformée HTLV-1

négative MOLT4 ont été utilisées comme controle.

La viabilité des cellules apres 72h d’exposition a une gamme croissante de Sudemycin E
ou D1 a été analysée par des tests MTT (Figure 39A). En ce qui concerne la Sudemycin
E, on peut observer que les cellules T CD4+ primaires ainsi que la lignée cellulaire
MOLT4 présentent une légere diminution de leur viabilité avec 'augmentation de la
concentration de la Sudemycin E. A l'inverse, la viabilité des lignées MT2 et HuT-102
étaient inhibée de moitié avec des concentrations respectives de l'ordre de 0,3uM et
1uM de Sudemycin E (FIGURE 39A). En ce qui concerne la Sudemycin D1, elle avait des
effets cytologiques plus importants quel que soit le phénotype des cellules, infectées ou

non (FIGURE 39A).

Les effets des Sudemycin E et D1 ont été par la suite étudiés dans le temps. La figure
39B représente les effets de 1 uM de Sudemycin E et D1 sur une période de 96h. On
observe que la Sudemycin D1 induit la mort de tous les types cellulaires. A l'inverse, les
effets du traitement des cellules a 1uM de Sudemycin E sont variables en fonction du
statut d’infection des cellules. Alors que I'on peut observer que la viabilité des 4 types
cellulaires est diminuée dans les deux premiers jours de traitement a la drogue, on
observait son augmentation apres 48H de traitement pour les cellules T CD4+ primaires
ainsi que la lignée MOLT4. A l'inverse, on peut observer que I'effet de la Sudemycin E sur

les lignées infectées MT2 et HuT-102 était persistant (FIGURE 39B).
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Figure 39. Effet de la sudemycin E sur les lignées infectées par HTLV-1.

(A) La viabilité cellulaire a été déterminée par des tests MTT 72h apres exposition a la
Sudemycin E ou D1 aux concentrations indiquées. (B) Effets de I'exposition des cellules a
1pg de Sudemycin E ou D1 dans le temps. Les expériences ont été réalisées deux fois en
triplicata pour chaque type cellulaire. Les données représentent les valeurs moyennes
normalisées, avec les écart-types standard.
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C/ Discussion

Ces résultats décrivent pour la premiere fois les profils d’expression d’exons des cellules
T CD4+ infectées par HTLV-1 in vivo. Nos données de classification hiérarchique des
expressions d’exons révelent un ensemble de 2218 genes pour lesquels I'épissage
alternatif apparait spécifique du phénotype des cellules non-infectées, infectées non-
transformées et des ATLL (FIGURE 36). L’infection par HTLV-1 induit des modifications
d’expression d’exons dans des genes dérégulés quantitativement mais également, pour
la moitié d’entre elles, dans des genes non modifiés quantitativement (fc<1.2). L’analyse
ontologique des évenements d’épissage révele que ces genes sont engagés dans des
voies fonctionnelles tels que « cycle cellulaire » ou « cancer », qui font sens avec les
effets cytopathogenes du virus. Aussi, en conservant les parametres d’analyse des clones
non-transformés, nous démontrons que les profils d’exons des ATLL portent 11 fois plus
de modifications que leurs contreparties non-tumorales, en comparaison aux clones T
CD4+ non infectés utilisés controles. Nous avons par ailleurs montré que 4 événements
d’épissage étaient récurrents dans 6 ATLL supplémentaires. Ces données suggerent une
dérégulation de la machinerie d’épissage dans les cellules infectées et transformées par
HTLV-1. Conformément a cette hypothese, les cellules de lignées transformées par
HTLV-1 présentaient une sensibilité accrue aux effets de la drogue du spliceosome
Sudemycin E, comparée aux cellules T-CD4+ primaires et aux cellules immortalisées

non-infectées MOLT4.

Nos analyses transcriptomiques des clones T CD4+ issus d’individus naturellement
infectés par HTLV-1 mettent a jour une reprogrammation complexe du transcriptome
des cellules hétes incluant des modifications quantitatives, qualitatives ou encore la
combinaison des deux. De facon intéressante, 'ontologie de ces génes montre que ces
différents modes de régulations affectent chacune des voies fonctionnelles distinctes,
suggérant que l'altération des processus d’épissage pourrait constituer une nouvelle
stratégie pour HTLV-1 dans le contréle de I'expression des genes de ses cellules hotes.
L’'importance des dérégulations d’épissage alternatif a été jusqu’ici globalement ignorée
par les études des relations du HTLV-1 avec sa cellule hote, qui se sont focalisées
uniquement sur les dérégulations quantitatives de I'expression des genes (Pise-Masison

et al. 2002; Koga et al. 2004; Tsukasaki et al. 2004; Fung et al. 2005; Sasaki et al. 2005;
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Oliere et al. 2010; Watanabe et al. 2010; Kress et al. 2011; Chevalier et al. 2012). Nos
résultats démontrent ici clairement qu’outre les aspects quantitatifs des dérégulations
géniques, l'infection par HTLV-1 s’accompagne aussi de modifications qualitatives de
nombreux transcrits cellulaires qu’il reste aujourd’hui a caractériser au niveau
fonctionnel. Ces données ouvrent de nouvelles voies d’investigations et augmentent
notre niveau de compréhension des mécanismes qui sous-tendent la persistance de

'infection et la transformation maligne associée au HTLV-1.

La régulation de l'épissage alternatif est un processus clé dans la différentiation
cellulaire, ainsi que dans I'ensemble des mécanismes qui gouvernent la survie et la mort
cellulaire. L’altération de l'expression d’exons a aussi été étroitement liée aux
pathologies humaines, telles que les cancers (Cooper et al. 2009; Kalsotra and Cooper
2011). Le métabolisme et les capacités métastatiques des cellules cancéreuses ont été
étroitement liés a des événements d’épissage alternatif (Kaida et al. 2012). Par exemple,
les cellules infectées par HTLV-1, sous les effets de I'activation de la voie NF-kB par Tax,
expriment préférentiellement l'isoforme d’épissage BCL-XL aux propriétés anti-
apoptotique au détriment de la forme courte BCL-XS pro-apoptotique (Tsukahara et al.
1999; Nicot et al. 2000a; Mori et al. 2001). Les annotations manuelles des profils
d’expression d’exons des cellules infectées par HTLV-1 indiquent ici que I'événement
d’exon le plus représenté est la cassette exon, correspondant a I'inclusion ou I'exclusion
de I'exon alternatif dans I’ARN messager final. Ce type d’évenement peut conduire a la
production d’isoforme protéique ayant des réles différents voire antagonistes. En effet,
I'expression alternative d’'un exon du géne TNFRSF6 induit la production de 2 isoformes
du récepteur FAS, ayant des activités antagonistes : I'isoforme membranaire impliquée
dans la transduction des signaux pro-apoptotique, et I'isoforme soluble qui protége de la
mort cellulaire (Cheng et al. 1994). De maniere similaire, le stress cellulaire influence
I'épissage alternatif du gene MDM2, générant un grand nombre d’isoforme présentant
une activité antagoniste de p53 réduite. Ces dérégulations d’épissage de MDM2
aboutissent a I'induction de la mort cellulaire par la perte de la régulation négative de
p53 par MDM2 (Jeyaraj et al. 2009; Dutertre et al. 2010). Dans notre étude, notre
approche par RT-PCR nous a permis de valider des modifications d’expression de
cassette exon sur différents génes au niveau des cellules infectées par HTLV-1,

transformées ou non. Certaines d’entre elles pourrait étre responsables de modifications
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de structure de I’ARN messager de PMPCB, DNA primase 1, cyclin D3, NOXA/PMAIP1,
CLASP1, interférant potentiellement dans la régulation de I'activité mitochondriale, de la
réplication de I'ADN, du cycle cellulaire, de l'apoptose et de la ségrégation des
chromosomes, , respectivement (Maiato et al. 2003; Kozar and Sicinski 2005; Ploner et

al. 2008; Luczynski et al. 2009; Patel etal. 2011).

Le nombre important de modifications d’épissage alternatif dans les cellules infectées
par HTLV-1 suggere que l'infection pourrait détourner l'activité du spliceosome. Nos
données montrent que les lignées cellulaires infectées MT2 et HuT-102 présentent une
sensibilité accrue aux effets de I'inhibiteur du spliceosome Sudemycin E comparé aux
cellules T CD4+ primaires non-infectées. Ces données sont en adéquation avec les
travaux de Fan et al qui démontraient une meilleure efficacité des drogues dans
'altération des épissages alternatifs des cellules tumorales par rapport a leurs
contrepartie non-tranformées (Fan et al. 2011). De facon intéressante, nos données
montrent que l'utilisation a faible dose de la Sudemycin E permet d’induire une
mortalité des lignées HUT102 et MT-2 alors que les cellules MOLT4 transformées et
non-infectées restaient insensibles. Ces résultats suggérent que les cellules tumorales

HTLV-1 puissent étre plus sensibles que d’autres tumeurs aux drogues d’épissage.

En conclusion, nous démontrons dans ce travail que des altérations de I'épissage
alternatif accompagnent I'expansion clonale des cellules T CD4+ infectées par HTLV-1 in
vivo. Ces réarrangements qualitatifs culminent au stade tumoral de linfection et
définissent un nouveau mécanisme de controle de I'expression des genes cellulaires par
HTLV-1. Les travaux futurs, notamment a travers la dissection des mécanismes
moléculaires qui relient HTLV-1 a [I'épissage cellulaire, permettront de mieux
comprendre le rdéle de ces modifications qualitatives de l'expression des genes

cellulaires, dans la physiopathologie de l'infection.
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2/ PARTIE 2: L’activation de la voie NF-kB par la protéine Tax du HTLV-1 induit
I'expression du variant d’épissage CD44v10 via un enrichissement de I’ARN

polymérase II.
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A/ Introduction

La voie NF-kB est constitutivement activée dans les cellules infectées par HTLV-1.
L’oncoprotéine virale Tax a été identifiée comme un acteur majeur de son hyper-
activation et en conséquence de la transcription d'un grand nombre des genes cibles
participant au controle de la réponse inflammatoire et de l'’expansion clonale des
cellules infectées (Lacoste et al. 1995; Mori et al. 1999; Currer et al. 2012; Shirinian et al.
2013). Par l'utilisation de mutant de Tax, il a été montré que 'activation de la voie NF-kB
est indispensable pour I'immortalisation de lymphocyte T humain par Tax (Robek and
Ratner 1999). Le mutant Tax M22 porteur des mutations T130A et L131S est incapable
d’interagir avec le IKKy et perd sa capacité a activer la voie NF-kB. Contrairement a sa
contrepartie sauvage, Tax M22 a été montrée comme incapable d’'inhiber les fonctions
transcriptionnelles de p53 (Pise-Masison et al. 2000) et ne permet pas 'activation du
promoteur BCL-X et la surexpression de I'isoforme BCL-XL (Tsukahara et al. 1999). Chez
I'animal, I'infection expérimentale par des clones infectieux exprimant un mutant de Tax
défectif pour l'activation de la voie NF-kB ne permet pas la transformation maligne des
cellules T. L’ensemble de ces données souligne I'importance de NF-kB dans les processus
oncogeénes liés a HTLV-1. L’inhibition de la voie NF-kB dans les cellules ATLL permet
d’induire I'apoptose, ce qui définit également la voie de signalisation de NF-kB comme
une cible thérapeutique d’intérét (Mori, 1999 et 2002). Bien que les effets de I'activation
de NF-kB aient été largement décrits au niveau transcriptionnel, leurs impacts sur les

événements d’épissage alternatif dans les processus d’oncogenese sont peu abordés.

Par des approches d'immunoprécipitation de la chromatine spécifique de RelA et de
séquencage haut débit de 'ADN de cellules HeLa exposées au TNFaq, il a été montré que,
outre sa distribution au niveau de promoteurs cellulaires, la protéine p65/RelA pouvait
également étre retrouvée enrichie au niveau de régions intragéniques et
préférentiellement au niveau de séquences introniques (Xing et al. 2013). Ces données
suggerent que p65/RelA puisse avoir d’autres fonctions que celles décrites aujourd’hui
dans les phases d’initiation de la transcription. Dans ce contexte, sans aborder
précisément son mécanisme d’action, l'exposition au TNFa (Facteur de nécrose
tumorale, un activateur de la voie NF-kB) des cellules de carcinome colorectal permet

d’induire I'épissage alternatif du gene CD44 et d’'influencer l'adhésion cellulaire
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(Barshishat et al. 2002). Ces résultats proposent que l'activation de la voie NF-kB

pourrait participer aux processus de régulation qualitatif des genes.

L’ensemble de ces données nous a amené a rechercher si, outre ses effets quantitatifs
sur l'expression des genes, I'activation de la voie NF-kB par Tax pouvait également
s’accompagner de réarrangements a I'échelle de I’exon. Pour ce faire, nous avons étudié
a I’échelle cellulaire les effets de Tax et du mutant Tax M22 sur les profils d’expression
d’exon. Nos données montrent que Tax promeut une dérégulation qualitative des ARN
cellulaires en partie dépendante de l'activation de la voie NF-kB. En particulier, nos
travaux montrent que Tax induit 'expression de l'isoforme d’épissage CD44v10 de

maniere NF-kB dépendante, a travers le recrutement de '’ARN polymérase II.
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B/ Résultats

B.1/ Dérégulation de I’épissage alternatif cellulaire via I'activation de la voie NF-kB par

Tax

Afin d’analyser les effets sur I'épissage alternatif, de I'activation de la voie NF-kB par
Tax, des cellules HEK293T LTR-GFP ont été transitoirement transfectées par le plasmide
controle (psg5-vide), le plasmide d’expression de la protéines Tax sauvage (psg5-Tax
WT) ou un mutant de Tax incapable d’activer la voie NF-kB (psg5-Tax M22). L’efficacité
de transfection a été vérifiée par cytométrie en flux pour l'expression de la GFP sous le
contrdle du LTR du HTLV-1. Les efficacités de transfections étaient supérieures a 75% et
étaient identiques entre les vecteurs Tax WT et Tax M22 (données non montrées). Les
profils d’expression des exons des ARN totaux provenant de 3 transfections
indépendantes ont été analysés par puces exons spécifiques (Affymetrix), 48h apres
transfection. Les données de puces ont été comparées entre les cellules exprimant Tax et
les cellules contrdles (psg5-vide) selon la méthode de l'index d’épissage (SI, pour
splicing index), qui est basée sur la normalisation de l'intensité du signal de l'exon
d’intérét avec la médiane d’expression de la totalité des exons du gene d’intérét. Cette
approche permet de tenir compte du niveau global de l'expression du géne. Les
changements d’expression du géne (FC, pour fold change) ont été considérés significatifs
lorsqu'’ils atteignaient la valeur de 1,2 avec une p-value p<0,05. Le seuil de significativité

de SI a été fixé a 1,45 avec p<0,05 en accord avec nos validations par RT-PCR.

La figure 40A exprime le nombre de genes modifiés quantitativement (en blanc),
qualitativement (en gris foncé), ou les deux (en gris claire). Dans les cellules transfectées
transitoirement avec le psg5-Tax WT, 2687 génes étaient altérés quantitativement, 856
genes qualitativement (1041 évenements), et 308 genes étaient altérés a la fois
quantitativement et qualitativement (439 évenements). En comparaison, dans les
cellules transfectées avec Tax M22, 595 genes étaient altérés quantitativement, 328
genes qualitativement (341 évenements), et 26 genes a la fois quantitativement et

qualitativement (29 événements) (FIGURE 40A).
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Ces données indiquent que la perte de la capacité a activer la voie NF-kB par Tax se
traduit par une diminution de 4,8 fois du nombre de genes dérégulés quantitativement
(2995 vs 621 genes) (FIGURE 40A). Ces données sont en accord avec les travaux
précédant montrant I'importance de l'activation de la voie NF-kB dans les mécanismes

de dérégulation transcriptionnelle médiés par Tax (Ng et al. 2001).

Par ailleurs, au niveau des dérégulations qualitatives, on a observé une diminution d’un
facteur de 3,2 du nombre de genes dérégulés dans leur épissage, suggérant I'implication
de l'activation de la voie NF-kB dans la régulation de I'épissage alternatif. Cependant,
I'expression du Tax M22 était aussi associée a la dérégulation d’épissage alternatif de
354 genes, indiquant que Tax est capable de moduler I'épissage alternatif de facon
indépendante a 'activation de la voie NF-kB. Enfin, on observe une diminution de plus
de 11 fois du nombre de gene dérégulés a la fois quantitativement et qualitativement
entre les cellules Tax WT comparées aux controles, et les cellules Tax M22 comparées
aux contrdéles (308 vs 26). En d’autres termes, 26% (308/1164) des génes dérégulés
qualitativement étaient aussi dérégulés quantaitativement dans les cellules Tax WT,
alors que ce chiffre n’était que de 7% (26/354) dans les cellules Tax M22. Ces données
indiquent que l'activation de la voie NF-kB induit un nombre important de modifications
qualitatives de génes modifiés quantitativement, mais également des génes n’étant pas

quantitativement modifiés entre les conditions Tax positives et contrdles.

Les évenements d’épissage alternatif ont été visualisés et annotés manuellement a I'aide
des sites ELEXIR et FASTERDB développés par I'équipe de Didier Auboeuf au Centre de
Recherche en Cancérologie de Lyon (CRCL). Dans les cellules exprimant Tax WT ou Tax
M22, les proportions de chaque type d’évenement d’épissage alternatif étaient
semblables. La majorité des événements observés étaient des cassettes exons (environ
60% des évenements). En deuxieme position, les sites de polyadénylation alternatifs
représentaient environ 10% des évenements observés (FIGURE 40B). Ces différences
semblent cependant plus représentatives de la description de ces événements dans les

banques de données plutét que des effets de Tax.
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Figure 40. Distribution des modifications d’expression d’exons dans les cellules HEK293T LTR-GFP exprimant
Tax WT ou Tax M22.

(A) Distribution des modifications quantitatives et qualitatives des genes cellulaires
dans les cellules exprimant Tax WT ou Tax M22 en comparaison au controle psg5-vide.
Les diagrammes de Venn représentent le nombre de génes dérégulés au niveau
quantitatif (en blanc), qualitatif (en gris) ou bien les deux (en gris clair). En accord avec
nos validations par RT-PCR et RT-PCR quantitatives, le seuil de significativité a été placé
a 1,2 (p<0,05) pour I'expression globale du gene (fc : fold change) et a 1,45 pour l'indice
d’épissage (SI: splicing index). (B) Les graphiques représentent la distribution de
chaque type d’événements d’exon alternatifs d’apres la base de données FASTERDB.
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Les données des puces ont été validées par RT-PCR spécifiques d’exons. Au total, les
analyses par RT-PCR de 24/30 (80%) évenements d’exon cassette sélectionnés
aléatoirement étaient retrouvés significatifs et identiques aux données de puces
(FIGURE 41). Par exemple, I'inclusion de I'’exon 9 du gene GLYR1 ou encore I'exclusion
de I'exon 6 de RBM10 sous l'effet de Tax ont pu étre validés par cette approche. Certains
des événements d’épissage étaient partagés entre les cellules exprimant Tax WT et Tax
M22, suggérant que ces modifications d’épissage étaient indépendantes de I'activation
de NF-kB. Parmi elles, 'expression de I'isoforme portant 'exon 7 du gene TBC1D23 était
retrouvée augmentée dans les cellules exprimant Tax WT et Tax M22, alors que
I'augmentation de I'expression de I'isoforme MYOS5A portant I'exon 30 était uniquement

retrouvée dans les cellules exprimant Tax WT (FIGURE 41).

Une analyse ontologique des génes modifiés en épissage a été réalisée avec la base de
donnée DAVID en utilisant pour référence les génes explorés par les puces exons
(FIGURE 42). La figure 42 présente les Top 5 des voies fonctionnelles (KEGG pathway)
enrichies par les genes subissant des changements quantitatifs (en blanc), qualitatifs (en
gris foncé) ou les deux (en gris claire). De fagon intéressante, les génes dérégulés
qualitativement étaient le plus souvent engagés dans des voies biologiques distinctes de
ceux modifiés au niveau quantitatif. Par exemple, la voie “Pathway in Cancer”
apparaissait portée que par les genes modifiés en épissage dans les conditions Tax WT
et Tax M22 (Figure 42). Les voies “MAPK signaling” et “Focal adhesion” apparaissait
quant a elles portées par des génes subissant des modifications quantitatives ou
qualitatives. Vraisemblablement expliqué par le faible nombre de genes, l'analyse
d’ontologie des génes modifiés quantitativement et qualitativement dans les cellules Tax

M22 était infructueuse (FIGURE 42).

L’ensemble de ces données met en évidence, qu'en parallele de son effet sur la
régulation quantitative de I'expression des génes cellulaires, 'activation de la voie NF-kB
par Tax induit des modifications qualitatives des transcrits cellulaires impliqués dans
des voies de signalisation (MAPK et Cancer) de la prolifération et I'immortalisation

cellulaire.
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Figure 41. Validation des événements d'épissage dans les cellules exprimant Tax WT et Tax M22.

Les RT-PCR spécifiques d’exons ont été réalisées a partir des échantillons d’ARN utilisés
pour les puces exons. Les nombres indiquent les tailles attendues des produits de PCR.
Les fleches représentent la position des amorces utilisées pour les amplifications. En
dessous des gels sont indiquées les valeurs moyennes du taux d’inclusion d’exon
(* p<0,05; ** p<0,01 ; *** p<0,001).
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Figure 42. Analyse ontologique des génes dérégulés en transcription et en épissage dans les cellules
exprimant Tax WT et Tax M22.

Les diagrammes de Venn représentent le nombre de genes dérégulés quantitativement
(en blanc), qualitativement (en gris) ou bien les deux (en gris clair). En accord avec nos
validations par RT-PCR et RT-PCR quantitatives, le seuil de significativité a été placé a
1,2 (p<0,05) pour I'expression globale du gene (fc: fold change) et 1,45 pour l'indice
d’épissage (SI: splicing index). L’analyse ontologique des genes dérégulés a été réalisée
par le logiciel en ligne DAVID. Sont représentés les 5 plus fort KEGG pathway. NS : non
significatif.
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B.2/ Régulation de I’expression de CD44 par Tax

Parmi les genes modifiés de facon NF-kB- dépendante dans leur épissage et leur niveau
d’expression dans les cellules Tax positives, le gene CD44 a été choisi pour aborder les
mécanismes moléculaires qui relient Tax et I'épissage alternatif. CD44 code une
glycoprotéine membranaire impliquée dans les interactions cellule-cellule, 'adhésion et
la migration cellulaire. Elle est notamment impliquée dans I'activation lymphocytaire et
le homing. Ce gene présente 9 exons variables (v2-v10), situés entre les exons constants
5 et 8 (FIGURE 43A). Certaines isoformes d’épissage de CD44, tels que l'isoformes
CD44v6, ont été associées aux mécanismes de métastase (FIGURE 43A) (Pals et al.
1993; Sleeman et al. 1995; Negi et al. 2012; Williams et al. 2013). L’épissage alternatif de

CD44 a éte largement étudié mettant a disposition de nombreux outils moléculaires.

Les données de puces exons ont été validées par de nouvelles transfections transitoires
des cellules HEK293T avec les vecteurs d’expression psg5-vide, psg5-Tax WT ou psg5-
Tax M22. Les ARN totaux ont été extraits a 48 heures post-transfection. L’expression du
gene CD44 a été controlée par RT-PCR avec les oligonucléotides situés sur les exons
constants 5 et 8 (FIGURE 43A). La figure 43B montre que le signal correspondant au
fragment de PCR de la jonction exon 5 et exon 8 est plus intense dans les cellules
exprimant Tax WT que dans les cellules controles ou Tax M22, confirmant I'effet positif
de Tax sur l'expression globale du gene CD44 (Zhang et al. 2011). De plus, dans la
condition Tax WT, des bandes additionnelles étaient présentes, indiquant 'inclusion
d’exons variables. Ces bandes additionnelles n’étaient pas observées dans les conditions
contrdle et Tax M22, ce qui suggérait un effet dépendant de I'activation de la voie NF-kB.
Ces données ont été validées par RT-PCR quantitative ciblant ’exon constant 2 du CD44,
considéré comme un témoin du niveau d’expression du gene. L’exon E2 du CD44 était
retrouvé 2,5 fois plus abondant dans les cellules Tax WT que dans les cellules contréles
(p<0,0001, Mann Whitney) alors que son expression restait inchangée apres
transfection des cellules avec le vecteur d’expression Tax M22 (FIGURE 43C). Afin de
caractériser les exons variables inclus dans les transcrits CD44 des cellules exprimant
Tax, nous avons amplifié cette région variable par Nested-RT-PCR a l'aide
d’oligonucléotides spécifiques de chaque exon variable. La figure 43D illustre le

positionnement des d’oligonucléotides et présente un résultat typique des essais
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réalisés en triplicate. Sous l'expression de Tax WT, l'expression du gene CD44
s’accompagnait d’'une augmentation de l'inclusion des exons variables v3, v6, v7, v8, v9
et v10. Sur I'’ensemble des réplicas, I'expression du variant v10 était récurrente sous

I'effet de Tax.
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Figure 43. Induction de I'expression et de l'inclusion des exons alternatifs de CD44 par Tax WT dans les
cellules HEK293T.

(A) Schéma de 'ARN pré-messager CD44 et position des oligonucléotides utilisés. (B)
PCR avec les oligonucléotides situés sur les exons constants 5 et 8 (fleches rouges sur le
schéma), dans les trois conditions : Ctrl, Tax WT et Tax M22. (C) RT-PCR quantitative sur
I'exon constant 2 du CD44 dans les 3 conditions. (D) Nested-PCR avec des
oligonucléotides spécifiques des exons variables et de I'’exon constant 7 (fleches noires
sur le schéma) dans les 3 conditions. RT-PCR représentative de plus de 3 essais. a.u.:
arbitrary units.
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Ayant identifié I'expression du transcrit CD44v10 dans les cellules exprimant Tax, nous
avons recherché si I'apparition de ce transcrit coincidait avec I'apparition du variant
protéique CD44v10 a la membrane plasmique des cellules. Pour ce faire, nous avons
analysé par cytométrie en flux I'expression du variant CD44v10 a la surface de la
membrane plasmique des cellules HEK293T transitoirement transfectées par les
plasmides d’expression de Tax et d'un plasmide d’expression du CD44v10, comparé aux
cellules recevant le plasmide vide psg5. La figure 44 confirme I'apparition significative

d’une population exprimant le variant CD44v10 dans les conditions Tax et CD44v10.

Ces données nous ont amené a rechercher l'expression de l'isoforme d’épissage
CD44v10 dans les cellules infectées in vivo et dans les lignées transformées par HTLV-1.
Pour ce faire, nous avons tout d’abord recherché par RT-PCR quantitative en temps réel
I'expression de ce variant dans les cellules de la lignées MT-2 involuées ou non pour
I'expression de Tax par interférence a ARN (siRNA). Comme le montre la figure 45A, les
essais de quantification en temps réel par qRT-PCR permettait de confirmer une
diminution de 60% des transcrits Tax dans la condition siRNATax, comparée a la
condition controle siRNA-luc (p=0,0003, Mann Whitney). La réduction des transcrits Tax
s’accompagnait d’'une diminution de 25% (p=0,002, Mann Whitney) de l'expression
globale de CD44 (exon E2) et d'une diminution de 45% (p=0,003, Mann Whitney) de
I'expression du variant v10. Ces différences d’expression des exons E2 et V10 étaient
significatives (0,028, Mann Whitney) soulignant I'importance de Tax dans l'inclusion de
I'exon variable (FIGURE 45A). L'expression de I'ARN CD44v10 a également été
recherché dans des clones T CD4+ obtenus par culture en dilution limite de cellules
circulantes de patients infectés en absence de malignité. L’expression de CD44v10 a été
quantifiée par qRT-PCR dans 7 clones infectés et 7 clones non infectés. Comme le montre
la figure 45B, 'expression du variant v10 était significativement supérieure dans les
clones infectés en comparaison aux clones non infectés (p=0,047). Cette expression était
positivement corrélée a I'expression de Tax mesurée par qRT-PCR (R=0,85, p=0,0119,

Pearson) (FIGURE 45C).
L’ensemble de ces données indique que Tax induit une surexpression ainsi qu'une

inclusion d’exon alternatif de CD44 dépendante de I'activation de la voie NF-kB, en

particulier 'inclusion de I’exon variable v10 de CD44. L'induction de I'exon v10 par Tax
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aboutit a I'expression de I'isoforme protéique CD44v10. Cette régulation de I'expression
de I'’exon variable v10 de CD44 par Tax est retrouvée au niveau de la lignée lymphoide
HTLV-1 positive MT2. De plus, nous avons pu montrer une corrélation positive entre
I'expression de Tax et de l'apparition de l'exon v10 de CD44 in vivo au niveau de
lymphocytes T CD4+ provenant de patients naturellement infectés par le virus. Ces
données suggerent que les relations qui lient Tax a I'épissage alternatif du gene CD44

sont identiques entre notre modele in vitro et les cellules T infectées in vivo.
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Figure 44. Etude de I'expression protéique de CD44 par FACS.

Les cellules HEK293T transfectées transitoirement avec un vecteur exprimant Tax WT
ou CD44v10 ont été analysées en cytométrie en flux pour l'expression du variant
CD44v10 a la surface des cellules a 48H post-transfection.
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Figure 45. Corrélation entre I'expression de Tax et I'expression de CD44v10 dans la lignée MT2 ainsi que des
clones T CD4+ infectés par le virus HTLV-1.

(A) RT-PCR quantitative de I'expression de CD44v10, CD44 E2 et Tax dans la lignée MT2
involuée ou non pour l'expression de Tax par siRNA. (B) RT-PCR quantitative de
I'expression de CD44v10 dans des clones T CD4+ infectés ou non par HTLV-1, issus d'un
clonage en dilution limite de PBMC provenant de patients naturellement infectés par le
virus. (C) Corrélation positive entre I'expression de Tax et 'expression de CD44v10 dans
les clones T CD4+ infectés par HTLV-1.
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B.3/ L’activation de la voie NF-kB par Tax induit le recrutement de ’ARN polymérase Il au

niveau des exons variables de CD44

Le gene CD44 a été largement étudié au niveau de la régulation de I'épissage de ces
exons alternatifs. Ses mécanismes d’épissage sont étroitement couplés a la transcription
et a la régulation de la chromatine, via notamment SWI/SNF, induisant les pauses de
I’ARN polymérase II (forme phosphorylée en sérines 5 du CTD) au niveau des régions
variables du gene, facilitant l'inclusion des exons variables en cours d’élongation de
transcription (Batsche et al. 2006). L’effecteur p65/RelA de la voie NF-kB semble
également jouer un role dans la phosphorylation de I'ARN polymérase II via le
recrutement du facteur P-TEFb en interagissant avec la cycline T1 et BrD4
(Bromodomain-containing protein 4). En effet, il a été montré que l'acétylation de
p65/RelA sur sa lysine 310 induit le recrutement de BRD4 qui a son tour recrute le
facteur d’élongation P-TEFb (Huang et al. 2009; Brasier et al. 2011; Zou et al. 2013).
Sachant que Tax intervient lui aussi également dans le complexe P-TEFb via la cycline T1
(Cho et al. 2010), ces données posent la question des mécanismes qui relient Tax, NF-kB
et la régulation de I’élongation de la transcription par I’ARN polymérase II dans les

processus d’épissage alternatif.

Pour adresser cette question, nous avons recherché si la distribution de I'ARN
polymérase II (ARNpolll) sur le promoteur et la région codante du CD44 pouvait étre
modifiée par I'expression des protéines Tax WT et Tax M22. La Figure 46A illustre les
positions des amorces utilisées pour I'amplification des séquences de CD44 et montre
que I'expression de Tax WT, et non celle de Tax M22, coincidait avec une augmentation
de 'occupation du promoteur CD44 par 'ARNpolll de 2,4 fois (p=0,001) par rapport au
contrdle. De facon intéressante, dans ces cellules, 'amplification de la région promotrice
CD44 immunoprecipitée par I'anticorps Tax était significativement plus importante que
dans les cellules controles (facteur 3,1, p=0,002, Mann Whitney) indiquant que Tax était
directement recrutée sur le promoteur du genes CD44. Ces effets n’étaient pas observés
dans la condition Tax M22 suggérant que le recrutement de Tax sur le promoteur CD44

s’opérait via I'activation de la voie NF-KB.

117



a-lgG1
2.5-
12345 vA3vdvovBvivevavioe 7 6 910 m Ctr
| erom MY EHHHHHHHHH000- Tanni
prom N TaxM22
- - — - = 5 15
o i P 3
promoter | | Ev2/lv2 Ev10/vi0 E7N7 e i
E1/11}
E2/E2 0
0.0 85 ’ T T
E1I1  E2E2 Ev2iv2 Ev10/v10 E7/7
C CD44 promoter D CD44 coding sequence
p=0,001 p=0,001 p=0,0003
6 3
B agG1 25 B Cul
- Il a-Tax 2.0- T TaxWT
4 . a-RNApolll . B Taxm22
E- p=0,002 i 1 i
£ i £ -
=] T = 2 1.0 K
0.5-
o ' . ' 0.0~

Citrl Tax WT Tax M22 . E111  E2/E2 Ev2/v2 Ev10/Iv10 E7/I7

Figure 46. Enrichissement de Tax et RNA polymérase II sur le promoteur et la région codante de CD44 dans
les cellules HEK293T.

(A) Schéma du géne CD44 et des régions amplifiées par PCR quantitatives. (B)
Immunoprécipitation de la chromatine avec Ianticorps non spécifique. (C)
Immunoprécipitation de la chromatine avec I'anticorps spécifique de I’ ARNpolll et de

Tax sur le promoteur de CD44. (D) Immunoprécipitation de la chromatine de I’ ARNpolll
sur la région codante de CD44.
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Au niveau de la région codante de CD44, nous avons utilisé 2 couples d’amorces pour
amplifier le début du gene (exonl/intronl (E1/I1) et exon2/exon2 (E2/E2)). Deux
autres couples ont permis I'amplification de la région comprenant les exons variables de
CD44 : Ev2/Iv2 et Ev10/Iv10. Pour finir, la fin du gene a été amplifiée avec les amorces
ciblant I'exon constant 7 (E7/17) (FIGURE 46A). Par cette approche, nous avons observé
dans les cellules controle une diminution progressive de la présence de I’ ARNpolll le
long de la séquence codante (FIGURE 46B). Dans les cellules Tax WT, on observait un
enrichissement globalement plus important de I ARNpolll le long du gene CD44 avec
une distribution distincte de celle des cellules contréles. En effet, dans ces cellules, la
présence de I’ ARNpolll augmentait respectivement d'une facteur 4 (p=0,001) et 3,3
(p=0,0003) au niveau de I'exon v2 et v10 dans les cellules exprimant par rapport aux
cellules contréles. A l'inverse, le profil de distribution de I’ARNpolll au niveau des
cellules Tax M22 restait inchangé comparé aux contrdles (FIGURE 46B). Ces données
indiquent que l'expression de Tax WT, et non Tax M22, induit un enrichissement des
I’ARN polymérase Il au niveau des exons variables de CD44. Cet effet de Tax sur

I’ARNpolll semble dépendant de I'activation de la voie NF-KB.

Afin de confirmer cette hypothese, nous avons recherché si 'activation de la voie NF-kB
était capable d’induire les mémes profils d’épissage alternatif et d’enrichissement de
I’ARNpolll sur le géne CD44 que ceux observés dans les cellules Tax. Pour ce faire, nous
avons exposé les cellules pendant 2 heures a 25ng/ml de TNFq, un activateur de la voie
NF-kB. Les expériences d'immunoprécipitation de la chromatine contre I’ARNpolll
montraient que ces cellules, comparées aux controles, présentaient un enrichissement
de I’ ARNpolll au niveau des exons variables v2 et vl10 de CD44 d’'un facteur de 2,9
(p=0,005) et 2,6 (p=0,01) respectivement (FIGURE 47B). Comme démontré par
Barshishat M & al., I'exposition des cellules HEK293T au TNFa s’associe a une inclusion

d’exons variables de CD44 dans 'ARN messager (FIGURE 47A) (Barshishat et al. 2002).
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Figure 47. Profil d’expression de I’ARN polymérase II au niveau du promoteur et de la région codante de CD44

dans les cellules HEK293T.

(A) Schéma du géne CD44 et des régions amplifiées par PCR quantitatives. (B) RT-PCR
avec les oligonucléotides situés sur les exons constants 5 et 8 de CD44 en présence ou
non de TNFa (25ng/ml). (C) Immunoprécipitation de la chromatine contre I ARNpolll
pSer5 sur le promoteur et la région codante de CD44 en présence ou non de TNFa
(25ng/ml) pendant 2h. RTPCR représentative de plus de 3 essais.
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B.4/ Tax, RelA et ARN polymérase Il : des régulateurs de I'épissage alternatif de CD44

Ayant mis en évidence une corrélation positive entre l'enrichissement de Tax et de
I’ARNpolll au niveau du promoteur de CD44, nous avons voulu regarder si Tax pouvait
également étre présente dans la séquence codante du gene CD44. Pour ce faire, des
expériences d'immunoprécipitation de la chromatine contre Tax ont été réalisées dans
les cellules controles, exprimant Tax WT ou Tax M22. De maniere intéressante, Tax était
retrouvée dans la séquence codante de CD44 avec une distribution hétérogene. Tax était
notamment retrouvé plus abondamment dans les régions codant les exons variables que
dans celles des exons constants (FIGURE 48). A l'inverse, le Tax M22 n’était pas

retrouvé au niveau de la séquence codante de CD44.

Nous avons dans un premier temps émis I'hypothese que ces différences entre Tax WT
et Tax M22 dans leur distribution au géne CD44 pouvait dépendre de leur capacité a
interagir avec ’ARNpolll. Pour ce faire, des expériences de co-immunoprécipitation des
proteines Tax et de ’ARNpolll ont été réalisées. Comme on peut le voir sur la figure 49,
en utilisant un anticorps spécifique de 'ARNpolll, on observait que Tax WT et Tax M22
co-immunoprécipitaient avec I’ ARNpolll. Réciproquement, en utilisant l'anticorps
spécifique de Tax, on observait que ’ARNpolll co-immunoprécipitait avec Tax WT et Tax
M22 (FIGURE 49). Les capacités de fixations a I ‘ARNpolll des protéines Tax WT et M22
semblaient identiques, indiquant que les différents effets de Tax WT et TaxM22 sur la
distribution de I’ ARNpolll au niveau du gene CD44 ne dépendait pas de leur affinité

pour ce complexe.

L’inclusion des exons variables de CD44 dans les cellules Tax étant activées via la voie
NF-KkB, nous avons voulu savoir si I'effecteur de la voie RelA était capable d’expliquer la
présence spécifique de Tax WT au niveau du gene CD44. En effet, une étude
d'immunoprécipitation de la chromatine spécifique de RelA suivi d'un séquengage haut
débit, a mis en évidence que RelA pouvait étre retrouvé au niveau des séquences

intragéniques dans les cellules HeLa (Xing et al. 2013).
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Figure 48. Distribution de Tax dans la séquence codante de CD44 dans les cellules HEK293T.

Immunoprécipitation de la chromatine contre Tax sur la région codante de CD44 dans
les cellules controles et exprimant Tax WT ou Tax M22.

122



IN

IP

Tax IgG polll F6 C20

Citrl

Tax WT

-

Tax M22

- 00
q-

l

Citrl

Tax WT

Tax M22

[

—
e
(-

Cirl

Tax WT

Tax M22

il

-
—-
—

WB: a-tax

WB: a-
RNApoalll

WB: a-p65
(C20)

Figure 49. Co-immunoprécipitation de I'ARN polymérase II, Tax et RelA.

Expériences de co-immunopréicpitation ciblant Tax, '’ARNpolll et RelA dans les cellules
transfectées par les vecteurs psg5-vide, psg5-Tax WT ou psg5-Tax M22. Co-

immunoprécipitation représentatives

de 3 essais

indépendant. Tax: anticorps

spécifique de Tax (1A3), polll : anticorps spécifique de '’ARNpolll (CTD4H8), F6 & C20 :

2 anticorps spécifiques de p65(RelA).
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Pour ce faire, dans un premier temps, nous avons analysé par des essais de co-
immunoprécipitation la capacité d’interaction entre Tax WT/Tax M22 et RelA (FIGURE
49). En utilisant I'anticorps spécifique de Tax, on observait que RelA co-
immunoprécipitait spécifiquement avec le Tax WT, alors qu’elle ne co-
immunoprécipitait pas avec le Tax M22. De méme, en utilisant 2 anticorps spécifiques de
RelA (F6 et C20), on observait que Tax WT co-immunoprécipitait spécifiquement avec
RelA par rapport au Tax M22 (FIGURE 49). Ces données indiquaient que Tax WT était

retrouvé spécifiquement dans des complexes avec RelA par rapport au Tax M22.

Dans un deuxieme temps, nous avons analysé la capacité d’interaction de RelA avec
I’ARNpolll dans les cellules controles, exprimant Tax WT ou Tax M22 (FIGURE 49). En
utilisant l'anticorps spécifique de RelA (C20), on observait que I'’ARNpolll co-
immunoprécipitait avec RelA dans les cellules contréles, exprimant Tax WT ou Tax M22.
Par contre, on observait que I'interaction de 'ARNpolll avec RelA était plus importante
dans les cellules exprimant le Tax WT (FIGURE 49). En effet, on pouvait observer sur le
western blot spécifique de [I’ARNpolll, que le signal correspondant a
I'immunoprécipitation de RelA avec I'anticorps C20 était plus intense dans les cellules
Tax WT que les autres cellules. De plus, en utilisant I'anticorps spécifique de RelA F6, on
pouvait observer que la co-immunoprécipitation de 'ARNpolll avec RelA donnait un
signal positif uniquement dans les cellules Tax WT (FIGURE 49). Pour finir, l'utilisation
de I'anticorps spécifique de ’ARNpolll, nous pouvons observer un signal positif de co-
immunoprécipitation de RelA avec I’ARNpolll uniquement au niveau des cellules Tax
WT (FIGURE 49). Ces expériences de co-immunoprécipitation révélaient que Tax WT, et
non Tax M22, interagissait avec RelA et 'ARNpolll endogénes et augmentait les niveaux
d’interaction de RelA avec I’ARNpolll. Ces données suggéraient que Tax WT pourrait

recruter RelA au niveau d'un complexe avec I’ARNpolIl.
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Figure 50. Distribution de p65 (RelA) au niveau du promoteur et de la région codante de CD44 dans les

cellules HEK293T.

Immunoprécipitation de la chromatine avec un anticorps spécifique contre RelA (p65)
sur la région codante de CD44 dans les cellules controles, exprimant Tax WT, ou
exposées au TNFa (25ng/ml) pendant 2h. Les enrichissement significatifs par rapport

au controéle sont marqués par les * (p<0,05).
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Nous avons analysé la distribution de RelA sur le gene CD44 dans les cellules exprimant
Tax WT ou traitées par le TNFa. Dans les conditions Tax WT et TNFa, on observe
respectivement un enrichissement d’'un facteur de 2,1 fois (p=0,004) et 3,4 fois
(p=0,0001) de RelA sur le promoteur de CD44 en comparaison aux cellules controdles
(FIGURE 50). De plus, on observait un enrichissement générale de RelA au niveau de la
région codante de CD44 par rapport aux cellules contrdles, avec notamment un
enrichissement significatif au niveau des exons variables (FIGURE 50). Ces données
indiquent que Tax, RelA et '’ARNpolll forment des complexes particulierement enrichis
dans la séquence codante du gene CD44 au niveau régions des exons variables suggérant
qu’ils puissent coopérer dans les mécanismes gouvernant 'inclusion de I'exon v10 dans

les transcrits.

L’ensemble de ces données nous amene a proposer un modele de régulation de
I'épissage alternatif de CD44 par Tax (FIGURE 51). Dans les cellules controles, les sites
d’épissage des exons alternatif de CD44 étant faibles, la cinétique d’élongation de 'ARN
polymérase Il ne permet pas l'inclusion des exons dans I’ARN messager final. Dans les
cellules exprimant Tax, I'activation de la voie NF-kB par Tax entraine la translocation de
RelA dans le noyau. Tax recrute RelA et 'ARN polymérase Il au niveau du promoteur et
la région variable de CD44. Tax et RelA pourraient étre embarquées dans le complexe
d’élongation. Par des mécanismes qu’il reste a démontrer, I'enrichissement de RelA au
niveau du complexe d’élongation s’accompagne d’'un ralentissement de la cinétique
d’élongation de I'’ARN polymérase II et conduit a I'inclusion des exons alternatifs dans
I’ARN messager final. Alternativement, Tax pourrait recruter RelA et 'ARN polymérase
II au niveau de site cryptique NF-kB présents dans la région codante de CD44,
ralentissant ainsi les ARNpolll en transcription, induisant l'inclusion des exons

alternatifs.
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Figure 51. Modéle d’étude des effets de Tax et de NF-kB sur la régulation du couplage transcription/épissage de
CD44 dans les cellules HEK293T.

Dans les cellules HEK293T controles, les exons variables de CD44 ne sont pas inclus
dans 'ARN messager du a une vitesse d’élongation de '’ARNpolll élevée. Lorsque Tax est
exprimée, Tax recrute RelA et '’ARNpolll au niveau du promoteur de CD44. On observe
aussi un enrichissement de Tax, RelA et '’ARNpolll au niveau de la région comprenant
les exons variables de CD44. Cet enrichissement pourrait étre la conséquence d’un
ralentissement de la vitesse d’élongation de ’ARNpolll a cause de la présence de Tax et
RelA dans le complexe de transcription, ou bien par le recrutement de complexe
RelA/RNApolll par Tax au niveau de la séquence codante de CD44, ralentissant ainsi la
vitesse des ARN polymérase Il en élongation. L’enrichissement de Tax, RelA et
I’ARNpolll au niveau des exons variables de CD44 est associé a I'inclusion de ces exons
dans I’ARN messager final.
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C/ Conclusion

Ce travail démontre que outre ses effets sur les niveaux de transcription des geénes
cellulaires, Tax influence également le transcriptome des cellules hotes sur le plan
qualitatif en intervenant dans la régulation de l'épissage alternatif. Dans les cellules
exprimant Tax, 70% des genes dérégulés qualitativement ne présentaient pas de
variations significatives de leur niveau d’expression par rapport aux controles,
indiquant que Tax est capable de moduler I'épissage alternatif indépendamment de ses
effets sur la régulation quantitative des genes. L’analyse ontologique indique que, sous
'effet de Tax, les modifications d’épissage alternatif concernaient majoritairement des
genes engagés dans les voies fonctionnelles controlant la prolifération et la
transformation maligne telles que « Cancer » ou encore « MAP Kinase ». Un nombre
important de ces modifications était dépendant des capacités de Tax a activer la voie de
signalisation NF-kB. En particulier, nos résultats indiquent que Tax induit I'inclusion de
I'exon variable v10 du géne CD44 dans les cellules infectées par HTLV-1 in vivo, les
lignées transformées par HTLV-1 et dans les cellules HEK293T transfectées
transitoirement. Au niveau moléculaire, les effets de Tax sur I'épissage alternatif de
CD44 étaient dépendant de l'activation de la voie NF-kB et s’accompagnaient d'un
enrichissement des protéines Tax et p65 (RelA) au niveau des exons variables de CD44,
coincidant avec une augmentation de ’ARN polymérase Il dans cette région. Ces
données définissent Tax comme un régulateur co-transcriptionnel de I'épissage via la

modulation de I'enrichissement de I’ARN polymérase II.

Nos résultats révelent que les effets de Tax sur I'expression des génes cellulaires ne se
limitent pas au recrutement de facteurs de transcription, de régulateurs de la
chromatine, et/ou de la phosphorylation de I'ARN polymerase Il au niveau des
promoteurs cellulaires, mais dépendent également des actions de Tax sur la régulation
du couplage transcription et épissage alternatif. Cette nouvelle fonction, n’étant pas
restreinte aux effets quantitatifs de Tax sur I’expression des genes, révele tout un pan de
dérégulations qualitatives mal connues jusqu’alors dans le cadre de l'infection. Une
étude récente a démontré les actions de Tax dans l'inhibition du systeme NMD (Non-
sens Mediated Decay), révélant in vitro des effets de Tax sur la demi-vie des ARN

cellulaires et viraux (Mocquet et al. 2012). Par ses actions combinées sur les processus
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d’épissage et NMD, Tax apparait comme un acteur majeur de la reprogrammation

qualitative des ARN cellulaires.

Les effets de 'activation de la voie NF-kB sur la transcription des genes contrdlant la
prolifération cellulaire et la réponse inflammatoire ont été largement décrits. Dans le
cadre de I'infection, de nombreux travaux définissent Tax comme un outil important de
dissection des mécanismes qui relient la voie NF-kB et I'expression des genes. Nos
données montrent que le nombre de gene quantitativement dérégulés est réduit
d’environ 5 fois lorsque Tax est rendu défectif dans l'activation de la voie NF-kB. Ces
données sont en accord avec les travaux précédents (Portis et al. 2001). Ces geénes
transcriptionnellement modifiés par NF-kB sont aussi caractérisés comme des acteurs
majeurs du développement tumoral associé a HTL-1. En effet, chez 'animal l'infection
expérimentale avec des provirus codant un Tax défectif pour la voie NF-kB ne
permettent pas la transformation maligne des cellules infectées (Yamaoka et al. 1996).
De méme l'inhibition de la voie NF-kB dans les cellules ATLL permet d’induire leur mort
par apoptose (Mori et al. 1999; Mori et al. 2002). Nos résultats indiquent qu’en plus des
défauts quantitatifs, le mutant Tax M22 présente une réduction importante de ses
capacités a moduler qualitativement I'expression des genes cellulaires, en modifiant 3
fois moins de geénes en épissage alternatif que sa contrepartie sauvage. Ces données
revisitent les effets de I'activation de NF-kB dans les cellules exprimant Tax et posent la
question du role des évenements d’épissage qui en résultent dans la persistance de

I'infection et le développement des pathologies associées a HTLV-1.

Au plan moléculaire, nos résultats révelent que l'expression de Tax induit une
augmentation de RelA fixée au geéne CD44 et plus particuliéerement dans les régions
codant les exons variables. L’exposition des cellules au TNFa permettait de reproduire
cette distribution qui était corrélée a I'inclusion de I'exon CD44v10. Ces données sont en
accord avec les effets du TNFa sur I'épissage du CD44 démontrés dans les cellules du
cancer du colon (Barshishat et al. 2002) et avec la distribution de RelA dans les régions
intragéniques et introniques identifiés dans les cellules HeLa (Xing et al. 2013). Les
données de Chip-seq anti-RelA disponibles sur la base de données UCSC
(http://genome.ucsc.edu/) indiquent également un enrichissement de RelA dans la

séquence codante de CD44 de lignées B infectées par EBV et exposées au TNFa. Nous
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montrons aussi que I'enrichissement de RelA par Tax et par TNFa coincident avec une
augmentation du nombre de RNA polymérase Il dans les régions d’exons variables du
géene (D44, suggérant que RelA pourrait influencer la cinétique de I'élongation
transcriptionnelle et son couplage avec I'épissage. Ces données rappellent les fonctions
de régulation co-transcriptionnelles de 1'épissage révélées pour d’autres facteurs de
transcription tels que WT1 ou PSF (Davies et al. 1998; Kameoka et al. 2004; Morrison et
al. 2008).

Il est aujourd’hui bien établi qu'une grande majorité des processus d’épissage alternatif
est couplée a la cinétique d’élongation de 'ARN polymérase Il par différents parametres
incluant le recrutement différentiel de facteur de transcription au niveau du promoteur,
les modifications post-traductionnelles du CTD de I'’ARN polymérase II, ou encore I'état
de compaction de la chromatine et les niveaux de méthylation de ’ADN (Montes et al.
2012a; Dujardin et al. 2013). Sachant que, outre l'activation des voies NF-KB, les effets
de Tax sur 'expression des geénes cellulaires reposent également sur de nombreuses
autres facteurs tels que CREB/ATF et SRF, les facteurs de remodelage de la chromatine
CBP/p300, HDAC et SWI/SNF, et les régulateurs de méthylation des histones et de
I’ADN, ces données font proposer que Tax puisse altérer 1'épissage alternatif par des
voies multiples, autres que NF-kB (Currer et al. 2012). Cette hypothese expliquerait en
partie les effets du mutant Tax M22 sur la dérégulation d’épissage alternatif de plus de
350 génes et ouvre d’autres voies d’'investigations des mécanismes reliant Tax et

I'épissage.

L’ARN du CD44v10 a pu étre retrouvé dans les cellules infectées par HTLV-1 issues d'un
clonage en dilution limite des PBMC d’individus infectés. Un travail précédant avait pu
rapporter que les variants CD44v6 et CD44v10 était retrouvés a la surface des cellules
circulantes de patients atteints de TSP/HAM, sans toutefois relier cette expression
directement aux cellules infectées. Bien que le faible nombre de cellules ne nous
permettait pas d’analyser au niveau protéique l'expression de ce variant dans les clones
issus de patient, nos données in vitro indiquent que I'expression du transcrits CD44v10
associée a Tax aboutissait a 'exposition a la surface des cellules des variants v10 de la
glycoprotéine d’enveloppe. Les variants CD44 ayant été décrits dans les phénomenes de

migration et d’'invasion cellulaires, il serait intéressant d’évaluer le réle du variant v10
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dans les capacités des cellules T infectées a traverser la barriere hémato-encéphalique et
atteindre le liquide céphalo-rachidien et le systeme nerveux central. Les variants de
d’épissage de CD44 ont été par ailleurs caractérisés pour leur capacités pro-invasives au
niveau de différents types de cellules cancéreuses (Williams et al. 2013). Leurs
expressions sont corrélées au stade avancé de certains cancers tels que les HNSCC (head
and neck squamous cell carcinoma) (Wang and Bourguignon 2011). L’activité de NF-kB
étant constitutive dans les cellules d’ATLL, il serait aussi intéressant d’évaluer
I'expression des variants d’épissage de CD44 dans les formes indolentes, chroniques,

lymphomateuses et aigues des ATLL.

En conclusion, ces résultats mettent a jour de nouvelles propriétés de Tax et de NF-kB
dans la régulation de I'épissage alternatif. Ces données pourraient expliquer le nombre
important de dérégulations d’épissage dans les cellules infectées issues de patient et
tout particulierement dans les ATLL ou l'activation de NF-KB est constitutive. Notre
compréhension des stratégies mises en place par HTLV-1 pour détourner la machinerie
d’expression des genes des cellules hotes doit donc étre revisitée afin d’intégrer que
certains transcrits, pouvant étre non modifiés dans leur abondance, peuvent subir des
remaniements d’épissage associés a Tax et produire des protéines de structures et de
fonctions différentes. Les travaux futurs devront s’intéresser a préciser les mécanismes
et les effets fonctionnels de ces modifications d’épissage pour en préciser les roles dans

I'infection chronique et la pathogeneése liées a HTLV-1.

131



MATERIELS ET METHODES
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1/ Culture Cellulaire

A/ Echantillons de patients

Les cellules mononucléaires périphériques du sang (PBMC) ont été obtenues a partir de
patients infectés par HTLV-1 et diagnostiqués TSP/HAM (n=3) ou ATLL (charge
provirale >95%) (n=9). La durée de maladie des patients TSP/HAM était respectivement
de 6, 11 et >26 ans. Les cellules T CD4+ proviennent de donneurs HTLV-1 négatifs.

B/ Clonage en dilution limite des cellules T

Apres soustraction des cellules adhérentes, les PBMC ont été clonées en dilution limite
dans des plaques Terasaki a la concentration de 0,1 cellules par puits. Les lymphocytes T
ont été cultivés dans du milieu RPMI 1640 contenant de la pénicilline et de la
streptomycine, du pyruvate sodium, une solution d’aminoacide non essentiel, du 2-
mercaptoethanlo, 10% de sérum humain AB, 100 U/ml d’IL2 recombinant (Chiron
corporation) et 75 uM d’inhibiteur d’intégrase d’HTLV-1 L-731,988 (Rabaaoui et al.
2008). Les plaques Teraski ont été incubées a 37°C pendant 14 jours. Les cultures
positives ont été transférées dans des plaques 96 puits a fond en U dans le méme milieu,
et ont été restimulées tous les 14 jours avec de la PHA (1 ug/ml). Une couche de cellules

irradiées servant de tapis nutritif (0,5 X 10¢/ml).

C/ Cytométrie en Flux

Pour le phénotypage des clones, les anticorps reconnaissant les marqueurs CD4 et CD8
ont été achetés chez DakoCytomation. Pour I'analyse de CD44v10 dans les HEK293T,
5.105 cellules par essai ont été reprises dans 500 puL de PBS 0,1% BSA et incubées sur la
nuit avec ou sans 'anticorps primaire anti-CD44v10 (AB2082). Apres deux ringages au
PBS, les cellules ont été incubées pendant une heure avec un anticorps secondaires
couplé au fluorochrome Alexa Fluor 555 (fluorescence rouge). Apres trois ringages au
PBS, les mesures ont été effectuées dans un volume total de 1 mL de PBS. Les données

ont été acquises avec FACScan et analysées avec CellQuest (Becton Dickinson).
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D/ Culture des lignées cellulaires

Les lignées cellulaires MOLT4 (cellules périphériques du sang d’un individu avec une
leucémie lymphoblastique aigiie), MT2 (cellules de sang de cordon infectées par HTLV-1
lors d’'une co-culture et des cellules infectées par le virus HTLV-1), HuT-102 (cellules
périphériques du sang de patient infectés par HTLV-1) ont été cultivées a 37°C en
atmosphere humide avec 5% de C02, dans du milieu RPMI supplémenté avec 10% de
sérum de veau feetal inactivé par la chaleur, de la L-glutamine, de la pénicilline (5 ug/ml)
et de la streptomycine (5 ug/ml). Les cellules HEK293T LTR-HTLV-1-GFP (lignée 293T
ayant intégré de facon stable un gene GFP sous controle du LTR de HTLV-1) et HEK293T
(cellules de rein embryonnaire humain) ont été cultivées en milieu DMEM (Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium) additionné de 10% de sérum de veau feetal (SVF), 100 pg/mL

de pénicilline et streptomycine.

E/ Transfections

Les cellules ont été transfectées avec le kit JetPRIME (Polyplus Transfection). 3.106
cellules HEK293T ont été ensemencées par boite de culture de 10 cm de diameétre. Le
lendemain, 500 pL de JetPRIMETM buffer ont été mélangés a 24 uL de JetPRIME et a 2
ug du plasmide d’intérét (psg5-vide, psg5-Tax WT, psg5-Tax M22). Apres une attente de
dix minutes, 500 pL de la solution de transfection ont été ajoutés dans chaque boite, puis
les cellules ont été placées dans I'incubateur a 37°C. Le lendemain, le milieu de culture a

été changé. Les cellules ont été récupérées 24h plus tard pour les expériences.

F/ Test de prolifération MTT

100 ul de milieu contenant 5 X 104 cellules ont été distribués dans des plaques 96 puits
en présence de concentrations variables de Sudemycine E (Fan et al. 2011) ou du DMSO.
Le jour du test, les cellules ont été incubées pendant 1h avec 15 ul de solution de
marquage MTT. Le surnageant a été enlevé et les cellules ont été ensuite incubées
pendant 1h a température ambiante avec 100 ul de solution de solubilisation. La densité

optique a été mesurée par un lecteur ELISA a 570 nm, en utilisant 650 nm comme
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référence. Le taux de prolifération cellulaire a été réalisé par le test MTT (Cell Titer 96®

Non-Radioactive Cell Proliferation Assay, Promega).

2/ Biologie moléculaire

A/ Extraction d’ARN et transcription inverse

L’ARN a été isolé par le TRIzol (Invitrogen), suivant les instructions du fabricant. La
concentration des ARN ainsi que leur pureté ont été déterminées par
spectrophotométrie ultraviolette (Nanodrop). Avant la transcription inverse, 'ARN a été
traité avec la DNAse (DNAse-freeTM, Invitrogen) suivant les instructions du fabricant,
pour prévenir toute contamination d’ADN. La synthese d’ADN complémentaire (ADNc) a
été réalisée a partir de 1 ug d’ARN en utilisant des amorces aléatoires, suivant les

instructions du fabricant (High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit, Invitrogen).

B/ Hybridation et analyse statistique des données de puces exon Affymetrix

5 ug d’ADNc ont été préparés et hybridés sur puces exon spécifiques (Affymetrix-
GeneChip Human Exon 1.0 ST arrays ou Exon-Junction arrays (Affymetrix)). Les données

des puces exons ont été annotées via FasterDB (http://fasterdb.lyon.unicancer.fr/) Les

données Affymetrix ont été normalisées par quantiles. La correction du bruit de fond
ainsi que la sélection des sondes ont été réalisées comme décrit précédemment (Clark et
al. 2007). Les analyses statistiques ont été réalisées en utilisant le test t de Student sur
les valeurs de I'indice d’épissage (splicing index (SI)), qui correspond au rapport entre 2
conditions expérimentales, de lintensité de l'expression de exon normalisé par

I'expression du gene (Clark et al. 2007).

C/ Réaction de polymérisation en chaine (PCR)

Les réactions de polymérisation en chaine ont été réalisées entre 30-35 cycles de
polymérisation, en utilisant la Hercule II Fusion DNA Polymerase (Agilent Technologies)

suivant les instructions du fabricant. Les produits de PCR ont été migrés par
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électrophorese en gel d’agarose avec du bromure d’éthidium, et révélés sous lampe

Ultraviolette.

D/ Réaction quantitative de polymérisation en chaine (qPCR)

Les ADNc (ADN pour les ChIP) ont été amplifiés par réaction de polymérisation en
chaine dans un volume de 20 ul, en utilisant le QuantiFast SYBR Grenn PCR kit (Qiagen).
Les réactions ont été réalisées sur le Rotor-Genne 3000 (Corbett Life Science). Le gene
HPRT1 a été utilisé comme controle interne. Une courbe de dissociation (57-95°C) a été
réalisée pour chaque couple d’amorces, afin de vérifier leur spécificité. La méthode Pfaffl

a été utilisée pour les quantifications.

E/ Immunoprécipitation de la chromatine

Les cellules HEK293T transfectées par les différents plasmides sont crosslinkées par
ajout de formaldéhyde (1% final) pendant 10 minutes a température ambiante sous
légére agitation. La réaction est stoppée par ajout de glycine (0,25M final, pH=7,5)
pendant 5 minutes. Les cellules sont rincées au PBS froid (1X) et récupérées par grattage
de la boite. Apres centrifugation pendant 5 minutes a 5000 rpm, les cellules sont a

nouveau rincées et centrifugées.

Dans la glace, les cellules sont suspendus et incubées dans 300ul de Tampon de Lyse
pendant 10 minutes (50mM Tris-HCI pH=7,5, 150mM KCIl, 5mM EDTA, 1% NP40, 0,1%
SDS, 0,5% Sodium Deoxycholate, 1X inhibiteur de protéas (Roche), 1X cocktail 1 & 2
d’inhibition de phosphatase (Roche)). Les cellules sont ensuite soniquées pendant 15
minutes (30 secondes on, 30 secondes of) pour avoir des fragments entre 200 et 800 bp.
200ul de tampon sont ajoutés. Les cellules sont ensuite centrifugées pendant 10 minutes

a 13000 rpm.

Avant 'immunoprécipitation, 50ul de billes magnétiques protéine G (Dynal, Invitrogene)
sont incubés avec les extrait pendant 2 heures a 4°C pour fixer toute ce qui est
aspécifique. Les extraits prélavés sont ensuite incubés avec 2ug des différents anticorps

(RelA :clone C20, Tax : clone 1A3, RNApolll : clones CTD4H8) sur la nuit a 4°C. 10% de
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'extrait est gardés pour servir de controle d’input. Le lendemain, les extraits avec les
anticorps sont incubés pendant 2 heures a 4°C avec 50ul de billes magnétiques

préalablement bloquées avec de la BSA sur la nuit a 4°C.

Les billes magnétiques sont ensuite lavées 5 fois avec 800ul de Tampon de lavage
(50mM Tris-HCL pH=7,5, 150mM KCl, 1% NP40, 0,25% Sodium deoxycholate), puis 2
fois avec du tampon TE (10mM Tris-HCl pH=7,5, 1mM EDTA). Les billes sont reprises
dans 100ul de tampon de resuspension (50mM Tris-HCl pH=7,5, 5mM EDTA, 10mM
DTT, 1% SDS) et le crosslink est reversé par chauffage a 65°C pendant 5 heures (ainsi
que l'input).

Les extraits sont traités ensuite a la RNAse A pendant 15 minutes a 37°C puis a la
protéinase K pendant 1 heure a 45°C en agitant de temps en temps les billes. L’ADN est

/////

quantitative.

F/ Co-immunoprécipitation

Les cellules sont lysées avec du tampon de lyse (20mM Tris, 150mM NaCl, 1% NP-40,
0,1% SDS, 2mM EDTA, anti-protéase (roche), anti-phosphatase cocktail 2 & 3 (roche)) et
mis en agitation pendant 30 minutes a 4°C. Avant I'immunoprécipitation, 50ul de billes
magnétiques protéine G (Dynal, Invitrogene) sont incubés avec les extrait pendant 2
heures a 4°C pour fixer toute ce qui est aspécifique. Les extraits prélavés sont ensuite
incubés avec 2pg des différents anticorps (RelA :clone C20 ou F6, Tax: clone 1A3,
RNApolll : clones CTD4H8) sur la nuit a 4°C. 10% de I'extrait est gardés pour servir de
controle d’input. Le lendemain, les extraits avec les anticorps sont incubés pendant 2
heures a 4°C avec 50l de billes magnétiques préalablement bloquées avec de la BSA sur
la nuit a 4°C. Les billes magnétiques sont ensuite lavées 5 fois avec le tampon de lyse,
resuspendu dans du tampon lameli 1X, chauffées a 95°C pendant 10 minutes et analysés

par western blot.
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DISCUSSION ET PERSPECTIVES
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Les dérégulations de I'expression des genes cellulaires sont des signatures de l'infection
par HTLV-1. Cependant leur étude n’a été réalisée jusqu’a ce jour qu’a l’échelle
transcriptionnelle sans tenir compte des réarrangements structuraux des transcrits
dont on sait aujourd’hui étroitement couplés a la transcription. Nos travaux mettent a
jour un nombre important de modifications qualitatives des transcrits cellulaires dans
les cellules T CD4+ infectées qui culminent au stade tumoral de linfection. Ces
réarrangements incluent des épissages alternatifs mettant en jeu des cassettes exons,
des rétentions d’intron, des choix alternatifs de sites accepteurs ou donneurs d’épissage,
mais également des sélections alternatives de promoteurs et/ou de sites de
polyadénylations. Nos approches moléculaires ont permis d’identifier 'oncoprotéine
virale Tax comme un des acteurs de ces dérégulations. Tax favorise l'inclusion d’exons
variables du gene CD44 via I'activation de la voie NF-kB et I'enrichissement de I’ARN
polymérase Il au sein des régions codant ces exons. L’analyse des profils d’exons des
cellules exprimant de facon ectopique Tax révélait également une grande variété de type
d’évenements, dépendant ou non de la voie NF-kB, indiquant que les effets qualitatifs de
Tax se composent d'un large spectre de modifications, et tres certainement de
mécanismes, autres que la seule régulation de I'inclusion d’exons cassettes. Ces données
ouvrent un large champ d’investigation dans lequel il semble important de relier
dorénavant les mécanismes qui lient les fonctions transcriptionnelles de Tax, largement
décrites aujourd’hui, et ses effets sur I'épissage alternatif, le choix de promoteurs et/ou
de sites de polyadenylation. Ces nouvelles propriétés reliées a Tax et a l'infection
devront par la suite étre évaluées sur le plan fonctionnel a I'échelle de la cellule mais
également in vivo afin de définir leurs réles dans la physiopathologie de I'infection. Dans

cette perspective, différentes études pourraient étre dans la continuité de ce travail :

Dans un objectif de valorisation clinique des signatures d’expression d’exon des ATLL, il
semble important d’analyser un plus grand nombre d’échantillons tumoraux en
discriminant les différents types d’ATLL: indolentes, chroniques, aigues et
lymphomateuses. Par cette approche, il serait possible de rechercher si les événements
d’épissage alternatif peuvent constituer des marqueurs d’intérét diagnostique,

pronostique, et ou de suivi de la réponse au traitement.
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A la phase chronique de l'infection, les lymphocytes T CD4+ et T CD8+ sont les
réservoirs majeurs du HTLV-1. Des études réalisées au laboratoire ont montré que
I'expansion clonale des cellules T infectées reposent sur 2 mécanismes distincts
dépendant de leur phénotype. Les cellules T CD4 infectées apparaissent propulsées dans
le cycle cellulaire dans un contexte d’instabilité génomique alors que les cellules T CD8+
infectées s’accumulent par une résistance accrue aux phénomenes apoptotiques (Sibon
et al. 2006) s’expliquant par des dérégulation d’expression de genes régulant I'apoptose
et le systeme télomere/télomérase (Zane et al. 2012). Ces données permettent
d’expliquer en partie pourquoi seules les cellules T CD4+ aboutissent a la
transformation maligne. Dans ce contexte, il serait intéressant de comparer les profils
d’expression d’exons des cellules T CD8+ et CD4+ infectées. Mes travaux se sont
intéressés aux cellules infectées in vivo, reflétant les effets sur 1'épissage alternatif du
HTLV-1 mais aussi de la sélection clonale des cellules infectées in vivo. Il serait donc
intéressant de comparer ces données a des infections de novo réalisées in vitro afin
d’identifier les évenements d’épissage sélectionnées pour la persistance du virus in vivo

et I'oncogeneése.

Nos essais d’exposition des cellules infectées a la Sudemycin E indiquent que les lignées
MT-2 et HUT102 infectées par HTLV-1 sont extrémement sensibles a la drogue de
I'épissage. Ces drogues montrent in vitro des bonnes efficacités anti-tumorales sur de
nombreux tissus, mais les résultats chez les patients semblent moins encourageants
(Eskens et al. 2013; Hong et al. 2013). Ces études rapportent néanmoins que, malgré une
faible incidence sur la masse des tumeurs solides traitées, les drogues d’épissages
impactaient significativement les cellules circulantes des patients. Ces données laissent
entrevoir la possibilité d’'une meilleure réponse aux traitements anti-épissage dans les
situations de pathologies hématologiques. Dans ce contexte, notre équipe, en
collaboration avec les groupes de Madeleine Duc Dodon (ENS Lyon) et de Thomas Webb
(SRI International, CA, USA), envisage de tester ces drogues dans le modeéle d’infection
expérimental de la souris humanisée dans lequel HTLV-1 permet d’induire un
développement tumoral similaire en de nombreux points a I’ATLL (Villaudy et al. 2011).
Les effets des drogues seront étudiés lors de la phase chronique de I'infection et de la
phase tumorale en analysant la clonalité des cellules infectées, les charges provirales et

I'impact sur les populations cellulaires non-infectées.
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Au plan moléculaire, notre deuxieme axe de travail a permis de relier Tax et I'activation
de la voie NF-kB a l'enrichissement de ’ARN polymérase II au niveau des régions codant
les exons inclus dans les transcrits CD44. Afin d’étudier si les autres évenements exon-
cassettes, retrouvés modifiés sous l'activation de la voie NF-kB par Tax, subissent les
mémes mécanismes, nous avons abordés des essais de Chip-Seq de I’ARNpolll dans les
cellules exprimant ou non Tax WT ou Tax M22. La comparaison des données
d’enrichissement de la RNApolll a I'échelle du génome nous permettra d’analyser
finement si l'expression de Tax (et/ou NF-kB) se traduit par une redistribution
caractéristique au pourtour des exons alternatifs dérégulés. Comme controles nous
utiliserons des exons alternatifs insensibles aux effets de 'oncoprotéine virale. J'espere

pouvoir présenter une partie des résultats de cette étude a la soutenance de these.

Les activités de Tax sont finement régulées par des modifications post-traductionnelles
incluant l'ubiquitinylation, la SUMOylation et I'acétylation. En particulier,
I'ubiquitinylation et la SUMOylation ont été montrées comme des régulateurs critique de
la localisation de Tax et I'activation de la voie NF-kB. Il serait intéressant d’évaluer si les
effets de Tax sur I'épissage alternatif peuvent étre modulés par ces modifications post-

traductionnelles.

L’étude des conséquences fonctionnelles des modulations d’épissage alternatif peut étre
facilitée lorsque les modifications d’épissage concernent des domaines protéiques bien
caractérisés. Sur ce plan, CD44 fait partie des genes les plus étudiés dans le domaine de
I'épissage et de nombreux outils moléculaires sont aujourd’hui disponibles. Plusieurs
études ont montré que I'épissage alternatif de CD44 était altéré dans certains cancers, et
que certaines isoformes, en particulier le variant v10, ont été associées a une
augmentation de la migration cellulaire, a I'invasion, et au caractére métastatique des
tumeurs (Wallach-Dayan et al. 2001; Weimann et al. 2003; Wang et al. 2009). Nous
analysons actuellement les propriétés de migration et d’'invasion des cellules exprimant
Tax dans des essais in vitro. Nous avons déja validé que l'expression ectopique du
variant CD44v10 permettait une augmentation de la migration des cellules HEK293T
dans des puits transwell. Nous rechercherons aussi si I'involution par siRNA spécifique
des transcrits comportant I'exon v10 influence significativement le comportement

migratoire des cellules Tax positives.

141



Enfin, il semble également important d’analyser les effets d’autres facteurs viraux sur
'épissage des transcrits des cellules infectées. En particulier, le facteur Rex possede un
domaine de liaison a I’ARN et est impliqué dans l'inhibition de I'épissage et I'export des
ARNm viraux. Rex a été identifié comme un compétiteur de hnRNPA1 pour la liaison
avec les ARN viraux (Dodon et al. 2002). Par cette voie, Rex pourrait donc
potentiellement interférer avec la régulation de I'épissage alternatif des transcrits
cellulaire. Nous sommes actuellement en train d’analyser les effets de Rex sur 'épissage
alternatif en utilisant la méme approche que celle réalisée pour étudier les effets de Tax

sur I'épissage.
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RESUME

Le virus T Ilymphotropique humain HTLV-1 est I'agent étiologique de 1la
leucémie/lymphome T de 'adulte (ATLL) et de nombreuses maladies inflammatoires.
Depuis les premieres approches moléculaires des mécanismes mis en jeu dans la
physiopathologie de l'infection, HTLV-1 est associée a de nombreuses modifications
quantitatives de 'expression des genes cellulaires. A ce jour, ces modifications ont été
décrites essentiellement a I’échelle transcriptionnelle a travers notamment les effets de
I'oncoprotéine virale Tax, et plus récemment HBZ, sur l'activité de nombreux facteurs de
transcription et de remodelage de la chromatine. Outre leurs impacts sur les niveaux
d’activité des promoteurs, certains facteurs de transcription apparaissent jouer
également un role dans la régulation de I'épissage alternatif des transcrits primaires. Ce
mécanisme essentiel a la diversité du transcriptome et du protéome cellulaire, apparait
étroitement couplé a la transcription et ses dérégulations sont de plus en plus décrites
dans les phénomenes cytotoxiques et pathogenes tels que les infections et les cancers.

Dans ce contexte, mon travail s’est intéressé en premier lieu a caractériser les profils
d’expression des exons des cellules T CD4+ infectées ou non, et transformées ou non par
HTLV-1 in vivo. Mes résultats démontrent que HTLV-1 induit des modifications de
I'épissage alternatif qui permettent de distinguer les cellules T infectées non-
transformées des cellules d’ATLL. Ces réarrangements d’épissage affectaient des génes
engagés dans des voies fonctionnelles distinctes de celles affectées par les modifications
transcriptionnelles, révélant de nouvelles voies d’investigations pour la compréhension
des mécanismes de I'infection.

Dans une seconde étude, j'ai abordé les aspects mécanistiques des modifications
d’épissage alternatif par HTLV-1. Mes données montrent que, outre ses effets sur la
régulation quantitative de I'expression des génes cellulaires, 'activation de la voie NF-kB
par 'oncogene Tax est impliquée dans une reprogrammation de I'épissage alternatif de
nombreux genes. Plus particulierement, mes travaux ont précisé que l'apparition du
variant d’épissage CD44v10 dans les cellules exprimant Tax résultait d'un
enrichissement de ’ARN polymerase Il dans les régions variables du gene CD44 de fagon
NF-kB dépendant.

Ces données révelent un nouveau degré de complexité dans les mécanismes de
dérégulation de l'expression des genes cellulaires par HTLV-1 et ouvre de
nouvelles perspectives d’investigations dans la compréhension des processus
leucémogenes associés a l'infection par le virus HTLV-1.

Mots clés : HTLV-1, épissage alternatif, Tax, NF-kB, ARN polymérase II.
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