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Résumé

Réle de I'activation chronique de la voie NF-kB induite par I'oncoprotéine Tax du virus HTLV-1

dans la régulation de |’épissage alternatif

La voie de signalisation NF-xB (nuclear factor xB) régule la transcription de génes impliqués
dans la réponse immune et l'inflammation. L’activation chronique de cette voie est
fréequemment retrouvée associée a des désordres inflammatoires et des cancers. Les impacts
fonctionnels de I'activation de la voie NF-kB ont été jusqu’a présent étudiés a I'échelle des
promoteurs. Néanmoins, les études récentes de la distribution chromatinienne de NF-kB
indiguent que la sous-unité NF-kB RelA se localise majoritairement dans les régions
intragéniques, incluant des exons et des introns, ou ses fonctions restent inconnues. Mes
travaux ont consisté a adresser cette question dans le contexte de l'infection par le virus HTLV-
1, un activateur chronique de la voie NF-kB, responsable de la leucémie T de I'adulte. Mes
données montrent que l'activation de la voie NF-kB par I'oncogene viral Tax de HTLV-1
s’accompagne de modifications de |'épissage alternatif d’exons riches en GC qui coincident
avec le recrutement chromatinien de RelA a proximité de ces exons régulés. Les analyses
intégratives des profils d’épissage et du remodelage de la chromatine, combinées a des essais
de ciblage expérimental de la chromatine (TALE), démontrent que la fixation intragénique de
RelA permet de recruter le régulateur d'épissage DDX17 pour moduler I'épissage alternatif de
I'exon via son activité hélicase. Ces données révelent que, outre ses fonctions
transcriptionnelles, le facteur NF-kB RelA agit comme une ancre chromatinienne pour le
facteur d’épissage DDX17 et fournit une spécificité de régulation d’épissage alternatif. Ces
données revisitent nos connaissances des mécanismes physiopathologiques des maladies

associées a HTLV-1 ainsi que d'autres désordres reliés a I'activation chronique de la voie NF-kB.

Mots clés : Epissage alternatif, NF-kB, Chromatine, Facteur de transcription, Tax, HTLV-1, DDX5,
DDX17



Abstract

The Impact of the NF-kB chronic activation mediated by the HTLV-1 Tax oncoprotein on

alternative splicing regulation

The NF-kB (nuclear factor kB) signaling pathway regulates gene transcription of genes involved
in immune response and inflammation. Chronic activation of NF-kB frequently associated with
inflammatory disorders and cancer. The functional impacts of NF-kB have long been studied at
the promoter level. Nevertheless, recent studies of the chromatin distribution of RelA indicate
that this NF-kB subunit is predominantly localized in intragenic regions, including exons and
introns, where its functions remain unknown. My work has addressed this question in the
context of HTLV-1 infection, which is a constitutive activator of NF-kB, and the causative agent
of the Adult T-cell Leukemia. The results show that the activation of NF-BEB by the viral
oncoprotein Tax results in changes in alternative splicing regulations of GC-rich exons that
coincide with the chromatin recruitment of RelA in the vicinity of these exons. Integrative
analysis of RNA splicing and chromatin occupancy, combined with experimental chromatin
tethering assays (TALE) demonstrate that the intragenic binding of RelA leads to the
recruitment of the splicing regulator DDX17, which modulates the inclusion rate of exon thanks
to its helicase activity. Altogether, these data reveal that, besides its transcriptional role, NF-2IB
RelA acts as a chromatin anchor for the splicing factor DDX17 and provides alternative splicing
specificity. These data revisit our knowledge of the physiopathologic mechanisms of HTLV-1
associated diseases, as well as other disorders related to the chronic activation of the NF-xB

pathway.

Key words: Alternative splicing, NF-kB, Chromatin, Transcription factor, Tax, HTLV-1, DDXS5,
DDX17



Sommaire

PIOOIMBUIE .eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeieceeeeeteeeestnneeesssenseesssnsssssssssssssssssssssssssnssssssssnssssessnnssssnsnnn 15
1 e o [ Lo 1 Lo S 16
L. Le rétroVirus HTLV-1 ..........euueeeeeeeeeeecereiniereenisreesersessessessssesssssesssssnssssssssssnsssssassssnnns 17
A, EPIEMIOIORIE c.veeureeerereieeiieteetesseestesresaeesesssesssessesssessseseessesssessesssesssensesssesesssesssensens 17
B. Les pathologies associées a HTLV-1 et les traitements ........cccceeeireeeiiireneicrnennieneennnneneens 19
1. La leucémie T de 'adUILE (ATL) ceocciie ettt ete e e et e e et e e e e aaeeeetbeeeeeasebeeeennaeas 19
2. La paraparésie spastique tropicale (HAM/TSP) et les autres maladies inflammatoires associées a
[T o1 =T ot Ao TR OO UOPPRPPPPN 21
C. Les modes de transmission dU VIiFUS ........cceeeiiiiienniinineniiiieneiiniessisniessinisssssisssssssesses 22
Il. Stratégie infectieuse du Virus HTLV -1 .............eeeeerereeererenneereneeeunserenseessasesenssesenssssenns 24
A.  Structure du Virus HTLV-1 ....cccuuiiiiiiiiiiiiiiiniiiniinnneiinsiiniiemsisiisssssiissssssissssssssssssssssssssssss 24
1. [T o T T ol UL [V T = 1 PR 24
2. Le génome viral et le cycle réplicatif par reverse-transcription.........ccceccveeeeeieeeicieeeesiee e 25
3. T T oY d = LTV T = 1= SR 27
B. Les étapes majeures de I'infection ..........ceiiireeiiiiiiieiiiiircrrrrcr e ee s e e e e 29
1. LES CEIIUIES CIDIES ...ttt sttt e e it e e st e e sttt e e s sab b e e e sataeeeaabeeeas 29
2. LS FECEPTEUIS VIFAUX .eeeiuvrreeirieeeeitteeeeiueeeeeitteeeaaatseeeaasaseassseseeasseseasssaesssseeasssssesasssaeaasseaeseenssesesasseens 30
3. TransmMisSION CEIIUIE-CEITUIE ....couuiiieiee ettt e et bee e e sabeee s 30
C. Réplication par expansion clonale...........cceuciiiieeciiiieiiiiiiecce e e reneeeerenanesseenssssennnes 33
D. Régulation de I'expression des SENEes VIraUX........ccuueerreeuniereenneereennnceeeennsseseennsseesennsssesens 36
1. Caractéristiques structurales et fonctionnelles de TaX.......cccceeeeriiiececiie e 36
2. Tax active I"@XPreSSiON VIFAIE .......iiiiiie ettt e st e et e e e st e e e e e et eeesnsaeeesnnaeaneesnnaeaeans 37
3. Rex, p13", p30", et HBZ, des trans-inhibiteurs de I’expression des gENes VirauX........c.oceeveeveereerenens 38
E. L’infection par HTLV-1 dérégule I’expression des genes cellulaires........cccceceeeeeneiirrennnnnnens 41
1. Impact quantitatif sur le transcriptome CellUlaire ..........oocveiieiiii e 41
2. Modifications qualitatives du transcriptome cellulaire .........cocoveiiiiieeeiiii e 44
F. L' ONCOPIrOtAINEG TaX.uuiiieeereunireenierennerenseerenserenseerasseresserensessnssssnssssassessnsssensessnsssssnssssnsessnne 45
1. Effets pléiotropes de Tax sur les systemes CellUlaires .........ooouvuviiiiiiieeeiiie e 46
2. Tax:un transactivateur transcriptionnel des génes cellulaires.........ccocoeerviirieeiiieniienieesiceeeen 49
1. La voie de signalisation NF-xB : un acteur majeur de la physiopathogénie de
PINFECLION .....eeeeeeeerieieiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiisieiisteaiseesisssnsesssssessssssssnsssssnssssnssossnsssssnssssnnssssnnans 52
A. Activation physiologique de Ia voie NF-KB.......ccccccceiiimiiimiiienniiinniiinninirniieenenenisrncesneenes 52
1. (CT=TaT=T | L1 =T TP PO PPPPPPPPRP 52
2. AU NIVEAU CYLOPIASIMIGUE .eiieieiiieiiiee e cttee ettt e e e st e e ettt e e st e e e st e e e e ate e e snseeessseaeasseeesnsesaaeesnnenenn 54
3. AU NIVEAU NUCIBAITE ...ttt ettt e sb et e sb e e et e st e e st e e sabeesateessbeesabeesnneenaee 57
....................................................................................................................................... 64
B. Activation chronique de la voie NF-kB dans les cellules infectées par le virus HTLV-1 ....... 71
1. AU NIVEAU CYEOPIASMIGUE ..ttt ettt ettt ettt s b e et e e sabeesate e enseesanees 71
2. L’activation de la voie NF-kB par Tax induit la sénescence cellulaire.........ccccceeviiieeeeciiiiccciee e, 77



C. Role de I'activation constitutive de la voie NF-xB induite par Tax dans I’expression génique
79
1. AU NIVEAU QUANTITATIT .oeeeeeeieee e e e e e et e e e e e e et rre e e s seeeeeesenannees 79
2. AU NIVEAU QUANIEATIT ..eieeeiee e e e e e e e e e et r e e e e e e e ante b e e sbeeeeeeesennanaees 80

Iv. L’épissage alternatif : un mécanisme de régulation de la diversité structurale des

transcrits cellulaires couplés a 1a transcription ...............cceeveeeeciirneeeeiisinenescsnnnnnsssssensnnsenns 81
A, QU'est-Ce QUE I"EPISSAE P...ceeeeeeiiiieeeeiiiirereeiirnnesrernsesternssessennssessesnssessesnsssssesnsssssasnnsnnns 81
1. LS SIEES A/ B PISSAZES . .eeieuteieeiutieeeeteeeeeitee e e ettt e e e e ettt e e eetaeeeeetbeeeeetbeeeeeaaaeeeasbeeeaasteeeeassaaaeanbeebeeeesraeeaasreaas 81
2. Assemblage du splicéosome et réaction d’éPiSSAZE .....ccuueeerurieeeriiiieeriieeesee e e ste e ere e re e e eere e 82
B. L’épissage Alternatif..........cccceiiiiiieuiiiiiiiicciieiececeieeeeeeeaeeeeeenseeeennsseseennsssseennsssssennnsnsnens 84
1. Les facteurs d’épissage et leurs séquences de régulation ..........ccccveeeeiiieieciiee e 86
2. Les structures secondaires des tranSCrits ....uuiiiieerieriieerie ettt e e s e 89
3. Les hélicases @ ARN DDXS5 €1 DDXL7 .eccuieiueereeeiiieeiieesieeseeesiteesseesnteesseesnseessseesssessssesnseesnsesssseessnses 89
C. Les mécanismes de couplage transcription et épissage alternatif.......ccccccevveeiirrineninnnnee. 95
1. Le MOAEIE 08 FECIULEMENT . ..eiiiiiiee ettt et s e e e st e e st e e e sabe e e sbbeeeesabaeaeesnsaeas 95
2. Le MOAEIE 0@ CINBLIGUE .. .eeiieiie ettt et e e et e e et e e e eba e e e etbee e eaaaeeeatbee e e easreeeenseeas 98
3. Un role des facteurs de transcription dans la régulation de I'épissage alternatif ..........ccccccvevnnee. 100

D. Controle de I’épissage par la régulation de la chromatine..........cccceuuerriincciriinccniiennnenns

1. Le nucléosome : une barriére a I’élongation transcriptionnelle ..........ccccveeeeiiiiieciee e,

2. Les modifications d’histones impactent la régulation de I'épissage

3. L’état chromatinien et les ARNs non codants........ccceeevueeenne

4. La méthylation de I’ADN module I'épissage alternatif

5. Organisation tridimensionnelle de la chromatine et régulation de I'épissage alternatif
RESUILALS «.eeeeeeeeeeeeitcieeeiiieeeesteiieesteeinseeeseniseessenessessssnsssssssnssssssssnssssssssnsssssssnssssssssnnssnes
DisScusSion €t PErSPECLIVES ........cecuvreeirenireniieniirnsrnssrnorssssssssssssssossssssssssssssssssnsssnsssnsssnns 145
(000 o1 [V [0 (I =T =1 (=33 157
ANNEXES ceeeeeeeeeeetieriirieeeeresensenesessenssmsssssressnsssssnsssssssssnsssssssssnssessssssassnssnssssssnssnssnsssasee 159
BibliograPRIE .......cc..eeeenieeeeiieeeiereiiieriiiiireiiesesiereenesenesessnssessasssssnssssnsssssmssssssssssnnssssnssanes 164



Liste des abréviations

3C: Chromosome Conformation Capture

4C : Circular Chromosome Conformation Capture
5mC : 5-méthylcytosine

ADN : Acide désoxyribonucléique

AGO : ArGOnaute

AP-1: Activator Protein 1

ARN: Acide ribonucléique

ARNm: Acide ribonucléique messager

ARNnNh: ARN nucléaire hétérogéne

ARNpré-m: ARN pré-messager

ARNr: ARN ribosomaux

ARNt : ARN de transfert

ATAC-seq : Assay for Transposase-Accessible Chromatin with hight throughput sequencing
ATF : Activating Transcription Factor

ATL : Adult T-cell Leukaemia

AZT : azidothymidine

BER : Base Excision Repair

CADM1 : Cell adhesion molecule 1

CBC : Cap Binding Complex

CBP : CREB binding protein

CCR4 : C-C Chemokine Type 4

CDK : Cyclin Dependant Kinase

ChIP : Immunoprécipitation de chromatine

CLIP-seq : Crosslinking and immunoprecipitation
CMH-1 : Complexe majeur d’histocompatibilité de classe 1
CPSF : Cleavage and Polyadenylation Specifity Factor
CRE : cyclic AMP response element

CREB : cyclic AMP response element binding protein



CRISPR : Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats
CTCF : CCCTC- binding Factor

CTD : Carboxy Terminal Domain

C-ter : Carboxy-terminal

CTL : Cytotoxic T lymphocytes, lymphocytes T cytotoxiques
DC : Cellules dendritiques

DNNT : DNA MethylTransferase

EHMT2 : Euchromatic Histone-lysine N-MethylTransferase 2
EJC : Exon Junction Complex

Env: Enveloppe

ESE : Exonic Splicing Enhancer

ESS : Exonic Splicing Silencer

EZH2 : Enhancer of Zestz Homolog 2

FoxP3 : Foxkhead box P3

Gag : Group specific antigen

GLUT-1 : Glucose Transporter 1

H3K9me : méthylation de la lysine 9 de I’histone H3

HBZ : HTLV-1 Associated Myelopathy

HDAC : Histone Deacétylase

HEK293T : Cellules embryonnaires de rein humain 293 contenant I'antigéne T du SV40
Hi-C : High-throughput Chromosome Conformation Capture
HLA : Human leukocyte antigen

HMTase : Histone MethyltransferASE

hnRNP : heterogenous nuclear RiboNucleoProtein

HSC : cellules souches hématopoiétique

HSPG : Heparan Sulfate Proteoglycans

HTLV-1 : Human T cell Leukemia/Lymphoma Virus Type 1
HTLV-2 : Human T cell Leukemia/Lymphoma Virus Type 2
ICAM-1: Intercellular adhesion molecule 1

IgG : Immunoglobuline G

IkB : Inhibitors of kB



IKK : kB Kinase

IL-2 : interleukine 2

INF-a : Interferon o

ISE: Intronic Splicing Enhancer

ISS: Intronic Splicing Silencer

kb : kilobase

kDa : Kilo Dalton

LFA-1 : Lymphocyte Function-associated Antigen
LncRNA: long non coding RNA

LT: Lymphocytes T

LTR: Long Terminal Repeat

MAPK: Mitogen-activated Protein Kinases
MBD: methyl-CpG-binding domain

MeDIP: Immunoprécipitation de I’ADN Méthylé
miRNA: micro ARN

NER: Nucleotide Excision Repair

NES : Nuclear Export Signal

NF-xB: Nuclear Factor Kappa B

NHEJ: Non-Homologous End Joining

NIK: Nuclear Factor kB-inducing Kinase

NLS: Nuclear Localisation Signal

NMD: Nonsense-Mediated mRNA Decay
NRP-1: Neuropiline 1

N-ter: amino-terminal

ORF: Open Reading Frame

Pb: paire(s) de bases

PBMC : Peripheral Blood Mononuclear Cells (Cellules mononuclées du sang périphérique)
PCAF: p300/CBP Associated Factor

PCR: Polymerase Chain Reaction

PDZ: PSD-95/Discs large/Z0-1 homologous

PI3K: Phospatidyl-inositol-3-Kinase



PKA: Protein Kinase A

PMA: Phorbol-12-Myristate-13-acetate
PTB: Polypyrimidine Tract Binding protein
P-TEFb: Positive Transcription Elongation Factor b
PTEN: Phosphatase and TENsin homolog
Rex: Regulator of virion gene expression
RNA-seq: RNA sequencing

RT: Reverse Transcription

sHBZ : Spliced HTLV-1 b-Zip Factor
siRNA: petit ARN interférent

snRNA: small nuclear RNA

snRNP: small nuclear RiboNucleoProtein

SPAR-seq : Systematic Parallel Analysis of Endogenous RNA Regulation Coupled to Barcode

Sequencing

SRE : Serum Response Element

SRF : Serum Response Factor

STLV-1 a4 : Virus simien T-lymphotrope de type 1
SUV39H2 : Suppressor of Variegation 3-9 Homolog 2
SWI/SNF : Switch/Sucrose Non Fermentable
TAD : Transactivation Domain

TALE : Transcription Activator-Like Effector

Tax : Transactivator of pX region

TBP : TATA box Binding Protein

TCR : T-cell Receptor

TFIID : Transcription Factor Il D

TFIIH : Transcription Factor || H

TGF-P : Transforming Growth factor 3

TKO : Triple Knock-Out

TNF-a, : Tumor Necrosis Factor alpha

TRE : Tax Responsive Element

TSP/HAM : Paraparésie spastique tropicale ou myélopathie associée a HTLV-1

11



usHBZ : Unspliced HTLV-1 b-Zip Factor

VCAM : Vascular Cell adhesion molecule

12



Table des illustrations

Figures de la partie Introduction :

Figure 1 : Répartition géographique des principaux foyers d’infection du virus HTLV-1

Figure 2 : Développement de I'ATL

Figure 3 : Cellules en fleur (Flower cells)

Figure 4 : Représentation schématique du virion d’HTLV-1 et de ses protéines virales

Figure 5 : Cycle réplicatif du virus HTLV-1

Figure 6 : Structure du génome du virus HTLV-1

Figure 7 : Schéma des trois modes de transmission du virus HTLV-1

Figure 8 : Modele des étapes de I'infection induite par HTLV-1 conduisant au développement de I’ATL
Figure 9 : Schéma de la structure et des domaines fonctionnels de Tax

Figure 10 : Modéle de transactivation du LTR 5’ par Tax

Figure 11 : Modéle d’inhibition de I'expression du génome viral

18
19
21
25
26
27
32

35

36
38
39

Figure 12 : Schéma récapitulatif des dérégulations de I'expression des génes cellulaire associées a I'infection par

le virus HTLV-1

Figure 13 : L’'oncoprotéine Tax dérégule des acteurs majeurs du cycle cellulaire

Figure 14 : Schéma simplifié des effets pléiotropiques de Tax

Figure 15 : Structure schématique des sous-unités NF-xB

Figure 16 : Schéma d’activation de la voie canonique

Figure 17 : Schéma d’activation de la voie non canonique

Figure 18 : Différentes combinaisons possibles formant le complexe NF B et impact sur la transcription des
genes cibles

Figure 19 : Distribution chromatinienne de RelA/p65

Figure 20 : Remodelage de la chromatine en réponse a I’activation de la voie NF kB

Figure 21 : Co-régulation hiérarchique de génes répondant au TNF «

Figure 22 : Mécanisme régulant I’activation de la voie NF-«B

Figure 23 : Schéma d’activation de la voie canonique par Tax

Figure 24 : Schéma d’activation de la voie non canonique par Tax

Figure 25 : Représentation schématique des modifications post-traductionnelles de Tax impliquées dans
I"activation transcriptionnelle des génes dépendant de la voie NF-kB

Figure 26 : Les sites de reconnaissance nécessaires a la détection de I'intron/exon par le splicéosome
Séquences consensus d’épissage (ADN) : 5’SS (site donneur d’épissage), BP (point de branchement), PPT
(polypyrimide tract ou séquence riche en pyrimidine) et 3’SS (site accepteur d’épissage).

Figure 27 : Schéma des deux réactions de transestérification

Figure 28 : Les étapes d’assemblage du splicéosome

Figure 29 : Exemple d’épissage alternatif

Schéma explicatif simplifié de I’épissage alternatif. L’épissage alternatif est le processus par lequel un méme

transcrit primaire peut former au moins deux molécules d’ARN différentes. Un exon est dit alternatif s’il est
retrouvé inclus ou exclus au sein de 'ARNm mature. Un géne peut ainsi produire plusieurs ARNm et par
conséquent différentes isoformes protéiques dont leurs fonctions peuvent diverger.

Figure 30 : Schéma des différents types d’épissage alternatif

En rouge et orange : exon (ou portion d’exon) alternativement inclus(e) ou exclu (e) dans I’ARN messager
mature.

Figure 31 : Régulation de I'épissage alternatif

Figure 32 : Schéma de régulation de I’épissage alternatif par les protéines SR

Figure 33 : Schéma de régulation de I’épissage alternatif par les protéines hnRNPs (PTB)

Lorsque le facteurs PTB se fixe au niveau de ESE, il empéche la reconnaissance du site d’épissage et le
recrutement de U2 et U2AF induisant ainsi I’exclusion de I’exon cible.
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Préambule

"activation de la voie NF-kB coordonne I'activité de facteurs de transcription essentiels a la
régulation de l'expression des genes controlant I'immunité, I'inflammation, et la survie
cellulaire. Elle engage une coordination stricte de I'expression des génes cibles de telle sorte
gue sa dérégulation, en particulier son activation chronique, s"accompagne régulierement de
perturbations transcriptionnelles et de désordres cellulaires graves pouvant aboutir a des
inflammations chroniques et/ou des cancers. Les données récentes dans ce domaine indiquent
que les corps des genes (introns et exons) sont également des cibles privilégiées des facteurs
NF-kB, suggérant que ces protéines pourraient porter d’autres fonctions dans la régulation de
I'expression des genes que celles initialement décrites au niveau des promoteurs. Mon travail
de these a eu pour objectif de comprendre les mécanismes qui relient I'activation activation
chronique de la voie NF-kB par I'oncoprotéine Tax du rétrovirus HTLV-1 et les modifications de
I’épissage alternatifs observées au cours de l'infection. Mes résultats mettent en évidence que
la sous-unité NF-kB RelA confere des spécificités de cible d’épissage alternatif en recrutant a la
chromatine, a proximité d’exons, le facteur d’épissage DDX17. Le présent manuscrit aborde en
conséquence 3 vastes domaines incluant la physiopathologie de I'infection par HTLV-1, I'impact

fonctionnel de la voie NF-kB, et les mécanismes de régulation de I'épissage alternatif.
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|.  Le rétrovirus HTLV-1

Le virus HTLV-1 (Human T cell leukemia/lymphoma virus type 1) fait partie de la famille
Orthoretrovirinae du genre Deltaretrovirus. Cette famille se compose des virus HTLV-1 a 4, des
virus simiens STLV-1 a 4 et du virus de la leucémie bovine BLV. HTLV-1 est le premier rétrovirus
oncogéne humain isolé par I'équipe de R. Gallo en 1980 aux Etats-Unis a partir d’une culture
de lymphocytes T CD4* (Poiesz et al., 1980; Yoshida et al., 1982). Il est I'agent étiologique de la
leucémie T de I'adulte ou ATL (Adult T cell leukemia-lymphoma)(Yoshida et al., 1982) et de
nombreuses pathologies inflammatoires dont la plus importante en terme d’incidence est la
paraparésie spastique tropicale ou myélopathie associée a HTLV-1 (TSP/ HAM) (Gessain et al.,

1985).

A. Epidémiologie

On estime a environ 5-10 millions le nombre de personnes actuellement porteuses du virus
HTLV-1 a travers le monde (Gessain and Cassar, 2012). Cependant ces chiffres sont
probablement sous-estimés du fait de I'absence d’études épidémiologiques systématiques
dans une majorité des régions endémiques (Gessain and Cassar, 2012). HTLV-1 n’est pas un
virus ubiquitaire. Il se caractérise par sa distribution géographique, il est retrouvé dans des
zones de forte endémie virale telles que I’Afrique subsaharienne (Fox et al., 2016), '’Amérique
du Sud, les Caraibes, le nord de I'lran (Salehi et al., 2017), le sud du Japon, I'’Australie centrale
(Einsiedel et al., 2016a, 2016b) et la Mélanésie (Yanagihara et al., 1990) (Figure 1). L'origine de
cette répartition en foyers géographiques est encore mal comprise aujourd’hui mais pourrait
étre le reflet de I'apparition d’'une primo-infection au sein d’un groupe particulier suivi de la
persistance d’une transmission virale efficace liée a des conditions environnementales ou
socio-culturelles favorables (Proietti et al., 2005; Rouet et al., 1999). L'infection par HTLV-1 se
caractérise, en outre, par 'augmentation progressive de la séroprévalence avec I'dge (plus de
2% parmi la population globale adulte et dont 30 a 40% chez des personnes de plus de 50 ans
au Sud du Japon), et selon le genre (plus élevée chez les femmes que chez les hommes) (Gessain

and Cassar, 2012; Gongalves et al., 2010).
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Figure 1 : Répartition géographique des principaux foyers d’infection du virus HTLV-1

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 sang et/ou différentes populations
adultes. Les foyers de prévalence sont symbolisés par les cercles violets et leur taille varie
suivant leur importance. Le Japon et I'Afrique sont des régions endémiques majeures de
I'infection par HTLV-1.

D’apres (Gessain and Cassar, 2012).
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B. Les pathologies associées a HTLV-1 et les traitements

1. Laleucémie T de I'adulte (ATL)

La leucémie-lymphome a cellules T de lI'adulte (ATL) est une maladie lymphoproliférative
agressive induite a partir de lymphocytes T CD4+ infectés par le virus HTLV-1 (Ishitsuka and
Tamura, 2014; Uchiyama et al., 1977). Trois a 5 % des sujets infectés par HTLV-1 développent
une ATL aprés une latence prolongée de 40 a 60 ans, suite généralement a une contamination
par I'allaitement maternel prolongée (Fujino and Nagata, 2000). L'ATL est subdivisée en quatre
formes anatomo-cliniques : une forme leucémique aigué, une forme leucémique chronique,
une forme indolente et une forme lymphomateuse (Phillips and Harewood, 2018; Shimoyama,

1991) (Figure 2).

5-10 millions
personnes infectées par HTLV-1 Sous type d’ATL
dans le monde

indolente

i i . 34 mois a5 ans

| ] i
® . . e
personnes infectées e ¥ ,l ’
’i‘ WP gy
»it . *® —
40-50 ans Lymphomateuse
~13 mois

ﬂ‘ ﬁ‘ ~ Leucémique

ATLL ] ~ 6 mois

Figure 2 : Développement de I’ATL

5-10 millions de personnes sont infectées par le virus HTLV-1 dans le monde dont 5 % de la
population développent une ATL. Le temps de survie en mois est dépendant du sous-type ATL.
Figure adaptée de (Panfil et al., 2016)
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L’ATL aigué se traduit, du point de vue clinique, par la survenue d’adénopathies périphériques,
associées fréquemment a une hépatosplénomeégalie, a une hypercalcémie et des lésions
cutanées variées, entrainant un mauvais pronostic vital. |l existe également une
hyperlymphocytose T, définie par la présence de nombreuses cellules leucémiques dans le sang
périphérique des malades. Ces cellules correspondent a des lymphocytes T anormaux
possédant un grand nombre de marqueurs d’activation a leur surface, ainsi gu’une
morphologie interne atypique et parfaitement reconnaissable, en forme de trefle (Figure 3).
Cette morphologie s’explique par la présence d’un noyau convoluté, dans lequel la chromatine
est condensée et ou les nucléoles sont petits ou absents. Ces cellules malignes ont un
phénotype CD3+ CD4+ CD5+ CD7- CD8- CD25+. Elles sont détectées dans le sang périphérique

ou dans des biopsies d’organes infectés.

La forme lymphomateuse est aussi tres agressive, avec une survie moyenne de 13 mois. Les
criteres cliniques sont identiques a ceux de la forme leucémique. Des cellules lymphomateuses
envahissent les organes lymphoides et sont responsables d’un lymphome T a cellules

pléomorphes.

Bien que treés agressives, les formes chroniques et indolentes sont toutefois de meilleurs
pronostics. La forme chronique est a évolution lente sans hypercalcémie, ni atteinte autre que
ganglionnaire, hépatosplénique ou cutanée. La médiane de survie est de 24 mois. La forme

indolente dite « smoldering » (5 %) peut progresser vers la forme chronique ou aigué.

Les traitements actuels reposent pour l'essentiel sur la chimiothérapie et une thérapie
antivirale de premiere intention, qui consiste en la combinaison de I'INF-a (inhibiteur du cycle
viral de HTLV-1) et la Zidovudine (AZT, I'inhibiteur de transcriptase inverse). L’action synergique
de IFN-a/AZT a montré des effets bénéfiques chez les patients développant les formes
leucémiques, chroniques et indolentes d’ATL (Bazarbachi et al., 2010). Cependant, il n’existe
aucun traitement efficace contre la forme lymphomateuse d’ATL pour laquelle les patients sont

toujours soignés par chimiothérapie. Des stratégies d’allogreffes de cellules souches ont été
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développées et donnent des résultats intéressants, y compris chez les patients atteints de

formes aigués ou lymphomateuses (Phillips et al., 2016).

Figure 3 : Cellules en fleur (Flower cells)

Morphologie typique des cellules tumorales présentes dans le sang périphérique des patients
atteints d’ATL. Observation issue d’un frottis sanguin apres coloration au May Grunwald-
Giemsa.

2. La paraparésie spastique tropicale (HAM/TSP) et les

autres maladies inflammatoires associées a l'infection

La paraparésie spastique tropicale ou myélopathie associée a HTLV-1 (TSP/HAM, Tropical
Spastic Paraparesis/HTLV-1-Associated Myelopathy) est une maladie inflammatoire chronique
(Bangham et al., 2015). Elle touche essentiellement les adultes, et en particulier les femmes,
avec une apparition des premiers signes cliniques vers 40-50 ans (Bangham et al., 2015). La
TSP/HAM est surtout associée a la contamination par le biais de transfusions sanguines ou bien
de relations sexuelles (Gessain and Mahieux, 2012). L'incidence de la TSP/HAM est un peu plus
faible que celle de I'ATL puisque 0,25 a 3% des personnes infectées par HTLV-1 sont concernées
(lwasaki, 1993). La TSP/HAM est une méningomyélite chronique qui est associée a une
démyélinisation et une dégénération axonale. Elle se caractérise par des infiltrations de cellules
immunitaires dans la moelle épiniere. Il a été également décrit que le cerveau et sa substance
blanche peuvent étre affectés par ces infiltrations inflammatoires (Hickey et al., 1991; Wekerle

et al., 1986). Les stades précoces de la pathologie sont caractérisés par des infiltrations
21



correspondant principalement a des lymphocytes T co4”t puis par la suite les lymphocytes cpg*
reprennent le dessus provoquant ainsi une atrophie de la moelle épiniere (Bradl et al., 2005;
Iwasaki, 1993). De facon intéressant, la charge provirale est un facteur de risque : celle des
patients TSP/HAM est de 5 a 20 fois plus élevée que celle des porteurs sains. Une charge
provirale élevée constitue un biomarqueur prédictif du risque de développer une maladie
associée a HTLV-1. Par conséquent, la réduction drastique de la charge provirale constituerait
une mesure préventive a l'apparition de maladies associées a l'infection. D’autres
biomarqueurs semblent aussi jouer un réle dans le développement de la pathologie. En effet,
certains haplotypes HLA comme par exemple le HLA-A*02 sont associés a un effet protecteur
alors que les patients HLA-B*5401 ont un risque accru de développer la maladie (Jeffery et al.,
1999).

D’autres pathologies inflammatoires ont été associées a l'infection par HTLV-1 telles que des
dermatites infectieuses, des uvéites, des myosites ou polymyosites. Cependant, il existe peu de

données sur leur prévalence.

C. Les modes de transmission du virus

HTLV-1 se transmet selon deux voies majeures, horizontale et verticale (Futsch et al., 2017) :
- La transmission verticale s'opére de la mére a I’'enfant par un allaitement prolongé de
plus de six mois (Wiktor et al., 1997).
- Une transmission horizontale passe par contact sexuel, avec une transmission
préférentielle, mais non exclusive, dans le sens homme—femme (Paiva and Casseb,
2014). Le virus HTLV-1 se transmet également par voie sanguine lors de transfusion de

composés sanguins contenant des lymphocytes T infectés (Inaba et al., 1999).

La transmission verticale est la plus efficace pour le virus HTLV-1 car elle repose sur une
exposition répétée a la source de I'infection (Alvarez et al., 2016). Ceci explique en partie une
prévalence locale. En effet, les foyers de forte endémie du virus HTLV-1 sont souvent constitués
de groupes de populations ayant vécu de facon assez isolée durant de longues périodes.
Cependant, la mobilité croissante de la population conduit a 'apparition plus fréquente

d’infections associées a HTLV-1 dans les régions non-endémiques du Japon (Yoshida and
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Chihara, 2015), du Brésil (Bandeira et al., 2015) et d’Europe (Gessain et al., 2015).
’optimisation et le développement des stratégies de détection et de prévention constituent

dorénavant un enjeu majeur pour contrer I'apparition de nouveaux foyers infectieux.
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Il. Stratégie infectieuse du virus HTLV-1

Comme tous les rétrovirus, le virus HTLV-1 posséde un cycle de réplication composé de deux
phases principales : (i) une phase dite précoce qui correspond a I'entrée du virus, sa reverse
transcription et I'intégration du génome au sein de ’ADN génomique de I'hote, et (i) une phase
tardive, dépendante de la machinerie cellulaire, qui vise a transcrire le génome proviral et

produire I’ARN génomique viral ainsi que les ARNm codant les protéines virales.

A.  Structure du virus HTLV-1

1. La particule virale

Le virion possede une enveloppe d’origine cellulaire qui est emportée par la particule virale lors
de son bourgeonnement a la membrane plasmique (Figure 4). Elle se compose d’une bicouche
phospholipidique associée aux glycoprotéines virales gp46 (sous-unité de surface), et gp21
(sous-unité transmembranaire). Cette enveloppe est associée a une couche de protéines de
matrice p19. Ces derniéres sont capables de s"homodimériser et de s’organiser en hexameres,
afin d’ancrer les glycoprotéines transmembranaires gp21 de I'enveloppe virale au centre de ces
structures (Rayne et al., 2004; Verdonck et al., 2007). Les protéines de matrice participent a
I'assemblage des virions sous la membrane plasmique et établissent un véritable lien entre
I'enveloppe et la capside. Constituée de protéines p24, cette capside icosaédrique renferme le
complexe ribonucléo-protéique : deux molécules d’ARN simple brin de polarité positive,
associées aux protéines de la nucléocapside (p15) et aux protéines virales (Verdonck et al.,

2007).
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Figure 4 : Représentation schématique du virion d’'HTLV-1 et de ses protéines virales

2. Le génome viral et le cycle réplicatif par reverse-

transcription

Le génome d’HTLV-1 est sous la forme de deux copies d’ARN simple brin de 8,5kb chacune,
coiffées en 5’ et polyadénylées en 3’(Seiki et al., 1983). Comme tous les rétrovirus, il comporte
les genes gag, pro, pol et env qui codent des protéines nécessaires a la formation de particules
virales infectieuses. HTLV-1 appartient aux rétrovirus complexes comportant une région
supplémentaire codant des protéines dites auxiliaires ou régulatrices de la réplication du virus.
Cette région dénommeée pX pour HTLV-1 code les protéines Tax, Rex et HBZ, p12', p13", et p30".
Au cours de la phase précoce de linfection, le génome viral ARN subit une étape de
transcription inverse pour synthétiser une molécule d’ADN bicaténaire qui sera intégrée dans
le génome de la cellule hote (forme provirale). Le génome proviral se trouve ainsi flanqué, en
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5" et en 3’, de 2 LTRs (pour Long Terminal Repeat) en tandem. Composées de séguences
répétées U5, R et U3 ces séquences contiennent notamment les promoteurs viraux et les sites

de terminaison de la transcription et de polyadénylation des ARN viraux.

Transport des ARNs
\ viraux
o i au cytoplasme

\
Ca /] +
o \
P \ ’.r P Rex.
e

ADN proviral

Intégration d
Transcription et
épissage

ADN Cellulaire

Figure 5 : Cycle réplicatif du virus HTLV-1

Les étapes précoces correspondent a I'entrée du HTLV-1 dans les cellules cibles, par fusion de
I’enveloppe virale avec la membrane plasmique, suivie de la décapsidation du virus et de la transcription
inverse de son ARN génomique en ADN double brin, capable de s’intégrer dans le génome cellulaire
(fleches bleues). Les étapes tardives comprennent la transcription de '’ADN proviral permettant la
synthese des facteurs viraux et I'assemblage des nouvelles particules virales sous la membrane
plasmique. A noter que la réplication du virus nécessite des cellules en division. Les nouveaux virions

émergent alors des cellules par bourgeonnement et leur maturation permet de former de nouvelles
particules infectieuses du virus HTLV-1 (fléeches rouges).
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3. Les protéines virales

a) Les protéines de structure et les enzymes virales

Les protéines Gag, Pro et Pol sont produites a partir d’ARNm viraux non-épissés (Figure 6). Des
décalages du cadre de lecture successifs aboutissent a la synthese des trois précurseurs
polyprotéiques Gag, Gag-Pro et Gag-Pro-Pol (Lairmore and Franchini, 2007). Le clivage de Gag
produit la protéine de matrice p19, de capside p24 et de nucléocapside p15 (Le Blanc et al.,
2001). Les protéines de structure p19, p24 et p15, ainsi que celle de la protéase virale (Pro)
sont obtenus par le clivage du précurseur Gag-Pro. Le précurseur Gag-Pro-Pol permet la
production de la transcriptase inverse et de 'intégrase. La protéine Env (gp62) sera traduite a
partir d’'un ARNm mono-épissé. Les glycoprotéines transmembranaires (gp21) et de surface

(gp46) seront libérées a la suite du clivage de la protéine Env.

ORFI —”—’ - .‘-h‘b p12

- -~

ORFII —-"" " T i3
orr —=" s ~ER,
ORFIII—"/” J -—> Rex
orry—- T -, Tax

Provirus HTLV-1
LTR 5° LTR 3’

YOO || 1 DOOOX

e’ " HB7 épissé

Site de fixation CTCF |

< HBZ non épissé

Figure 6 : Structure du génome du virus HTLV-1

Le rétrovirus HTLV-1 est composé des génes gag, pol et env qui codent les protéines de structures et
enzymatiques. La région pX code pour les protéines dites auxiliaires Tax, Rex, p12, p13 et p30 sont
transcrites a partir du brin plus du provirus. La protéine HBZ est transcrite a partir du LTR 3’ en antisens
de Tax. D’aprés (Bangham and Matsuoka, 2017).
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b) Les protéines auxiliaires et régulatrices

La région pX du provirus se compose de 4 cadres ouverts de lecture (ORF, Open Reading Frame)
et produit 6 protéines régulatrices via des mécanismes d’épissage alternatif des ARN et la

présence de plusieurs codons internes d’initiation de la traduction (Figure 6).

L’ORF I, produit a partir d'un ARNm mono-épissé, code la protéine auxiliaire p12 qui peut, par
la suite, étre clivée dans sa partie N-terminale pour générer une nouvelle protéine appelée p8.
Les protéines auxiliaires p13 et p30 sont codées par I'ORF Il a partir de deux ARNm aux
épissages alternatifs différents : 'ARNm mono-épissé produit pl13 alors que la forme

doublement épissée donne p30.

Les protéines p12, p8, p13 et p30 dites auxiliaires ont été montrées comme étant nécessaires
pour le pouvoir infectieux et la persistance du HTLV-1 (Bai and Nicot, 2012; Pique et al., 2000).
In vivo, elles participent a la protection des lymphocytes T infectés de I'apoptose tout en
favorisant leur prolifération ou encore, en favorisant |'établissement de la latence virale

(Edwards et al., 2011).

Les ORF Il et IV, produits a partir d’'un ARNm doublement épissé, codent respectivement les
protéines régulatrices Rex et Tax. L'ORF IV a |'originalité de transcrire ’ARN codant pour la
protéine HBZ en anti-sens, a partir du LTR 3’ (Gaudray et al., 2002). Deux isoformes protéiques
d’HBZ sont traduites a partir d’'un ARNm épissé ou non. L'isoforme la plus abondante est celle
de 206 acides aminés codée par le transcrit épissé (Yoshida et al., 2008). Les protéines
régulatrices Tax, Rex jouent un réle essentiel dans I'expression et la réplication in vitro et in

vivo.
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B. Les étapes majeures de l'infection

1. Les cellules cibles

In vivo, I’ADN proviral du virus HTLV-1, est principalement présent dans les cellules T CD4+
activées et les cellules T CD8+ (Richardson et al., 1990). L'analyse précise des lymphocytes T
CD4+ infectés par HTLV-1 a permis de déterminer que le virus cible préférentiellement les CD4+
activés, aussi appelés effecteurs, exprimant entre autres le marqueur CD25 (Yamano et al.,
2004). D’autre part, le tropisme du virus HTLV-1 pour certaines sous-populations de
lymphocytes T CD4+ in vivo a pu étre détaillé. Notamment, les cellules T activées mémoires,
caractérisées par le marqueur CD45R0 (Richardson et al., 1990) et les lymphocytes T CD4+,
correspondant aux cellules T régulatrices (T-reg) ont ainsi été identifiées comme des cellules
cibles d’HTLV-1. Par ailleurs, cette derniere population T CD4+ infectée exprime FoxP3
(Forkhead box P3), un facteur de transcription spécifique aux lymphocytes T régulateurs (Satou
et al., 2012).

Dans une moindre mesure, '’ADN proviral a été détecté dans d’autres cellules du systeme
immunitaire, y compris les cellules B, les monocytes ou encore les cellules dendritiques
(Koyanagi et al., 1993; Macatonia et al., 1992; Nagai et al., 2001). Une étude indique que le
virus HTLV-1 n’infecte pas les cellules souches hématopoiétiques (HSC) chez les patients ATL
(Nagafuji et al., 1993). Une étude plus récente montre qu’un grand nombre de types cellulaires
hématopoiétiques partagent les mémes sites d’intégration suggérant que ces cellules dérivent
de la prolifération et de la différentiation d’un unique précurseur hématopoiétique infecté

(Furuta et al., 2017).
En conclusion in vitro, le virus HTLV-1 peut infecter un large spectre de cellules T et B, des

cellules dendritiques, des monocytes, et des cellules endothéliales, gliales et épithéliales. Ceci

pourrait s’expliquer par la présence des récepteurs du virus a la surface de ces cellules.
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2. Les récepteurs viraux

La reconnaissance des cellules cibles et |a fixation des particules virales a leur surface sont des
évenements cruciaux pour I'entrée du virus (Gross and Thoma-Kress, 2016; Pique and Jones,
2012). Les protéines de l'enveloppe du virus HTLV-1 interagissent avec 3 récepteurs
membranaires : le transporteur de glucose 1 (GLUT-1) (Manel et al., 2003), NRP-1 (Neuropilin-
1) (Ghez et al., 2006) et HSPG (Heparan Sulfate Proteoglycans) (Jones et al., 2005). GLUT-1 et
HSPG sont exprimés dans une grande diversité de types cellulaires contrairement a la NRP-1
qui est exprimée au niveau des cellules endothéliales, des cellules dendritiques et des
lymphocytes T activés. Ces trois molécules coopéerent pour fixer la sous-unité SU des
glycoprotéines de l'enveloppe virale et permettre I'entrée du virus. La formation de ce
complexe SU/HSPG/NRP-1 induirait un changement de conformation de la sous-unité virale,
favorisant la liaison de SU avec le transporteur GLUT1. Cette liaison entre SU et GLUT1 permet
finalement la fusion des membranes, via l'insertion du peptide de fusion de la sous-unité TM
des glycoprotéines d’enveloppe virale dans la membrane plasmique cellulaire (Pique and Jones,

2012). A la suite de cette fusion, la capside virale entre dans le cytoplasme cellulaire.

3. Transmission cellule-cellule

Le virus HTLV-1 libre étant faiblement infectieux, sa transmission dépend de contacts cellulaires
étroits. Cette transmission cellule a cellule des virions HTLV-1 repose sur trois voies
moléculaires non exclusives : la synapse virologique, le biofilm viral et les conduits viro-induits

(Gross and Thoma-Kress, 2016; Pique and Jones, 2012).

a) La synapse virologique

La synapse virologique est la mise en place d’un espace privilégié entre deux cellules CD4+
et/ou un lymphocyte CD4+ et une cellule CD8+ (lgakura et al., 2003). Elle est associée a une

accumulation des protéines Gag et Env a la jonction entre la cellule infectée et la cellule cible.
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L’établissement et la stabilisation de cette synapse nécessitent l'interaction de divers facteurs
et notamment, les facteurs I-CAM (pour IntraCellular Interaction Molecule) (Chevalier et al.,
2012; Mori et al.,, 1994), V-CAM (pour Vascular Cell Adhesion Molecule), LFA-1 (pour
Lymphocyte Function-associated Antigen) (Nejmeddine and Bangham, 2010) et le centre
organisateur des microtubules (MTOC) (Nejmeddine et al., 2005). Ce processus est dépendant
de Tax: son expression constitue un signal intracellulaire et extracellulaire en favorisant
I'expression de la molécule ICAM-1 a la surface des cellules infectées. L’action synergique de
ces deux signaux permet la réorientation du MTOC au point de contact lors de la formation de
la synapse virologique (Nejmeddine et al., 2009). Les particules virales relarguées dans la

synapse peuvent infecter la cellule voisine (Figure 7).

b)  Biofilm viral

Le biofilm viral est une structure qui permet la rétention des particules virales a la surface des
cellules infectées (Pais-Correia et al., 2010). Il est composé essentiellement de Galétine 3,
d’Agrine, d’Intégrine, de Glycoside complexe et de Tétherine qui est impliquée dans la
rétention des virions. Le biofilm chargé de particules virales se transmet assez facilement, un
contact éphémere suffit. Il contribue au pouvoir infectieux de facon non négligeable. Le
décrochage du biofilm par des lavages successifs ou par traitement a I’héparine réduit de plus

de 80% le taux d’infection in vitro (Figure 7).

c) Les conduits viro-induits

Les cellules infectées par HTLV-1 présentent également a leur surface des protrusions
tubulaires appelées conduits (Van Prooyen et al., 2010). Ces expansions membranaires sont
formées de novo par la cellule et participeraient a la stabilité des contacts cellules-cellules mais
également a des échanges de protéines cytoplasmiques. Le transfert de p8 a été mis en
évidence dans le contexte d’une infection par HTLV-1. Elle permet de contrdler la réponse
immune en diminuant la signalisation via le TCR et I'expression du CMH-1. L’expression de p8

dans la cellule cible augmente I'expression de LFA-1. L'interaction entre ICAM-1 et LFA-1 est au
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cceur des mécanismes de formation de conjugués participant a I'établissement de la synapse

virologique et a I'entrée du virus dans la cellule cible (Figure 7).

La synapse virologique Biofilm viral Conduit viro-induit

Microtubule Particule virale Microtubule
Particule virale ARN viral ARN viral
ARN viral Protéines virales Protéines virales
Protéines virales CD35 LFA-1
LFA-1 CD45 I-CAM
I-CAM Théterine

Agrine

Collagéne

Figure 7 : Schéma des trois modes de transmission du virus HTLV-1
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C. Réplication par expansion clonale

Le mode de réplication d’HTLV-1 in vivo repose essentiellement sur I’expansion clonale de sa
cellule hote (Bangham, 2018; Watanabe, 2017; Wattel et al., 1996). Ce mode d’expansion du
virus permet d’expliquer la faible variabilité génétique du HTLV-1 in vivo alors que le taux
d’erreur d’incorporation de nucléotides généré par sa reverse transcriptase est sensiblement
identique a celui des autres rétrovirus (Mansky, 2000). La séquence provirale au cours de la
mitose bénéficie de la grande fidélité de réplication de la machinerie cellulaire. Toutefois, il a
été montré que les cellules infectées proliferent dans un contexte d’instabilité génomique qui
participent a la variabilité du génome viral (Mortreux et al., 2001). Ce mode de réplication a pu
étre caractérisé par la mise en place des technologies PCR inverse (IPCR) et de PCR avec ligation
d’oligonucléotides (LMPCR) (Mortreux et al., 2001). Ces techniques ont démontré la présence
d’un tres grand nombre de clones cellulaires (chacun issu d’un événement unique d’intégration
du provirus et donc caractérisé par un seul et méme site d’intégration du virus) dans le sang
périphérique des patients infectés par HTLV-1. Les clones cellulaires infectés peuvent persister
des années apres la primo-infection. Le nombre et 'ampleur des clones infectés semblent
corrélés au statut clinique des patients (Shimoyama, 1991; Yoshida et al., 1984). Il a été
également observé que les contaminations horizontales du virus aboutissent a la génération
de clones plus hétérogénes et moins stables que ceux détectés chez les patients infectés via
I'allaitement maternel (Okayama et al.,, 2001; Tanaka et al., 2005). Une réplication
oligo/polyclonale des cellules infectées est associée aux stades asymptomatique et TSP/HAM,
alors que les patients ATL présentent un profil monoclonal composé essentiellement du clone
tumoral majoritaire (représentant jusqu’ a 90% ou plus de la charge provirale) accompagné de
formes minoritaires de trés faible ampleur (Meekings et al., 2008). Par les méthodes de
séquencage profond, I'équipe de Charles Bangham a confirmé ces données et observé la
présence de 10 000 a 100 000 intégrants uniques dans le sang périphérique des individus

infectés par HTLV-1 (Cook et al., 2012; Gillet et al., 2011)

La plupart des cellules infectées par HTLV-1 comportent une seule copie du provirus dont
I'intégration du génome viral n’est pas totalement aléatoire (Cook et al., 2012). Elle apparait

préférentiellement dans des régions transcriptionnellement actives (Gillet et al., 2011), au
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niveau d’un motif consensus non palindromique (AATTAAAGTGGAT | ATCCACTTAAATA) (Kirk et
al., 2016). L'intégration du virus dans des régions proches de proto-oncogénes cellulaires tels
que STAT1, HDACS, et TP53 (Melamed et al., 2013) semble étre associée a un avantage sélectif
pour la survie des clones de lymphocytes activés in vivo sans pour autant jouer un réle

significatif dans I'oncogenese (Cook et al., 2014)(Rosewick et al., 2017a).

’expansion clonale des cellules infectées a été observée dans les répertoires T CD4+ et CD8+
(Sibon et al., 2006). Deux mécanismes distincts ont été décrits : HTLV-1 induit 'activation du
cycle cellulaire dans les lymphocytes T CD4+ in vivo alors qu’il inhibe I'apoptose des cellules T
CD8+ infectées in vivo et in vitro. Cette inhibition de la mort des cellules T CD8+ infectées a été
reliée a la surexpression du gene anti-apoptotique c-IAP2 (cellular Inhibitor of Apoptosis 2), via

I'activation de la voie NF-kB par Tax (Zane et al., 2010) .

Cette propagation du virus HTLV-1 par expansion clonale permet la persistance de 'infection
et la transformation des cellules infectées (Figure 8). Les cellules T CD4+ infectées proliféerent
dans un contexte d’instabilité génomique générée par Tax et HBZ (voir Chapitre Il partie F) qui
favorise la survenue de dommages clastogéniques et I'aneuploidie. L’analyse de données large
échelle met en évidence la présence de mutations somatiques récurrentes et des
réarrangements chromosomiques qui conferent un avantage sélectif aux cellules issus de
patients ATL. Les mutations sont fréquemment retrouvées au sein des genes CDKN2A, CD58,
CCR4, TP53, TET2 et MLL3. De plus, I'étude de Kataoka et al. montre que 10% des ATL,
présentent des mutations dites activatrices de I'expression des génes au niveau de neuf des
treize mutations étudiées. Ces altérations sont notamment associées a la voie de signalisation
NF-kB et aux régulations transcriptionnelle et épigénétique régulées par Tax (Kataoka et al.,
2015). Le r6le majeur de Tax dans ces mécanismes permettant la transformation cellulaire

seront développés ultérieurement.

L'oncoprotéine Tax est rarement exprimée dans les cellules d’ATL. ARNm de Tax n’est
retrouvée que dans 14/41 ATL par RT-qPCR (Takeda et al., 2004) (Figure 8). Par RNA-seq, seul
1/50 ATL a été détecté positif pour Tax dans une étude récente (Kataoka et al., 2015). La perte

de I'expression de Tax au stade tumoral repose sur divers mécanismes : I’'hyperméthylation ou
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la délétion du LTR 5" et des mutations au sein de la séquence codante de Tax aboutissant a
I"apparition d’'un codon STOP prématuré (Takeda et al., 2004). L’hyperméthylation du LTR5" est
décrite comme étant un évenement réversible, notamment via un traitement a la 5-Aza-2'-
deoxycytidine, un analogue structural de la cytidine qui ne peut pas étre méthylé dans des
lignées cellulaires dérivées d’ATL (TL-Om1, MT-1). Par ailleurs, un travail récent montre que les
cellules de lignées cellulaires issues d’ATL sont capable de réactiver de maniére transitoire
I'expression de Tax (Mahgoub et al., 2018). Pour cela, Maghoub et al., ont développé un
systeme d’expression de la d2GFP sous le contrdle de de 18 copies d’élément de réponse a Tax
(TXRE) dans deux types de lignées cellulaires dérivées d’ATL, MT-1 et KK-1 (Mahgoub et al.,
2018). Les auteurs montrent que 0,05 a 3% des cellules de ces lignées d’ATL, a l'origine
silencieuse pour Tax, sont capables de réactiver de fagon transitoire une expression de Tax. Ce
phénomene semble apparaitre au dépend de l'expression d’HBZ. Le groupe de Charles
Bangham confirme ce mode d’expression en « burst » de Tax et d’"HBZ par des approches
« single molecule RNA-FISH » dans des clones de cellules T issus de patients infectés par le virus
HTLV-1 (Billman et al., 2017). Dans les cellules d’ATL, I'inhibition de I'expression de Tax induit
I'entrée en apoptose des cellules MT-1, indiquant I'importance d’un maintien de I'expression

de Tax pour la survie des cellules tumorales (Mahgoub et al., 2018).

Infection chronique, persistance des clones, transformation et établissement de I'ATLL

__________________>

Y 1mpact de Apparition de
= I’insertion du ppartt ').)
p mutations Perte hanh
E——) W)  provirus sur : » *»
i I’expression HOBKIGUES 6 teslax ‘*)
Intégration d’un provirus O\ .) Phe b e modifications J
10*-103 lymphocyte T m., celllﬁaires épigénétiques
(95% CD4*,5% CD8*)

Figure 8 : Modeéle des étapes de l'infection induite par HTLV-1 conduisant au développement

de I'ATL

Au cours de I'infection par le virus HTLV-1, on observe la présence de nombreux clones distincts dans le
sang des patients infectés. L’expression de facteurs viraux Tax et HBZ dérégule les principales voies
cellulaires et favorise I'instabilité génétique conduisant ainsi a la prolifération incontrolée des clones.
’accumulation des mutations somatiques ainsi que le remodelage épigénétique réalisés entrainent la
transformation et I’émergence d’un clone majoritaire favorisant ainsi I’établissement de I’ATL. Adapté
de (Cook et al., 2017).
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D. Régulation de I'expression des genes viraux

1.  Caractéristiques structurales et fonctionnelles de Tax

Tax est une protéine de 40 kDa hautement conservée. Elle est composée de plusieurs domaines

fonctionnels (Figure 9) :

- un signal de localisation nucléaire (NLS) qui est également la région d’activation des facteurs
CREB

- le motif en doigt de zinc indispensable a son interaction avec les facteurs CREB et CBP/p300
en N-terminale

- deux régions en leucine zipper nécessaires a son interaction avec NEMO participant a
I'activation de la voie NFkB

- un signal d’export nucléaire (NES)

- un motif de liaison aux domaines PDZ en C-terminale. Les domaines PDZ sont retrouvés dans
de nombreuses protéines cellulaires, dont le suppresseur de tumeur Dlg ou la protéine MAGI-

3, qui cooperent avec PTEN pour inhiber la voie PI3K-Akt (Cherian et al., 2015).

50 100 150 200 250 300 350
I | I [ | | |
Région activatrice  Site de Région activatrice de NFxB Site d
de CREB fixation . 'ﬁe ‘;b
«———  CBP/p300 « ’ e
NLS LZ NES LZ Domaine
PDZ

Figure 9 : Schéma de la structure et des domaines fonctionnels de Tax

NLS : Nuclear localisation signal, LZ : Domaine leucine zipper, NES : Nuclear exportation signal.
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Ces domaines lui permettent d’interagir avec un large panel de partenaires cellulaires via
notamment le domaine PDZ. Les interactants de Tax sont impliqués dans de nombreux
processus cellulaires (NF-kB, CREB, CBP/p300). Tax comporte des séquences d’adressage NLS
et NES facilitant ainsi sa translocation dynamique et bidirectionnelle entre le noyau et le
cytoplasme (Bertazzoni et al., 2011). Cette oncoprotéine n’est pas distribuée de facon
homogéne dans la cellule, elle s’organise essentiellement sous forme de structures spécifiques
et importantes pour ses fonctions. Dans le cytoplasme, Tax est retrouvée au niveau des rafts
lipidiques de I'appareil de Golgi ainsi que sous forme de granules en périphérie du noyau. Au
niveau du noyau, Tax s’organise sous forme de granules (Tax bodies) ou sont retrouvées de
nombreuses protéines appartenant entre autres aux machineries de transcription, d’épissage,
de réparation des dommages a I’ADN ou encore de réplication (Bex et al., 1997; Semmes and

Jeang, 1996).

2. Tax active I'expression virale

Tax est impliquée dans la transactivation de I'expression des génes viraux a partir du promoteur
situé dansle LTR5’ (Felber et al., 1985) (Figure 10). Tax n’est pas capable de se fixer directement
sur ces boites CRE mais recrute les facteurs ATF/CREB au niveau des sites TXRE pour Tax
Responsive Element (qui contient une séquence CRE-like (vCRE) encadrer par deux ségquence
riche en GC) du LTR en recrutant ainsi les histones acétyltransférases telles que CBP et p300,
décondensant la chromatine et facilitant le recrutement de la machinerie de transcription pour
induire I'expression des genes viraux (Giam and Xu, 1989)(Lu et al., 2002). Tax est également
capable influencer I'étape d’élongation de la transcription en entrant notamment en
compétition avec Brd4 pour la fixation de la cycline T1 et I'activation du complexe pTEFb. Tax
induit également, de maniére indirecte la phosphorylation de la sérine 2 du CTD de I’ARN
polymérase |l et favorise ainsi l'initiation de I"’élongation transcriptionnelle (Cho et al., 2007;
Zhou et al., 2006). Aussi, I'interaction entre Tax et BRG1 du complexe SWI/SNF (SWltch/Sucrose
Non Fermentable) facilite I'élongation transcriptionnelle via le remodelage des nucléosomes
(Wu et al., 2004). L'ensemble des actions de Tax participe donc a sa propre expression ainsi

que I'expression sens du provirus.
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Figure 10 : Modeéle de transactivation du LTR 5’ par Tax

La transactivation du LTR 5 viral Tax dépendant de nombreuses interactions fonctionnelles qui
induisent des modifications épigénétiques. Tax recrute CREB/ATF et CBP/p300 conduisant a
I"acétylation (Ac) des histones au niveau du promoteur viral. Les complexes SWI/SNF sont également
recrutés par Tax. Tax impacte aussi la vitesse d’élongation de la polymérase |l via son interaction pTEFb.
Tax/pTEFb phosphoryle le domaine CTD au niveau de la Serine 2 aboutissant ainsi a 'activation de la
transcription. D’aprés (Boxus et al., 2008).

3. Rex, p13", p30", et HBZ, des trans-inhibiteurs de

I’expression des genes viraux

a) Rex

Rex (p21) est le régulateur post-transcriptionnel du virus HTLV-1. Il est produit a partir de I'ORF
IV (Figure 6). L'activation du provirus HTLV-1 par Tax entraine I'accumulation progressive de
Rex qui favorise I'export des ARN viraux génomiques et codants les protéines de structure de
particules virales (Figure 5). En effet, la protéine Rex interagit directement avec une structure
particuliere en 3" appelée RxRE présente uniquement sur les ARNs non épissés et partiellement
épissés. L'export actif de ces ARNm viraux vers le cytoplasme médié par Rex permet la
production des protéines de structure virale Gag, Pro, Pol et Env et la formation des particules

virales (Heger et al., 1999; Hidaka et al., 1988).
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b) pi3'etp30"

Les protéines p13" et p30 " sont produites a partir de I'ORF Il (Figure 6). Les protéines p30'" et
p13 " participent a la latence virale en inhibant la transcription virale médiée par Tax. Les
protéines p30" et p13"inhibent également la formation du complexe Tax-CBP/p300 (Andresen
et al., 2011)(Zhang et al., 2001) (Figure 11). La protéine p30" séquestre par ailleurs les ARNm
viraux codant Rex et Tax dans le noyau, inhibant leur traduction dans le cytoplasme (Nicot et

al., 2004).

SwilSat e e

Sy —<eg ey

Pas d’expression virale

Figure 11 : Modeéle d’inhibition de I'expression du génome viral

Les protéines p13", p30" et HBZ favorise I'inhibition de I'expression sens du génome viral en séquestrant
Tax ou bien ses partenaires essentiels a la transactivation du LTR 5.
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c) HBZ

La protéine HBZ (HTLV-1 basic leucine zipper factor) est I'unique facteur viral produit par un
ARN antisens synthétisé a partir du LTR 3’ (Gaudray et al., 2002) (Figure 6). L'isoforme épissé
de ce transcrit code un facteur de transcription de 206 acides aminés possédant un domaine
d’activation en amino-terminal et un domaine bZIP en carboxy-terminal. Contrairement a Tax,
qui est rarement exprimée au stade ATL, HBZ apparait exprimée de maniére constitutive in vivo
dans la majorité des clones, bien qu’a un faible niveau, et a tous les stades de l'infection. En
dehors de la protéine HBZ, ’ARN HBZ semble également jouer un role dans l'infection. En effet,
I'expression d’un vecteur porteur d’'une mutation empéchant la traduction de la protéine HBZ
ne réduit pas les effets sur la prolifération cellulaire suggérant ainsi un réle direct de I’ARN
indépendamment de la protéine HBZ. En fait, '’ARN d’HBZ semble augmenter le nombre de
cellules par l'inhibition de I'apoptose alors que la protéine HBZ favoriserait la prolifération des

lymphocytes mais également leur entrée en apoptose (Mitobe et al., 2015; Satou et al., 2006).

Il existe une dualité fonctionnelle entre Tax et HBZ. Au niveau transcriptionnel, HBZ est un
régulateur négatif de la transcription virale. La formation de dimeres HBZ/CREB-2 et
HBZ/CBP/p300 empéche Tax d’interagir avec ces facteurs transcriptionnels, inhibant ainsi la
transactivation de I'expression virale (Clerc et al., 2008; Lemasson et al., 2007). HBZ séquestre
également d’autres facteurs transcriptionnels activés par Tax : AP-1 (Matsumoto et al., 2005),
NF-kB (Zhao et al., 2009) et la B caténine (Matsuoka and Yasunaga, 2013). A I'inverse, HBZ
transactive I'expression de TGF-B inhibée par Tax (Zhao et al., 2011). Les travaux récents de
I"’équipe de Giam suggerent que I'équilibre d’expression entre Tax et HBZ permet d’échapper a
la sénescence cellulaire induite par I'activation chronique de la voie NF-xB par Tax et favorise
ainsi la persistance des clones infectées et leur transformation cellulaire.
HBZ et Tax favorisent cependant chacune l'instabilité génomique. HBZ inhibe le systeme de
réparation de ’ADN des cassures double brin le NHEJ en retardant également 'activation de
I'DNA-PK (DNA protein kinase). A terme, ceci participerait au maintien et a I'accumulation de
défauts chromosomiques observés au cours de I'oncogenese médiée par le virus HTLV-1
(Rushing et al., 2018a).
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E. L'infection par HTLV-1 dérégule I'expression des genes

cellulaires

1. Impact quantitatif sur le transcriptome cellulaire

a) Les genes cellulaires codant les protéines

La comparaison de 'expression des genes de des cellules de patients atteint d’ATL et de clones
cellulaires CD4+ infectés non-transformés obtenus par culture en dilution limite des cellules
mononuclées de patients révelent que les transcrits dérégulés quantitativement sont engagés
dans des voies fonctionnelles majeures tels que le « cancer », la voie de signalisation des MAPK,
les adhésions focales et les interactions entre les cytokines et leurs récepteurs (Thénoz et al.,
2014). Ces résultats sont en accord avec des travaux précédents du groupe de Pise-Masison ou
une comparaison par puce a ADN entre des PBMC issues de patients sains et des cellules
immortalisées par HTLV-1 (Champ (ATL), Bes (ATL) et ACH.WT) révele également des défauts
d’expression des genes, notamment une surexpression de genes codants pour des cytokines et
chemokines et leurs récepteurs respectifs (Pise-Masison et al., 2002). Il a été montré que les
genes codant pour l'interleukine IL-2 et de la sous-unité o du récepteur a IL-2 (IL2RA) sont
surexprimeés sous I'effet de 'activation de la voie NF-kB induite par I'oncoprotéine Tax (Ruben
et al., 1988). Il a été également proposé que la surexpression de nombreuses molécules
d’adhésion dans les cellules au stade ATL favoriserait I'invasion tumorale. La surexpression de
la L-sélectine reliée a I'expression de Tax favorise I'adhésion aux cellules endothéliales et
Iinfiltration hépatique des cellules infectées chez des patients atteints d’ATL (Tatewaki et al.,
1995). L'expression de CADM-1 (Cell Adhesion Molecule 1), une immunoglobuline présente a
la surface des cellules infectées, constitue a I’heure actuelle un marqueur majeur des cellules
infectées par HTLV-1 (Sasaki et al., 2005). Une augmentation de I'expression de facteurs de
transcription et des genes impliqués dans la régulation du cycle cellulaire a également été

observée dans des modeles cellulaires distincts (Harhaj et al., 1999; de La Fuente et al., 2000).
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L'étude des cellules issues de patients TSP/HAM révele également I'activation de voies
associées au cycle cellulaire et a la prolifération. Des dérégulations de génes sous le contrble
de p53 et I'activation des génes induits par IFN (interféron) semblent leur étre spécifiques. Plus
précisément, le profil d’expression de 80 genes induits par INF constitue une signature
spécifique des cellules de patients atteints de TSP/HAM. L'intensité de I'expression de ce sous-
ensemble de génes est corrélée a la sévérité clinique observée chez les patients. Selon les
auteurs de cette étude, ces dérégulations semblent ne pas correspondre a une réponse de
I'h6te contre le virus mais elles contribueraient plutét au développement de la TSP/HAM

(Tattermusch et al., 2012).

On retrouve des résultats similaires aux cellules d’ATL dans les lignées cellulaires C8166 et
HUT102 qui sont chroniquement infectées par HTLV-1. Il est a noter que I'analyse par clusters
hiérarchiques des profils d’expression révele que les lignées cellulaires dérivées d’ATL sont plus
proches entre elles suggérant ainsi des différences avec les lignées C8166 et HUT102
chroniguement infectées par HTLV-1 in vitro. Parmi les différences notables entre ces lignées
cellulaires chroniguement infectées et les lignées cellulaires dérivées d’ATL, il a été observé
que le TNFa est surexprimée dans les lignées cellulaires mais pas dans les cellules de patients

(Champ et BES).

Les mécanismes moléculaires qui sous-tendent les modifications transcriptionnelles sont
encore mal compris. De nombreux travaux ont adressés le réle des oncoprotéines Tax et HBZ
via leurs interactions multiples avec les régulateurs de la transcription des genes cellulaires.
Dans ce manuscrit, nous traitons principalement des dérégulations quantitatives et qualitatives
de I'expression des genes par I'oncoprotéine Tax via I'activation chronique de la voie NF-kB

(Chapitre Ill partie C).

Plus récemment, il a été décrit que les modulations du transcriptome observées dans les
cellules hotes peuvent également étre reliées a I'intégration du provirus (Melamed et al., 2018;
Rosewick et al., 2017b). Les données de RNA-seq (Annexe3) générées a partir de clones de
cellules transformée par HTLV-1 montrent une surexpression des genes proches des sites

d’insertion du provirus en amont et en aval de ces sites. Parmi les mécanismes de cis-activation
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de l'expression des genes, il a été démontré que la présence d’un site CTCF dans le génome
viral favorise les contacts chromatiniens entre le provirus et des genes cellulaires distants de
plusieurs mégabases. Ces rapprochements physiques sont corrélés a la modulation de
I'expression des genes présents dans ces régions chromatiniennes (Melamed et al., 2018). Ces
données ont été obtenues par |'utilisation d'une technique d’étude de I'organisation
tridimensionnelle de la chromatine, le 4C (circular chromosome conformation capture)
quantitatif et par I'utilisation de la technique de CRISPR/Cas9 (Annexe 3) permettant de muter
de maniére spécifique le site CTCF du provirus. Les dérégulations géniques liées aux contacts

chromatiniens entre le provirus et les génes distaux sont reliés a la présence du site CTCF.

b) Les genes codant pour les micro-ARN (miRNA)

L’étude du transcriptome dans les cellules HTLV-1 et les cellules primaires d’ATL met en
évidence une dérégulation de I'expression des micro-ARN (miRNAs). Les lignées cellulaires
transformées par le virus HTLV-1 présentent une augmentation de I'expression des miR-21, miR
-24, miR -146a et miR -155 alors que le miR -223 est réprimé (Watanabe, 2017). La recherche
de dérégulations de micro-ARN dans les cellules T-CD4+ et CD8+, infectées ou non, issues de
patients atteints de TSP/HAM a permis d’identifier une dérégulation des miR-17 et miR-21 dans
les cellules CD4+ infectées et non dans leurs contreparties CD8+. Ces dérégulations sont
dépendantes de l'oncoprotéine HBZ via un mécanisme post-transcriptionnel (Vernin et al.,,
2014) ou HBZ favorise la maturation des pri-miR-17 et -21. L’expression des miR-17 et miR-21
inhibe I'expression des transcrits OBFC2A codant pour un facteur de réparation de I"’ADN.
L’ensemble de ces évenements génére une linstabilité génétique de la cellule qui peut
contribuer au développement de I'ATL (Vernin et al., 2014). Les cellules primaires ATL quant a
elles semblent réprimer de maniere globale I'expression des miRNA notamment les miR-181a,
miR-132, miR-125 et le miR-31 (Watanabe, 2017). Plus particuliéerement, il a été démontré que
I'activation de la voie NF-kB permet la surexpression de I’histone méthyltransférase EZH2
(Fujikawa et al., 2015; Yamagishi et al., 2012). Cette surexpression inhibe I'expression du miR-
31 ce quiinitie I'expression constitutive de la kinase NIK. Ce mécanisme permettrait I'activation
persistante de la voie NF-kB et |la prolifération cellulaire (Fujikawa et al., 2015; Yamagishi et al.,

2012).
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2. Modifications qualitatives du transcriptome cellulaire

Outre les effets transcriptionnels, des altérations qualitatives des transcrits ont été mises en
évidence au cours de l'infection in vivo (Kataoka et al., 2015; Rosewick et al., 2017a; Thénoz et
al.,, 2014; Vernin et al., 2014). Notre laboratoire a été le premier a étudier les profils
d’expression des exons des clones cellulaires T CD4+ infectés ou non et transformés ou non-
transformés in vivo. L'analyse par cluster hiérarchique de I'expression de 3977 exons
(correspondant a 2218 génes) permet de discriminer les échantillons en trois groupes : les
clones non transformés non infectés, les clones non transformés infectés et le groupe des ATL
(Thénoz et al., 2014). Prés de 50% des genes régulés en épissage n’étaient pas modifiés au plan
guantitatif dans leur expression, suggérant des mécanismes de modification d’épissage
indépendants du niveau d’expression des genes. Dans ce sens, les analyses de Gene Ontology
(GO) indiguent que les génes régulés en épissage sont engagés en réalité dans des voies
fonctionnelles distinctes de celles affectées par les modifications transcriptionnelles. Ces
données ouvrent de nouvelles voies d’'investigations pour la compréhension des mécanismes

de I'infection.

Plus récemment, des études ont observé des événements d’épissage alternatif atypiques dans
les cellules d’ATL. Des modifications du génome telles que des délétions et/ ou inversions
chromosomiques engageant des sites de régulation de I'épissage (5 et 3’) permettent
d’expliquer certaines exclusions d’exons et rétentions d’introns (Kataoka et al., 2015). Par
ailleurs, des transcrits dits chimériques comportant des séquences virales flanquées de
séquences cellulaires ont été détectés dans les cellules d’ATL et seraient le reflet d’'un défaut
de terminaison de la transcription antisens de la séquence provirale qui empieterait sur les
geénes flanquant le site d’intégration du virus (Kataoka et al., 2015; Rosewick et al., 2017a).
Néanmoins, les mécanismes qui promeuvent ces événements atypiques, le réle des régulateurs
transcriptionnels Tax et HBZ, et les effets fonctionnels de ces transcrits atypiques et/ou

chimériques sur I'infection et la pathogenese liée a HTLV-1 restent encore inconnus.
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Figure 12 : Schéma récapitulatif des dérégulations de I'expression des génes cellulaire associées

a I'infection par le virus HTLV-1
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F. L'oncoprotéine Tax

Les effets oncogenes de Tax reposent sur ses capacités a affecter plusieurs systemes cellulaires

contrélant la viabilité cellulaire et la stabilité du génome.

1. Effets pléiotropes de Tax sur les systemes cellulaires

a) Taxet/!'apoptose

Tax régule I'apoptose principalement via l'inhibition fonctionnelle du suppresseur de tumeur
p53, médiateur crucial de I'apoptose, et son inhibition est fréquemment observée dans les
cancers. Tax est capable d’inhiber deux voies d’apoptose: la voie intrinseque activée
principalement par un stress cellulaire et la voie extrinseque activée par la liaison de ligands
extracellulaires au niveau des récepteurs de mort Fas, CD95 et DR4. La protéine Tax dérégule
transcriptionnellement différents génes de la voie pro- et anti-apoptotique : elle active
I'expression de nombreuses molécules anti-apoptotiques telles que BCL-xL, c-FLIP, CXCR7, ou
encore Bcl-3 (Macaire et al., 2012; Mori et al., 2001a; Saito et al., 2010; Tsukahara et al., 1999a;
Waldele et al., 2006) et elle réprime I'expression de molécules pro-apoptotiques comme Bax
(Brauweiler et al.,, 1997; Muhleisen et al.,, 2014). Ces dérégulations sont dépendantes de
I'activation de la voie NF-kB par Tax (Mori et al., 2001a; Tsukahara et al., 1999b; Wang et al.,
2014).

b) Tax et le cycle cellulaire

Le contréle du cycle cellulaire est dépendant de trois grandes familles de protéines : les
cyclines, les kinases dépendantes des cyclines (CDK), ainsi que les inhibiteurs de CDK (CKI).
L'une des étapes clés de régulation du cycle cellulaire est le passage de la phase G1 a la phase
S, permettant I'entrée en prolifération des cellules. La protéine Tax cible spécifiquement cette
étape et provoque une accélération de la phase G1 sans changement de la durée de la phase
S. Tax induit la surexpression des cyclines D1 et D2 permettant ainsi I'association de la cycline
D2 avec la kinase CDK6, CDK4 ou CDK2 dans des cellules de patients infectés par HTLV-1

(lwanaga et al, 2008). Le complexe Tax-CDK/cycline D potentialise également la
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phosphorylation et le changement de conformation de la protéine pRb et qui permet la
libération du facteur E2F1 (Haller et al., 2002; Kehn et al., 2005). Tax interagit avec p15™NK* et
p16'NK42 et empéche leur activité répressive sur CDK4 (Nicot, 2015). L’activation des CDK est
amplifiée par la capacité de Tax a réprimer I’expression des CK|I p19'NK4P et p27XP 1 (jwanaga et
al., 2001). De plus, Tax est aussi impliquée dans le déclenchement précoce de I'anaphase en

interférant avec le complexe APC/Cdc20 (Liu et al., 2005) (Figure 13).
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Figure 13 : L'oncoprotéine Tax dérégule des acteurs majeurs du cycle cellulaire
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c) Tax favorise I'aneuploidie

"activation prématurée du complexe APC (Anaphase Promoting Complex) induite par Tax est
associée a des défauts de ségrégation chromosomique qui résultent d’une mauvaise mise en
place du fuseau mitotique (Kuo and Giam, 2006; Liu et al., 2005). Les cellules de patients
atteints d’ATL présentent des centrosomes surnuméraires (Peloponese et al., 2005). Il a été
montré que 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 et de méme, l'inhibition de TAX1BP2 induit la
présence de centrosomes surnumeéraires (Ching et al., 2006). En 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).

d) Taxinhibe les systemes de réparation de I’ADN

Les cellules infectées par le virus HTLV-1 présentent des mutations, des insertions ou des
délétions de génes, ainsi que des anomalies chromosomiques (structure et nombre). Il a été
montré que Tax participe a I'apparition de ces anomalies. En effet, cette oncoprotéine inhibe
les machineries de détection et de réparation des dommages a I’ADN. Elle inhibe le mécanisme
NER par l'activation transcriptionnelle du facteur PCNA, permettant ainsi d’augmenter la
processivité de la polymérase (Lemoine et al., 2000). Tax inhibe également |'expression de la
polymérase B du systeme de réparation BER (Jeang et al., 1990). Enfin, Tax empéche le bon
fonctionnement du systeme de réparation NHEJ via l'inhibition transcriptionnelle du facteur
Ku80. Paradoxalement, |'expression de Tax contribue a I'augmentation de 'activité de la DNA-
PK. Tax favorise la réparation via le NHEJ au détriment de la recombinaison homologue (HR)
(Baydoun et al., 2012; Ducu et al., 2011; Durkin et al., 2008)(Rushing et al., 2018a). De plus, Tax
ralentit I'avancée de la fourche de réplication ce qui participe a I'apparition de cassures double
brin en phase S du cycle (Chaib-Mezrag et al., 2014).

HBZ est également impliquée dans linstabilité génomique des cellules issues de patients

infectées par HTLV-1 en diminuant I'expression du facteur de réparation OBFC2A via ses effets
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potentialisateurs sur I'expression des miR-17 et miR-21 (Vernin et al., 2014) et en interagissant
directement avec les deux sous-unités de la voie de réparation du NHEJ, Ku70 et Ku80 via son

domaine b-Zip (Rushing et al., 2018b).

2. Tax: un transactivateur transcriptionnel des genes

cellulaires

a) Tax interagit avec des facteurs de transcription

La protéine Tax a une faible affinité pour I'ADN et ne se lie pas directement aux séquences
régulatrices mais interagit avec des facteurs de fixation a ’ADN impliqués dans la régulation

transcriptionnelle.

Parmi eux, CREB/ATF et ses protéines co-activatrices ont été impliqués dans la régulation de
I'expression du virus en se fixant directement a la séquence TxRE (Tax response element) du
LTRS’. Tax interagit avec les facteurs CREB/ATF et renforce leur fixation au TxRE (Lundblad et
al., 1998). Tax est aussi capable via CREB de réguler I'expression des genes cellulaires tels que
c-Fos, mais elle peut également réprimer d’autres génes cibles comme la cycline A et B-mycb

(Kibler and Jeang, 2001; Nicot et al., 2000).

Tax module également |'expression des genes sous le contréle de motifs SRE (Serum Response
Element). Tax interagit avec SRF (Serum Response Factor) et avec différents membres du
complexe TCF (Ternary complex factor) dont Elk1 et Est1 (Dittmer et al., 1997; Shuh and Derse,
2000).

D’autres facteurs nucléaires sont ciblés par Tax, on peut citer les protéines de liaison CCAAT
telles que NF-YB et C/EBPB qui lui permettent d’activer I'expression du complexe majeur

d’histocompatibilité de classe Il (Boxus et al., 2008; Hivin et al., 2004; Tsukada et al., 1997).

Tax interagit avec le complexe d’initiation de la transcription dont TFIIA et TFIID (TBP et

TAFI128). Par cette interaction, Tax renforce la liaison de la sous-unité TBP a la séquence TATAA
49



et potentialise I'initiation de la transcription a partir du LTR. La mise en place du complexe de
pré-initiation permet le recrutement de I'ARN polymérase Il (ARNPII). L'initiation de la
transcription nécessite la phosphorylation de ’ARNPII sur les sérines 5 et 2 au sein du domaine
CTD. Cette phosphorylation est dépendante des kinases CDK9 et TFIIH. Dans ce systeme, Tax
recrute pTEFb en interagissant avec la cycline T1 et la kinase CDK9. Le recrutement de pTEFb
au niveau du LTR 5’ favorise la phosphorylation en Serine 2 du domaine carboxy-terminal (CTD)

de 'ARNPII et I'élongation de la transcription (Cho et al., 2007; Zhou et al., 2006).

b) Les protéines impliquées dans les voies de

signalisation cellulaire

(1) Lavoie MAPK

La voie de signalisation MAPK (mitogen-activated protein kinase) joue un réle important dans
la régulation de la prolifération, de la survie, de la différenciation et de la migration cellulaire,
ainsi que de I'angiogeneése. Elle est hyperactivée dans de nombreux cancers. Tax interagit avec
MAP3K (MAP kinase kinase kinase), MEKK1 (MAPK / ERK kinase kinase 1) et TAK1 (TGF-b—
activated kinase 1) (Wu and Sun, 2007; Yin et al., 1998). Tax se lie notamment a I'extrémité N-
terminale de MEKK1 et stimule son activité kinase. Cela permet I'augmentation de I'activité IKK
conduisant a la phosphorylation et la dégradation de IkBa. Tax interagit également avec la sous-
unité B des protéines G et avec plusieurs membres de la petite famille des Rho GTPases tels
gue RhoA (Wu et al., 2004). Suite a I'activation de la voie MAPK, la protéine G RhoA est activée
et permet I'hydrolyse du GTP en GDP. RhoA est impliquée dans la régulation de nombreux
processus cellulaires dont l'organisation du cytosquelette. Tax se lie a RhoA et pourrait

ainsi favoriser I'établissement de la synapse virologique (Nejmeddine et al., 2005).
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(2) Lavoie PI3K/AP-1 et la voie TGF[3

La voie de la phosphatidylinositol-3-kinase (PI3K) est une des voies de signalisation qui s’ouvre
en aval de I'interaction d’un facteur de croissance avec un récepteur a activité tyrosine kinase
(RTK). Elle suit donc un chemin paralléle a la voie des MAP kinases. Tax active cette voie en
perturbant le complexe p85a/p110a conduisant a une phosphorylation d'AKT en Ser473 et une
activation d'AP1 (Peloponese and Jeang, 2006; Ueki et al., 2002).

A l'inverse, Tax réprime la signalisation SMAD permettant ainsi aux cellules HTLV-1 positives
d’étre résistantes au TGFP. Cette inhibition est médiée par l'interaction de Tax avec les
extrémités C terminales de Smad2, Smad3 et Smad4 empéchant ainsi leur fixation a I’ADN

(Arnulf et al., 2002; Lee et al., 2002; Mori et al., 2001b).

Systémes de Réparation Transactivation transcriptionnelle
Régulation de I'expression des génes viraux et cellulaires
- NER - NF-KB
- BER - CREB /ATF

NHEJ CBP/p300
- HR - AP-1

Prolifération Cellulaire Apoptose

Dérégulation du Cycle cellulaire
Aneuploidie

Figure 14 : Schéma simplifié des effets pléiotropiques de Tax
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lll. La voie de signalisation NF-kB : un acteur majeur de
la physiopathogénie de I'infection

A. Activation physiologique de |a voie NF-xB
1. Généralités

Les facteurs NF-kB (Nuclear Factor kappa B) ont été décrits pour la premiére fois par Sen et
Baltimore comme étant rapidement induits dans les lymphocytes B et régulant I'expression de
la chalne kappa des immunoglobines (Sen and Baltimore, 1986). Ce facteur est également
impliqgué dans de nombreuses fonctions cellulaires telles que la survie, 'apoptose ou encore
participe a la réponse immunitaire (Hayden and Ghosh, 2004). Les facteurs NF-kB comportent
cing membres : RelA/p65, RelB, cRel, p5S0 et p52 (Hayden and Ghosh, 2004; Pires et al., 2018).
Ces sous-unités sont caractérisées par un domaine unique de fixation a I’ADN présent au sein
du domaine RHD. On peut les classer en deux groupes :

- Les sous-unités p50 et p52 formées respectivement a partir des précurseurs NFKB1/p105 et
NFKB2/p100, qui ne possedent pas le domaine de transactivation (TAD), région essentielle pour
I'activation de la transcription des genes cibles.

- Les sous-unités RelA/p65, RelB et cRel, contrairement aux facteurs du premier groupe sont

dotées du domaine TAD (Figure 15).
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Figure 15 : Structure schématique des sous-unités NF-xB

A. Les précurseurs pl105 et p100 forment respectivement les sous-unités p50 et p52 via le clivage
protéolytique du protéasome. B. Les protéines p65/RelA, cRel et RelB sont composées du domaine RHD
(Region Homology Domain) et du domaine de transactivation TAD. La protéine RelB présente également
un domaine Leucine Zipper.
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2.  Au niveau cytoplasmique

En I"absence de stimuli, le facteur de transcription NF-xB est séquestré dans le cytoplasme par
les protéines IkB. La famille kB est composée de 8 membres : IkBa, IkBp, IkBe, IkBy (NFkB
1/p105), IkBS (NFkB 2/p100), Bcl3 (B-cell lymphoma 3), IkBC et IkBNS (Ghosh et al., 2012). Les
protéines IkB masquent la séquence NLS (Nuclear Localization Signal) des diméres NF-kB
empéchant ainsi leur translocation dans le noyau. De nombreux signaux sont capables d’activer
la voie NF-kB comme les cytokines pro-inflammatoires, les agents infectieux et le stress
oxydatif. Ce stimulus permet I'activation du complexe IKK (IKK1 (IKKa), IKK2 (IKKB), IKK3 (IKKe),
TBK1) quiinduit la phosphorylation de la séquence consensus DSGXXS de la région N-Terminale
des facteurs IkB (Ghosh et al., 2012; Hacker and Karin, 2006). Cette phosphorylation entraine
I"'ubiquitinylation au niveau de la lysine 48 (K48) par la SCF (BTrCP) favorisant ainsi I'adressage
et la dégradation des facteurs ubiquitinylés par le protéasome (Krappmann and Scheidereit,
2005). Le motif d’import nucléaire des facteurs NF-kB est alors exposé permettant leur

migration dans le noyau.

On distingue deux voies d’activation du complexe NF-kB : la voie canonique et la voie non

canonique.

a) La voie canonique

La voie canonique est activée lors de réponses inflammatoires ou immunitaires rapides,
réversibles et bréves. Différents stimuli comme le LPS, des cytokines, des facteurs de croissance
tels que TNFa, IL1, TLR, PAMPs et les DAMPS activent cette voie. L'activation par le TNFa
permet le recrutement des protéines adaptatrices TRADD, RIP, TRAF2 et TRAF5. Ces protéines
adaptatrices activent la kinase TAK1 (associée au récepteur du TNFa), ce qui entraine la
phosphorylation du complexe IKK (IkB kinase). Ce complexe est composé de trois sous-unités :
- IKKa et IKKB formant les sous-unités catalytiques (serine kinase)

- La sous-unité régulatrice IKKy aussi appelée NEMO (NFkB Essential Modulator).

La voie canonique entraine I'activation du complexe NF-kB sous sa forme majoritaire RelA/p65-
p50, ou du complexe cRel-p50 (Figure 16).
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Figure 16 : Schéma d’activation de la voie canonique

Exemple de I'activation de la voie canonique par la fixation du TNFa sur son récepteur induisant
I'activation du complexe IKK composé de NEMO, IKKa, IKKB. Le complexe IKK phosphoryle a son tour
IkBa provoquant son ubiquitinylation puis sa dégradation protéosomale libérant ainsi le complexe NFxB
(RelA/p65-p50) qui migre au noyau.

b) La voie non canonique

La voie non canonique est quant a elle dépendante de 'activation d’'IKKa et de la kinase NIK. La
voie non canonique active NF-kB sous la forme du complexe majoritaire RelB-p52 ou du
complexe RelB-p50. Elle est stimulée par des signaux distincts dont le facteur d'activation des
cellules B (BAFF), le ligand CD40, le LTBR et RANKL. Les stimuli empéchent la dégradation par
ubiquitinylation de la protéine kinase NIK par le complexe TRAF-clAP. En effet, la kinase NIK
induit la libération des complexes p50-RelB ou p52-RelB en phosphorylant directement p100
ou bien par la phosphorylation du complexe IKKa qui va par la suite phosphoryler le précurseur

p100. La forme phosphorylée de p100 induit son ubiquitinylation au niveau de la lysine en
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position 855 (Amir et al., 2004). Cette ubiquitinylation aboutit a son adressage au protéasome

ou elle est clivée pour former la sous-unité p52. (Figure 17).

. 4 Activation non canonique
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Cytoplasme
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Figure 17 : Schéma d’activation de la voie non canonigue

"activation de la voie non canonique par BAFF permet d’activer la protéine NIK qui va a son tour
phosphoryler et activer le complexe IKKa/IKKB. p100 est alors maturé en p52. Le complexe RelB-p52
migre dans le noyau pour induire I'expression de ses génes cibles.
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3. Au niveau nucléaire

a) Régulation transcriptionnelle dépendante du

complexe NF-xB

Les facteurs NF-xB sont des facteurs de transcription impliqués dans la régulation de genes
associés a divers processus cellulaires tels que les réponses immunitaires innée et adaptative,
I'inflammation et I'apoptose. Les facteurs NF-kB fonctionnent sous forme de dimeéres. Il existe
15 possibilités différentes de former un dimére NF-kB. Seuls 12 dimeres peuvent se fixer a
I’ADN et neuf d’entre eux sont capables d’induire la transcription des genes cibles. Les diméres
comportant les protéines RelA/p65, cRel et RelB peuvent induire la transactivation des génes
cibles. Les homodiméres p50/ p50 et p52/ p52, dépourvus de domaine TAD, sont capables de
se fixer sur ’ADN mais sont généralement associés a une répression transcriptionnelle (Schmitz
and Baeuerle, 1991) (Figure 18). La libération des dimeres NF-kB et leur translocation dans le
noyau permettent a ces facteurs de pouvoir se fixer sur leur séquence cible via leur domaine
RHD. Le motif consensus reconnu comme site kB est 5-GGGRNYYYCC-3' (R : purine, Y :
pyrimidine and N : nucléotide au choix) (Sen and Baltimore, 1986). Les sites kB peuvent étre
présents au niveau des promoteurs, enhancers et au niveau des corps des genes cibles (introns
et exons) de la voie NF-kB. Au niveau des promoteurs, |'activation transcriptionnelle par les
facteurs NF-kB engage le recrutement de la machinerie transcriptionnelle et des protéines

impliquées dans le remodelage de la chromatine tels que CBP/p300.

57



. P6S/RelA  ps5o | : S RelE 5o ohe G

c-Rel
c-Rel

¢

. p65/RelA

~ = e
. P65/Rela v— _ RelB W . RelB
. _ RelB _ RelB ]

Figure 18 : Différentes combinaisons possibles formant le complexe NFkB et impact sur la

transcription des genes cibles

A. Les dimeres dépourvus de domaine TAD capables de se fixer sur ces séquences cibles et associés a
une répression de la transcription de ces genes cibles. B. Les dimeres dits « actifs ». C. Les dimeres
incapables de se fixer a 'ADN

Le mécanisme décrit ci-dessus résulte de I'étude de 'activation des génes cibles les plus connus
(NFKBIA, TNFAIP3, ..). Cependant, les mécanismes qui gouvernent une réponse
transcriptionnelle rapide associée a I'activation des complexes NF-kB sont encore aujourd’hui
peu décrits. Dans ce contexte, I’exploration de la distribution chromatinienne des complexes
NF-kB, en particulier celle de la sous-unité RelA/p65, ainsi que I'étude de la cinétique
d’activation de ce facteur ont permis récemment d’améliorer nos connaissances sur ce

mécanisme.
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(1) Ladistribution chromatinienne

La distribution chromatinienne des facteurs NF-kB a fait |'objet de nombreuses études menées
dans différents types cellulaires (HelLa, GM12878, THP-1) ; (Borghini et al., 2018; Lim et al,,
2007a; Martone et al., 2003; Zhao et al., 2014). Ces données révelent que les facteurs NF-kB a
la chromatine ne sont pas retrouvés majoritairement au niveau des régions promotrices.
Notamment, Borghini et al., montrent dans les cellules Detroit 562 que la grande majorité des
pics RelA/p65 concerne les régions intergéniques (49%) et intragéniques (44%), alors que les
régions promotrices ne constituent que 7% d’occupation de RelA/p65 (Borghini et al., 2018)
(Figure 19). Par ailleurs, plus de 50% des sites de fixation détectés par ChIP-seq se situent en
dehors des motifs consensus kB suggérant que le complexe NF-kB peut se lier a d’autres
séquences encore non identifiées, directement ou indirectement via l'interaction avec d’autres
protéines associées a I’ADN (Kolovos et al., 2016). Par ailleurs, la présence des dimeres NF-kB
a la chromatine n’est pas toujours synonyme de régulation transcriptionnelle (Martone et al.,

2003; Saccani et al., 2003).
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Figure 19 : Distribution chromatinienne de RelA/p65

(2) Lessites kB et cofacteurs

Les dimeres NF-kB n’operent pas seuls, mais tres souvent en coopération avec d’autres
facteurs de transcription tels que Sp1l (Boekhoudt et al., 2003), AP-1 (Brown et al., 2014,
Kolovos et al., 2016), les facteurs régulateurs d’interférons (IRF) (Freaney et al., 2013) et E2F1
(Lim et al.,, 2007a) pour controler la transcription des génes. Un exemple trés connu est
I'expression du gene IFN-B : son activation nécessite le recrutement synergique du facteur NF-
kB au niveau du motif conservé PRDII favorisant ainsi le recrutement successif du facteur IRF
et du facteur ATF2/c-Jun. La conformation des dimeres NF-kB s’adapte a la séquence du site
kb présent aux niveaux des genes cibles, ces données suggerent que la composition des sites
kB pourrait influencer le recrutement et l'interaction de cofacteurs (Chen et al., 1998).
Notamment, la composition des sites kB module le recrutement des cofacteurs, les genes

cxcl10 et MCP-1 répondent tous deux a l'activation de la voie NF-kB induite par le TNFa mais
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via des cofacteurs différents. Or, seul un nucléotide differe entre les deux site kB suggérant
que la composition nucléotidique du site kB influence le recrutement de cofacteurs et le mode

d’activation du gene cible (Leung et al., 2004).

(3) Les modifications post-traductionnelles de

RelA/p65 et leurs impacts sur I’activité

transcriptionnelle

Le recrutement de cofacteurs est régulé par les modifications post-traductionnelles des sous-
unités NF-kB. Pour RelA, il a été décrit que sa phosphorylation en serine 276 induit un
changement conformationnel favorisant son interaction avec le complexe CBP/p300 au
détriment de son interaction avec HDAC (histone désacétylase). Le complexe CBP/p300 a son
tour acétyle la sous-unité RelA/p65 en lysine 310 (Zhong et al., 2002) et favorise la formation
du complexe RelA/p65-pTEFb engagé dans l'initiation de I'élongation transcriptionnelle. Le
tableau ci-dessous résume les modifications post-traductionnelles étudiées pour la sous-unité

RelA /p65 et leurs impacts sur son activité transcriptionnelle.
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Modifications post-traductionnelles
de p65/RelA

Les sites ciblés

Les enzymes
modificatrices

Impact sur I"activité
transcriptionnelle

Phosphorylation de la sous-unité p65/RelA

# pES/RelA  cq

Les sites de phosphorylation

- Ser 276
Ser 311
- Ser 468
- Ser 529
- Ser 536
- Thr 435

Les kinases

- PKA,MSK %
- PKCT

- GSK3, IKKe, IKKB
- CK2

- IKKa, IKKf, RSK1
- Adéfinir

Renforce la fixation a I'ADN

Acétylation de la sous-unité p65/RelA

Ac

Les sites d'acétylation

- K122
- Ki23
- K218
- K221
- K310
- K314
- K315

Les acétyltransférases

K221 et K310

£

K122 et K123

Méthylation de la sous-unité p65/RelA

PES/RelA o

o

Les sites méthylation

- K218
- K221
- K314
- K315

Les méthyltransférases

- Set9
- 50Cs1

Ubiquitinylation de la sous-unité p65/RelA

Les sites d’'ubiquitinylation

- K314
- K315

Les ubiquitine ligase

- 50Cs1

Table 1 : Modifications post-traductionnelles de RelA et leurs impacts sur la
transcription

Les modifications post-traductionnelles induisant une répression de I'activité transcriptionnelle seront
discutées dans la partie Modifications post-traductionnelle et arrét de la transcription.

62




b) Cinétique d’activation transcriptionnelle

dépendante des complexes NF-«B

La cinétique d’activation de la voie NF-kB est importante pour comprendre la régulation de la
transcription des genes cibles. La liaison des diméres NF-kB a I'’ADN est un processus
dynamique qui permet de moduler rapidement 'expression des geénes cibles (Bosisio et al.,
2006; Saccani et al., 2003; Schreiber et al., 2006). Il a été décrit que le pré-recrutement des
homodimeres p50 et p52 au niveau de certains genes cibles en I'absence de stimuli permet de
maintenir une chromatine accessible, donc de fixer rapidement des dimeres NF-kB actifs
(possédant au moins un domaine TAD) lors de l'activation de la voie pour augmenter le
recrutement de I’ARN polymérase Il (Schreiber et al., 2006). Le complexe NF-kB est également
en mesure d’influencer son environnement chromatinien par le biais de divers mécanismes,
dont le recrutement des cofacteurs HDAC et CBP/p300 impliqués dans le remodelage de la

chromatine par acétylation (Zhong et al., 2002).

(1) Rdle du remodelage de la chromatine

De facon intéressante, les données de la littérature permettent de distinguer deux groupes de
genes régulés par les facteurs NF-kB. Le premier groupe est composé de genes déja exprimés
en l'absence de stimuli qui sont par conséquent associés a une chromatine ouverte et
facilement accessible au complexe NF-kB tandis que ceux de l'autre groupe nécessitent un
remodelage préalable de la chromatine avant leur activation (Saccani et al., 2001). Des travaux
récents indiquent que ce mécanisme repose sur I’'exposition des motifs de fixation aux facteurs
NF-kB et/ou de leurs cofacteurs via le repositionnement des nucléosomes. Ce phénomene est
indépendant de I'activité des facteurs de transcription et de I’ARN polymérase Il car il s’effectue
avant méme I'entrée des dimeres NF-kB dans le noyau et leur premier effet sur la transcription

des genes régulés (Diermeier et al., 2014) (Figure 20).
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Figure 20 : Remodelage de la chromatine en réponse a |'activation de la voie NFkB

L’étude par MNase-seq (Annexe 3) de la distribution des nucléosomes a 0, 10 et 30 min aprés activation
de la voie NF-kB par le TNFa révele I’existence d’un repositionnement des nucléosomes pour permettre
I'acces aux sites kB avant I'entrée des complexes NF-kB dans le noyau.
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(2) Impact de l'organisation tridimensionnelle de |a

chromatine

La transcription des genes cellulaires est finement régulée dans le temps et I'espace. La
coordination spatiale de [I'expression des genes fait intervenir une conformation
tridimensionnelle de la chromatine qui met en contact des régions du génome parfois distantes
de plusieurs mégabases. Ces boucles chromatiniennes ont été identifiées comme des
structures importantes pour la régulation de I'expression génique (Greenwald et al., 2019; Li et
al., 2012; Papantonis et al., 2010; Schoenfelder et al., 2010) . Elles peuvent faire intervenir des
séquences promotrices, et/ou insulatrices (CTCF). La distribution des sites kB n’apparait pas
uniqguement concerner les régions promotrices des génes, mais aussi celles définies comme
enhancers qui, par contact avec les promoteurs, permettent la régulation de ['activité
transcriptionnelle. Il a été montré dans les cellules IMRI0 que les genes cibles de RelA/p65 sont
déja engagés dans des boucles promoteurs/enhancers (Jin et al., 2013). L’activation de la voie
NF-kB permet de renforcer ces interactions promoteurs/enhancers ce qui aboutit a engager

rapidement la transcription.

Les analyses de la conformation de la chromatine montrent que I'activation de la voie NF-kB
par le TNFo impacte significativement I'organisation tridimensionnelle des genes activés
transcriptionnellement. Des genes se regroupent en foyers dans des structures nucléaires
riches en facteurs de transcription et de maturation des ARNs. Ces foci sont décrits comme des
usines a transcription ou « transcription factories »)(Jackson et al., 1993; Rieder et al., 2012) ou
s’opére une coordination ou une co-régulation transcriptionnelle de plusieurs génes (Osborne
et al.,, 2004; Schoenfelder et al., 2010). Plus particulierement, il a été démontré par des
expériences de Chromosome Conformation Capture (3C) que I'activation par le TNFo des
cellules HUVEC est associée a la formation de « NFkB factories » ou cohabitent les génes cibles
SMAD4A, TNFAIP2 (tous les 2 au sein du chromosome 14 et distant de 50 Mpb) et SLC6A5 (sur
le chromosome 11) (Papantonis et al., 2010). L’étude au cours du temps de la cinétique de
recrutement par la technologie TALEN (transcription activator-like effector nuclease) et de
RNA-FISH (RNA fluorescence in situ hybridization) (Annexe 3) démontre une rencontre

coordonnée et hiérarchisée de ces genes au sein de |'usine transcriptionnelle : la transcription
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SAMDA4A est le premier évenement qui permet le recrutement du géne TNFAIP2 dont la
transcription est requise pour le recrutement du troisieme géne SLC6A5 (Fanucchi et al., 2013).

L'inhibition expérimentale du recrutement de TNFAIP2 au sein du complexe multigénique

inhibe le recrutement et I'expression du géne SLC6A5 (Figure 21).
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Figure 21 : Co-régulation hiérarchique de génes répondant au TNFo.

A. Représentation schématique de la localisation des genes SAMD4A et TNFAIP2 sur le chromosome 14
(bleu) éloignés de 50 Mb et SLC6A5 sur le chromosome 11 (vert). B. En réponse a la stimulation TNFa,
les diméres NF-kB se déplacent dans le noyau pour réguler I'expression de leurs génes cibles. La
transcription coordonnée de ces génes semble se produire dans des usines transcriptionnelles « NFkB
factories ». L'un des complexes largement caractérisé est le recrutement hiérarchique des génes
SAMDA4A (bleu), TNFAIP2 (rose) et SLC6A5 (orange).
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c) Arrétde laréponse

(1) Rétrocontrole négatif : Synthése de novo des

inhibiteurs de la voie

L’arrét de l'activation de la voie NF-kB est indispensable au maintien de l'intégrité cellulaire.
Pour cela, il existe des mécanismes de rétrocontrole négatif permettant I'arrét de I'activation
de la voie NF-kB. L'activation prolongée de celle-ci induit I'activation transcriptionnelle des
inhibiteurs de cette méme voie. L'expression des genes NFKBIA et |kBe& codant les inhibiteurs
de la voie IkBa et IkBg, augmente rapidement aprés I'induction du facteur de transcription
NFxB. La protéine IkBa va alors séquestrer les dimeres NF-xB dans le cytoplasme et réguler
négativement |'activation de la voie. Ainsi, la synthese de novo de IkBa et son import nucléaire
induit le décrochage de RelA de I'’ADN et son export dans le cytoplasme (Huang and Miyamoto,
2001; Johnson et al., 1999; Kearns et al., 2006; Tam et al., 2000). Bien que le décrochage des
facteurs NF-kB des promoteurs soit suffisant a I'arrét de la transcription, il a été suggéré que
I'export dans le cytoplasme favoriserait le maintien d’un pool de complexes NF-kB/IkB

permettant de répondre plus rapidement a une prochaine stimulation (Figure 22).

(2) Cinétigue d’activation et défaut de 'arrét de la

7

reponse
Suite a une activation courte de la voie NF-kB par le TNFa dans les cellules Hela, 3 groupes
principaux de genes induits ont été décrits : des genes « early » dont I'expression est induite
1h apres leur activation, les genes « middle » induit 3h apres, et les genes « late » induit au
moins 6h plus tard (Tian et al., 2005). Une activation prolongée au TNFa, a permis d’établir
I'existence de deux phases d’activation des genes NF-kB-dépendant mais aussi de mettre en
evidence des genes dits « biphasiques ou oscillatoires ». La seconde phase d’activation est
associée a I'expression des genes dit « late » qui codent principalement des facteurs impliqués
dans I'adhésion cellulaire (I-CAM, KLRC2) (Tian et al., 2005). L'étude de l'activation dans des
cellules de muscle montre que linduction de cette seconde phase est associée a une
diminution de I'expression protéique des inhibiteurs de la voie NF-kB, IkBa (Ladner et al., 2003;
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Tian et al., 2005). Une activation prolongée ou chronique de la voie NF-kB par le TNFa est

caractéristique des maladies inflammatoires et des cancers par exemple.
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Figure 22 : Mécanisme régulant |'activation de la voie NF-xB

Le rétrocontrole négatif le plus connu est |'activation transcriptionnelle de l'inhibiteur 1kBo
(genes NFKBIA), qui participe a I'arrét de I'activation de la voie au niveau cytoplasmique en
séquestrant les hétéromeres NF-kB (p50-RelA/p65 et p50-c-Rel). De plus, les protéines [kB sont
également capables de migrer dans le noyau et décrocher le facteur NF-kB de son site kb et
ainsi permettre un arrét de la réponse (ici est schématisé I'exemple de la protéine IkBa.).

(3) Modifications post-traductionnelles et arrét de

la transcription

Les modifications post-traductionnelles de la sous-unité RelA/p65 participent a I'arrét de la
transcription NF-kB dépendante (Table 1bis). La phosphorylation et 'ubiquitinylation de
RelA/p65 peuvent induire son adressage au protéasome et sa dégradation (Saccani et al,,

2003). Par ailleurs, la méthylation des lysines 314 et 315 de RelA/p65 par la méthyltransférase
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Set 7/9 favorise également sa dégradation nucléaire (Yang et al., 2009). Les sites kB ainsi libérés
sont la cible des homodimeéres p50 dont un des réles serait de réprimer la transcription des

genes cibles.

Modlflcatio:s post-tralductlonnelles Les sites ciblés Les enzymes Impact sur Pactivité
e p65/RelA modificatrices transcriptionnelle
Phosphorylation de la sous-unité p65/RelA Les sites de phosphorylation Les kinases Renforce la fixation a 'ADN
- Ser 276 - PKA,MSK %
- Ser 311 - PKCY .y —
- Ser 468 - GSK3f, IKKz, IKKS
> - Ser 529 - CK2 a — —
-
8 PR g0 - Ser 536 - IKKa, IKKS, RSK1
- Thr 435 - Adéfinir
Acétylation de la sous-unité p65/RelA Les sites d'acétylation Les acétyltransférases K221 et K310
: - K123 )
Ac . K218
%320 ! !
- K314 .. £ K122 et K123
- K315
Méthylation de la sous-unité p65/RelA Les sites méthylation Les méthyltransférases
- K218 - Set9
- K221 - 50Cs1
- K314
- K315
Les sites d'ubiquitinylation Les ubiquitine ligase -
- K31 - 50€51
- K315
Décrochage i Ij

Table 1 bis : Modifications post-traductionnelles de RelA et leurs impacts sur la
transcription

En conclusion, I’extinction de I'activation de la voie NF-kB est strictement contrélée a plusieurs
niveaux tant elle est indispensable a I'intégrité cellulaire. La perte de ce rétrocontrole négatif
induit une activation constitutive de la voie NF-kB qui est a l'origine de pathologies
inflammatoires chroniques et qui participe a 'initiation et au maintien du phénotype tumoral
dans de nombreux cas de cancers (Godwin et al., 2013). Cette activité constitutive de la voie
est également associée a un mauvais pronostic dans de nombreux cancers tels que les cancers

de I'estomac, de la prostate, du colon, ou encore la leucémie myéloide chronique (Godwin et
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al., 2013). Elle est souvent le résultat d’une expression et/ou d’une activité aberrante des

effecteurs de la voie tel que RelA.
B. Activation chronique de la voie NF-xB dans les cellules

infectées par le virus HTLV-1

1.  Au niveau cytoplasmique

Les premieres études ont révélé que la voie NF-kB est activée de maniére constitutive dans les
lignées cellulaires transformées par HTLV-1 et dans les ATL (Mori et al., 1999; Sun et al., 1994).
L’inhibition de la voie NF-kB dans ces cellules déclenche 'apoptose, démontrant I'importance
de cette voie de signalisation dans le maintien du phénotype tumoral (Mori et al., 2002;

Watanabe et al., 2005).

a) Réle de Tax dans I'activation constitutive de la

voie NF kB

L’activation constitutive de la voie NF-kB est une étape cruciale et nécessaire a la
transformation cellulaire médiée par le virus HTLV-1 (Robek and Ratner, 1999). Il a été
rapidement démontré que Tax est un acteur majeur dans ce processus qui suffit a immortaliser
les lymphocytes T primaires humains (Leung and Nabel, 1988; Robek and Ratner, 1999; Ruben
et al., 1988; Yamaoka et al., 1996). Tax intervient en réalité a diverses étapes des mécanismes

de contrble de la voie NF-kB canonique et non canonique (Shirinian et al., 2013).

(1)  Activation de la voie canonigue par Tax

Au niveau du cytoplasme, Tax est capable d’activer la voie canonique en s’associant
directement a la protéine NEMO (Harhaj et al., 1999). In vitro, I'interaction entre Tax et NEMO
nécessite le recrutement de kinases par Tax afin de permettre 'activation du complexe IKK

(Harhaj et al., 1999) (Harhaj and Sun, 1999; Jin et al., 1999; Kfoury et al., 2005). Plusieurs kinases
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ont été identifiées comme interagissant avec Tax, notamment NIK (Uhlik et al., 1998; Yin et al.,

1998), MEKK1 ou encore TAK1 (via la sous-unité TAB2).

De plus, le détournement du complexe LUBAC et RNF8 (E3 ubiquitine ligase) par Tax permet de
promouvoir I'oligomérisation et la phosphorylation de TAK1 et IKK. Tax est capable également
d’interagir avec IkBa par le biais de ses motifs ankyrines répétés. Cette interaction favorise
I'adressage de IkBa au protéasome et sa dégradation (Hirai et al., 1994; Suzuki et al., 1995).
Tax se lie a la sous unité 20S du protéasome pour renforcer sa liaison avec les protéines IkB et
favorise leur dégradation (Rousset et al., 1996). Tax permet également la maturation
protéolytique de p105 pour générer la sous-unité p50. L'ensemble de ces actions aboutit a
I"'augmentation du nombre de complexes NF-kB libres (notamment I'hétérodimére p50/RelA)
qui peuvent subir un import nucléaire.

Au niveau de la chromatine, les fonctions de Tax sont relativement peu décrites. Tax augmente
la formation et la fixation des diméres NF-kB au niveau des sites kB sans pour autant impacter
leur dissociation de ’ADN (Figure 23) (Petropoulos et al., 1996). La présence de Tax au niveau
des complexes NF-kB a la chromatine reste incertaine. Seule une étude in vitro par EMSA
(Electrophoresis mobility shift assay ou gel retard) montre que Tax pourrait s’associer au
complexe NF-kB/ADN, cependant ces données n’ont pas été vérifiées dans un contexte

chromatinien in vivo (Suzuki et al., 1994).
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Figure 23 : Schéma d’activation de la voie canonique par Tax

(2)  Activation de |a voie non canonigue

Noyau

Cytoplasme

En ce qui concerne la voie non canonique, 'interaction Tax-NEMO induit le recrutement des

sous-unités IKKa entrainant la phosphorylation de p100 et son clivage en p52 (Lanoix et al.,

1994 ; Qu et al., 2004) (Figure 24).
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Figure 24 : Schéma d’activation de la voie non canonique par Tax

(3) Role de la protéine NEMO

Les voies canoniques et non-canonigues ne sont pas en réalité totalement indépendantes I'une
de I'autre. La protéine NEMO participe a I'activation de ces deux voies. Il estimportant de noter
que Tax n’est pas capable d’activer la voie NF-kB dans des cellules Jurkat NEMO -/- suggérant
ainsi que la protéine NEMO est un élément clé de I'action de Tax dans l"activation de la voie
NF-kB. Le mutant Tax M22, porteur des mutations T130A et L131S et incapable d’interagir avec
NEMO, est déficient pour I'activation de la voie NF-kB. Tax M22 n’induit pas la transformation

maligne des cellules T contrairement au Tax sauvage (Tax WT) (Robek and Ratner, 1999).
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(4) Role de I"'ubiquitinylation dans I'activation

cytoplasmique de la voie NFkB

L’oncoprotéine Tax est soumise a des modifications post-traductionnelles qui influencent sa
localisation cellulaire et ses capacités d’activation de la voie NF-kB. L'ubiquitinylation de Tax a
été décrite comme étant importante pour I'activation de la voie NF-kB et le recrutement du
facteur IKKy/NEMO. Le mutant de lysines Tax-K4-8R est incapable d’interagir avec le complexe
IKK (Nasr et al., 2006). Par ailleurs, I'activation du complexe IKK par Tax a été montrée
dépendante de la polyubiquitinylation de Tax au sein des radeaux lipidiques (Rafts) (Huang et
al., 2009; Shembade et al., 2007). Les études actuelles suggerent d’autres mécanismes pour
expliquer I'activation du complexe IKK par Tax mais ceux-ci sont encore tres controversés.
"activation chronique serait induite de maniére synergique entre I'activation reliée a Tax et
une activation secondaire médiée par les effets autocrines et paracrines des cytokines
sécrétées. Afin d’évaluer I'effet direct de Tax, Wang et al. ont mis en place un systeme d’étude
in vitro. Ces données montrent une activité ubiquitine ligase de Tax qui via UbcH2, UhcH5c ou
UbcH7 catalyse l'assemblage de chaines de poly-ubiquitine. Ces chaines favorisent ainsi
I'activation directe de Tax sur IKK en se liant a la sous-unité IKKy/NEMO. Tax est aussi capable
d’interagir avec Ubcl3, NEMO, TAX1BP1 et NRP/OPTINEURIN au sein des Rafts et
I'’établissement de ce complexe permet l'activation du complexe IKK. En parallele, le
recrutement de I'oncoprotéine Tax au sein des Rafts est également associé a une dérégulation
de l'autophagie. Tax favorise ici l'interaction entre le complexe IKK, Beclinl et PI3KC3

contribuant ainsi a I'assemblage de 'autophagosome (Chen et al., 2015; Ren et al., 2015).

(5) La phosphorylation et I'acétylation de Tax sont

impliguées dans I’activation transcriptionnelle des

genes NF-kB dépendants.

La forme phosphorylée de Tax est la premiere modification post-traductionnelle a avoir été
découverte. Elle est nécessaire pour sa localisation nucléaire au niveau des corps nucléaires et
I'activation transcriptionnelle dépendante de la voie NF-kB (Figure 23). Le mutant Tax F1, qui

ne peut pas étre phosphorylé au niveau des sérines 300 et 301, s"accumule dans le cytoplasme
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et empéche la formation des corps nucléaires Tax (Tax bodies) (Bex et al., 1997). La perte de
phosphorylation de Tax au niveau de ces résidus prévient également son acétylation au niveau
de la lysine 346 (Figure 25) (Lodewick et al., 2009). Cette étude suggére également que la
sumoylation de Tax potentialise son acétylation, permettant la colocalisation de Tax acétylée
et sumoylée avec p300 au sein des corps nucléaires. De plus, I'interaction entre p300 et Tax

acétylée permet I'activation des génes NF-kB dépendants (Lodewick et al., 2009).

La sumoylation de Tax a ainsi été proposée comme étant nécessaire a l'activation
transcriptionnelle des génes de la voie NF-kB. Cependant, via l'utilisation d’un mutant PQ et
d’un siRNA dirigé contre Ubc9 (SUMO-conjugating enzyme), deux travaux de l'équipe de
Claudine Pigue révelent que la perte de sumoylation de Tax n’impacte pas |'activation du
rapporteur d’expression répondant aux facteurs NF-kB, ni I'activation du gene cellulaire | CAM-
1 dont I'activation est dépendante de I'activation de la voie NF-kB (Bonnet et al., 2012; Péne
et al., 2014). La sumoylation de Tax semble plut6t étre indispensable a sa localisation au niveau

des corps nucléaires.

Activation transcriptionnelle des génes cibles NF-xB

T C 1 € s

48 189 (K4) /197 (K5} 215 263 (K6)/280 (K7) /284 (K8) 300-301 346 (K10)

K

Tax

Figure 25 : Représentation schématique des modifications post-traductionnelles de Tax

impliqguées dans 'activation transcriptionnelle des génes dépendant de la voie NF-xB
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2. L'activation de la voie NF-kB par Tax induit la

sénescence cellulaire

Quatre études de I'équipe de Chen-Zou Giam révelent que I'activation constitutive de la voie
NF-kB médiée par Tax est associée a une entrée en sénescence des cellules (Kuo and Giam,
2006; Shudofsky and Giam, 2019; Zhao et al., 2009; Zhi et al., 2011). Cette hyperactivation de
la voie s"accompagne d’un arrét du cycle cellulaire et plus précisément d’un blocage en G1 qui
conduit a I'entrée en sénescence. La sénescence des cellules Tax positives est dépendante de
la translocation nucléaire de p65/RelA et de I'activation d’IKKa. Elle se traduit par la
transactivation de p27 X" médiée par 'activation prématurée du complexe APC induite par Tax.
La surexpression du gene p21 est dépendante de la fixation a son promoteur du facteur SP1
induit par Tax. Ce phénotype est perdu en utilisant des lignées Hela exprimant un dominant
négatif IkBa (IKBSR), qui ne peut pas étre dégradé par le protéasome induisant ainsi la
séquestration des diméres NF-kB dans le cytoplasme. Les cellules délétées pour les protéines
IKKa, IKKy et NIK ne sont protégées de l'entrée en sénescence médiée par Tax. Aussi,
I'expression de I'oncoprotéine HBZ (ayant été décrite comme inhibitrice de la voie canonique)
permettrait de prévenir I'apparition de la sénescence cellulaire médiée par Tax. HBZ affiche en
effet des fonctions antagonistes a celles de Tax. Elle est capable d’interagir avec le RHD de la
sous unité RelA/p65 contribuant ainsi a une diminution de son interaction avec I’ADN (Zhao et
al., 2009). HBZ induit aussi I'augmentation de I'expression de I'E3 ubiquitine ligase favorisant la
dégradation de RelA/p65 par le protéasome (Zhao et al. 2009). Dans les cellules d’ATL, il semble
exister une résistance a l'induction de la sénescence induite par Tax (Shudofsky and Giam,
2019). Il est proposé que les lignées dérivées d’ATL ou Tax a été transduit acquierent des
mutations et des modifications épigénétiques qui leur permettent d’échapper a la sénescence

cellulaire médiée par I'activation chronique de la voie NF-kB (Shudofsky and Giam, 2019)

Cependant aucune donnée n’existe concernant I'effet sur 'activation de la voie NF-kB suite a
la transduction de Tax dans les lignées cellulaires dérivée d’ATL ainsi que son impact sur
I'expression des genes p21 et p27. Une hypothése envisageable serait que la voie NF-kB ne
puisse pas étre activée davantage et que par conséquent Tax serait dans l'incapacité d’induire

I'entrée en sénescence. Aucune évidence a I’heure actuelle ne permet d’affirmer que des
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cellules infectées par HTLV-1 in vivo induisent la surexpression de ces genes et I'induction de |a

sénescence décrite in vitro.

Les travaux du groupe de Chen-Zou Giam posent de nouvelles questions : quelles sont les
altérations génétiques et épigénétiques qui pourraient prévenir I'entrée en sénescence ? De
plus, quel serait le lien entre I'entrée en sénescence, I'activation constitutive de la voie NF-kB
et l'instabilité génomique induite par Tax qui favorise I'aneuploidie et I'apparition de mutations

somatiques ?

Une étude ex vivo montre que les cellules T infectées et non-infectées issues d’individus
porteurs du HTLV-1 portent des caractéristiques de sénescence comparées aux cellules T de
donneurs (Zane et al.,, 2012). Ce phénotype a été relié a des dysfonctions du systeme
télomere/télomérase qui dépendent du phénotype T CD4+ ou CD8+, du niveau d’expression
de Tax et de I'état d’activation des cellules T. Le raccourcissement des télomeres au cours de
I'activation des lymphocytes est en effet I'un des principaux facteurs impliqué dans la
sénescence (Chebel et al., 2009). En outre, Tax réprime I'expression des genes controlant
I'intégrité télomérique (Gabet et al., 2003; Zane et al., 2012) et installe un contexte d’instabilité
chromosomique propice a la transformation maligne. Dans les cellules d’ATL, ces dysfonctions
sont moins marquées du fait de la perte de Tax et de la présence d’HBZ qui permet la
surexpression de la télomérase (Kuhlmann et al., 2007) et une régulation des télomeres
appropriée a la stabilisation du génome tumoral. Le role du systeme télomére/télomérase dans
la sénescence induite par I'activation de NF-kB dans les cellules Tax n’a pas été abordé dans les

travaux de Giam.

Ainsi, une sénescence générée par Tax et régulée par HBZ pourrait participer aux étapes

précoces des processus leucémogenes associés a HTLV-1.
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C. Role de 'activation constitutive de la voie NF-kB induite par

Tax dans I'expression génique

1.  Au niveau quantitatif

L'essentiel des effets de Tax sur l'activation transcriptionnelle liée a NF-kB a été étudié au
niveau de promoteurs. De nombreux travaux gene a gene via notamment I'utilisation de
constructions luciférases ont été menés afin d’étudier I'effet de I'activation de la voie NF-xB
médiée par Tax au niveau des promoteurs des genes cellulaires (Huang et al., 2017; Lavorgna
et al., 2014; Leung and Nabel, 1988; Mariner et al., 2001; Pise-Masison et al., 2000; Ruben et
al., 1988). Notamment, il a été démontré que |'expression des genes IL2I,IL2RA, IL15 et TP53
est activée par Tax via une région comprenant le motif kB 5° GGGGAATCTCCC 3’ (Leung and
Nabel, 1988; Mariner et al., 2001; Pise-Masison et al., 2000; Ruben et al., 1988). Par ailleurs,
Tax promeut également la surexpression du récepteur interleukine IL-17RB. Cette expression
anormale d’IL-17RB favorise aussi I'activation persistante de la voie NF-kB. (Lavorgna et al.,

2014).

L’analyse du transcriptome a I'échelle de la cellule unique exprimant Tax révele la surexpression
des génes anti-apoptotiques et des genes cibles de la voie NF-kB (Mahgoub et al., 2018).
L'analyse intégrative des données de ChlIP-seq H3K27ac (marque d’activation de la
transcription) et des RNA-seq montre un enrichissement de cette marque d’activation
transcriptionnelle au sein des génes transactivés par Tax de maniére NF-kB dépendante (/L2RA,

TRAF3, TNFRSF8, PHF13) (Kurita et al., 2018; Mahgoub et al., 2018).

A large échelle, I'analyse par ATAC-seq permettant 'étude des régions accessibles de la
chromatine (Annexe3) montre que les motifs de la famille NF-kB et de la famille AP-1 (JunB,
Fral, Fra2, par exemple) sont enrichis de maniere significative dans les régions ouvertes de la
chromatine dans les cellules Tax positives, ce qui est cohérent avec les résultats des analyses
RNA-seq. Ces résultats suggerent que les cellules qui expriment Tax sont associées a un

remodelage important de la chromatine, facilitant I'acces des dimeres NF-kB et AP-1 a leurs
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sites de fixation spécifiques. En dehors des cellules exprimant Tax, des analyses a large échelle
de la distribution chromatinienne de RelA suite a une activation exogéne par TNF-a ou LPS
révelent que les promoteurs ne constituent en réalité qu’une petite partie des régions ciblées
par cette sous-unité de NF-kB. Une grande majorité est retrouvée dans le corps de genes
incluant des exons et des introns. L'impact fonctionnel de la fixation intragénique de NF-kB n’a
pas été exploré jusqu’a présent et pourrait étre le reflet d’un tout autre role de RelA que celui

initialement décrit dans le contréle de I'activité des promoteurs.

2.  Au niveau qualitatif

’effet de Tax sur la maturation des ARN cellulaires est relativement peu décrit. Tax a été
montrée comme interférant avec la machinerie NMD (Nonsense-Mediated mRNA Decay)
(Fiorini et al., 2018; Mocquet et al., 2012). Le NMD est une voie de régulation qualitative des
transcrits qui possede un codon de terminaison prématuré. Cet ARN non fonctionnel sera alors
dégradé par la machinerie NMD aboutissant en une baisse de |'expression protéique. Tax se lie
a UPF1 au niveau de son domaine hélicase central réduisant ainsi son affinité pour les ARNs
cibles qui possedent un codon STOP prématuré. Par cette action, Tax favorise la stabilisation
des ARNm viraux ainsi que certains ARNm cellulaires (Fiorini et al., 2018). Par ailleurs, Tax
participe a I'expression d’isoformes d’épissage des transcrits //-6 et Bcl-xL qui sont également
retrouvés chez les patients ATL et TSP/HAM. Ces isoformes d’épissage sont exprimés de facon
NF-kB dépendante dans lignées cellulaires lymphoides Tax positives (JPX9 et CTLL4-Tax)
(Nakashima et al., 2003; Tsukahara et al., 1999). Le mutant TaxM?22 déficient pour |'activation
de la voie NF-kB ne permet pas la surexpression de BCL-xL (Tsukahara et al., 1999). Ces données
suggérent que l'activation constitutive de la voie NF-kB médiée par Tax module le
transcriptome cellulaire tant au niveau quantitatif que qualitatif. Ces effets pourraient étre

reliés a une redistribution de NF-kB dans le corps des génes régulés en épissage alternatif.
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IV. L’épissage alternatif : un mécanisme de régulation
de la diversité structurale des transcrits cellulaires
couplés a la transcription

A. Qu’est-ce que I'épissage ?

L'épissage des ARN pré-messagers (pré-ARNm) est une étape nécessaire pour I'obtention de la
grande majorité des ARN messagers (ARNm) matures chez les organismes eucaryotes. |l
consiste a exciser les séquences introniques présentes dans le pré-ARNm et a ligaturer les exons
ensemble. Les facteurs d’épissage s’organisent séquentiellement en macrocomplexe appelé
splicéosome. A I'issue de son épissage, I’ARNm est exporté dans le cytoplasme ou il est pris en
charge par les ribosomes pour sa traduction. Chez I'homme, la plupart des introns sont épissés

co-transcriptionnellement.

1. Lessites d’épissages

Comment les introns et les exons sont-ils reconnus par le splicéosome ? Il existe quatre
séquences de reconnaissance des exons et des introns : le site 5" d’épissage, la région du point
de branchement, une région riche en pyrimidines et le site 3" d’épissage. Les sites 5" et 3’
canoniques d’épissage sont respectivement les di-nucléotides GT et AG, définissant ainsi les
extrémités de lintron. Une autre région importante pour ['épissage est le point de
branchement. Cette séquence est localisée généralement entre 20 et 40 nucléotides (nt) en
amont du site 3’ d’épissage et contient une adénosine. Chez les eucaryotes supérieurs, une
région riche en pyrimidines, existe entre le point de branchement et le site 3’ d’épissage (Figure

26).

5SS BS PPT 3 SS
T P T 3

Figure 26 : Les sites de reconnaissance nécessaires a la détection de I'intron/exon par le

splicéosome

Séquences consensus d’épissage (ADN) : 5’SS (site donneur d’épissage), BP (point de branchement),
PPT (polypyrimide tract ou séquence riche en pyrimidine) et 3’SS (site accepteur d’épissage).
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2. Assemblage du splicéosome et réaction d’épissage

Le splicéosome se compose de plus de 200 protéines associées ou non a des petites
ribonucléoprotéines, les snRNP (Small nuclear ribonucleoprotein) U1, U2, U4/U6 et U5. Ce
macro-complexe assure les deux réactions consécutives de transestérification nécessaires a
I'excision de I'intron a la liaison entre les deux exons (Figure 27). L’assemblage du splicéosome
est dépendante de séquences ARN reconnues par les snRNP U1 et U2. En effet, U1 snRNP se
lie d’abord a la jonction du site d’épissage de 5’ss, tandis que SF1 (facteur d’épissage 1) et les
facteurs auxiliaires U2 (U2AF) reconnaissent le point de branchement et le site d’épissage de
3’ss, respectivement (Figure 28). Par la suite, U2 snRNP déplace SF1 et U2AF pour se lier au
point de branchement. Ainsi se met en place la premiere étape de transestérification médiée
par le recrutement du complexe U4/U6 et U5 snRNP (tri- snRNP), qui forme le complexe pré-
catalytique (B complexe) en associant avec Ul et U2 snRNP. Le splicéosome subit ensuite
plusieurs remodelages pour former un complexe catalytique (complexe B*). Au cours de ce
remodelage, Ul et U4 snRNP sont retirés du complexe. La formation du lariat (intron en forme
de boucle) se produit lors de I'attaque de I'adénosine du point de branchement par le site 5’SS.

Au cours de la seconde étape (ligation des exons), I'extrémité libre du site 3’ss de I'exon est

jointe a I'extrémité de 5’ de I’exon suivant par une deuxieme réaction de transestérification.

1*réaction de transesterification

B o A ac TN

\

2**réaction de transesterification

En c?-—.AGm
GU
A — AG

| + DECTNENCTTEN Aot

GU

Figure 27 : Schéma des deux réactions de transestérification
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Pré-splicéosome

Complexe B

Complexe B*

Lariat (intron)

B__ + ARNm épiss

Figure 28 : Les étapes d’assemblage du splicéosome

La premiére étape de I'assemblage du splicéosome consiste en la reconnaissance du site 5" par le snRNP
U1. Puis le snRNP U2 vient se lier au site de branchement et forme le pré-splicéosome. Le complexe B
se met en place grace a la fixation du tri-snRNP U4/U6-U5 entre Ul et U2. Apres la libération des snRNPs
U1 et U4, la premiére réaction de trans-estérification a lieu. Le site 5’ est clivé et le résidu en 5’ de
I'intron est lié a une séquence proche du site 3’ (complexe B*). La deuxiéeme réaction de trans-
estérification consiste a cliver le site 3’, suite a cela les exons sont liés entre eux et I'intron est sous
forme de lasso ou lariat.

Depuis la premiere caractérisation du splicéosome en 1977, les techniques d’études des
complexes protéiques en chromatographie d’affinité et spectrométrie de masse révelent que
la composition du splicéosome est plus complexe qu’attendu. Il comporte, outre les facteurs
d’épissage, des régulateurs de la chromatine et de la transcription (Rappsilber et al., 2002). Ces
données soulignent un couplage étroit entre |'épissage et la transcription, ces deux
événements se déroulant au méme moment et au méme endroit, sont intimement coordonnés
(Naftelberg et al., 2015). Notamment, les hélicases a ARN DDX5 et DDX17 ont été décrites
comme jouant un réle a I'interface de la transcription et de I'épissage (Dardenne et al., 2014;
Lin et al., 2005a; Rappsilber et al., 2002). Leurs fonctions seront développées en détail dans un

prochain chapitre.
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B. L'épissage Alternatif

L"épissage alternatif est le processus selon lequel un gene peut produire différents ARNm
matures par la combinaison alternative d’exons. Ce mécanisme, étroitement lié au contexte

cellulaire, est au cceur de la diversité du transcriptome et du protéome cellulaire (Figure 29).

pré-ARNm Exon 1 Exon 2 Exon 3

/ Les ARNm épissés \

Exon 1 Exon 2 Exon 3 Exon 1 Exon 3

Figure 29 : Exemple d’épissage alternatif

Schéma explicatif simplifié de I'épissage alternatif. L'épissage alternatif est le processus par lequel un
méme transcrit primaire peut former au moins deux molécules d’ARN différentes. Un exon est dit
alternatif s’il est retrouvé inclus ou exclus au sein de '’ARNm mature. Un gene peut ainsi produire
plusieurs ARNm et par conséquent différentes isoformes protéiques dont leurs fonctions peuvent
diverger.

Les événements les plus courants sont les exons cassettes ou ASE (alternative splicing events).
L’exon est soit inclus soit exclu de I’ARN messager mature. Deux exons consécutifs sont dits
mutuellement exclusifs si I'un est toujours exclu dans I’ARNm lorsque I'autre est inclus. Deux
autres évenements d’épissage alternatif correspondent a la sélection différentielle de sites
d’épissage respectivement donneur (en 5’) et accepteur (en 3’). En fonction du site d’épissage
sélectionné, un fragment de I'exon est inclus ou exclu de I'ARNm. La rétention d’intron

correspond a l'inclusion d’un intron dans I’ARNm (Figure 30).
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De plus, il existe des sites d’initiation ou de polyadénylation alternatifs de la transcription qui
modulent le choix de I'inclusion du premier ou du dernier exon qui sont respectivement appelés
promoteurs alternatifs et sites de polyadénylation alternatifs (Figure 30). Les analyses bio-
informatiques ont permis de définir la notion de force des sites d’épissage basée sur le degré
de similarité des séquences avec leur consensus. Les exons dit « alternatifs » portent des sites
d’épissage faibles ou dégénérés et par conséquent sont faiblement reconnus par le
splicéosome. La reconnaissance et le choix de ces sites dépendent de l'intervention d’autres
éléments régulateurs recrutés en trans a la chromatine ou a I’ARN au niveau exonique ou

intronique.

A. Exon cassette B. Exons mutuellement exclusifs

C. Saut d’exons multiples D. Site 3’ alternatif

E. Site 5" alternatif F. Intron rétention

G. Sites poly A alternatifs H. Promoteurs alternatifs

Figure 30 : Schéma des différents types d’épissage alternatif

En rouge et orange : exon (ou portion d’exon) alternativement inclus(e) ou exclu (e) dans I'ARN
messager mature.
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1. Les facteurs d’épissage et leurs séquences de

régulation

La régulation de I'épissage alternatif s’effectue de maniere coordonnée entre les séquences cis
(séquence d'ADN capable de moduler I'épissage d’un exon donné) et les facteurs agissant en

trans sur les séquences régulatrices d’épissage ou facteurs d’épissage.

a) Les séquences régulatrices de ['épissage

alternatif

Il existe 4 catégories d'éléments cis: les séquences exoniques activatrices ou ESE (Exonic
Splicing Enhancer), les séquences exoniques inhibitrices ou ESS (Exonic Splicing Silencer), les
séquences introniques activatrices ou ISE (Intonic Splicing Enhancer) et enfin les séquences
introniques inhibitrices ou ISS (Intonic Splicing Silencer) (Figure 31A). Il existe deux grandes
familles de facteurs d’épissage qui régulent en trans l'inclusion ou l'exclusion des exons

alternatifs (Figure 31 B) : les facteurs SR et les hnRNPs.
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Figure 31 : Régulation de I'épissage alternatif

A. Séquences cis-régulatrices de I'épissage alternatif nommées d’apres leur position (exon ou intron) et
leur activité (répresseur ou activateur) : ISS (intronic splicing silencer), ESE (Exonic splicing enhancer),
ESS (Exonic splicing silencer) et ISE (intronic splicing enhancer). B. Les facteurs d’épissage (trans-
régulateurs) interagissent avec les séquences cis-régulatrices pour promouvoir I'inclusion ou I'exclusion
de I'exon. Les deux familles de facteurs de régulation de I'épissage les plus étudiés sont les protéines
hnRNP (en orange) et les protéines SR (en vert).

b) Les protéines SR

Cette famille comporte 9 membres dit « canoniques », considérés comme des protéines
activatrices de |'épissage. Elles sont caractérisées par un domaine RS (riche en Sérine et
Arginine) et un domaine de liaison a I’ARN (domaine RRM). Ce domaine RRM reconnait des ESE
et ISE spécifiques a chaque protéine SR. Ainsi ces protéines SR sont connues pour stabiliser
snRNP U1 au site d’épissage 5 et le facteur U2AF au site d’épissage 3’ via leur domaine RS
(Figure 32). Elles facilitent également l'incorporation de la tri-snRNP U4/U6-U5 au cours de

I'assemblage du splicéosome (Roscigno and Garcia-Blanco, 1995).
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Figure 32 : Schéma de régulation de I'épissage alternatif par les protéines SR

Les protéines SR se fixe sur les ségquences activatrices ici ESE (Exonic splicing enhancer) favorisant ainsi
la reconnaissance des sites d’épissage et le recrutement des snRNP U1 et U2.

c) Les protéines hnRNPs

Les ribonucléoprotéines nucléaires hétérogenes (hnRNPs) représentent une grande famille de
protéines de liaison a I'ARN (RBP) qui participent, a différents niveaux, au métabolisme et a la
maturation des ARN incluant I'épissage alternatif, la stabilisation de I'ARNm d’une part, et a la
régulation de la transcription et de la traduction d’autre part. Ces protéines hnRNPs possedent
des caractéristiques communes, mais elles sont plus hétérogénes que leurs contreparties SR.
Elles possedent également un domaine RRM, souvent associé a une répression de 'inclusion
de I'exon. L'une des protéines hnRNPs la plus étudiée est PTB qui interagit avec la séquence
riche en pyrimidines en amont du site 3" d’épissage bloquant ainsi I'accés au complexe U2AF

(Figure 33).

- “— YNTURAY Y(10-12)YAG “ GURAGU s YNTURAY memm Y(10-12)YAG _

Exon 1 Exon3

Figure 33 : Schéma de régulation de I'épissage alternatif par les protéines hnRNPs (PTB)

Lorsque le facteur PTB se fixe au niveau de ESE, il empéche la reconnaissance du site d’épissage et le
recrutement de U2 et U2AF induisant ainsi I'exclusion de I'exon cible.
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2. Les structures secondaires des transcrits

La sélection des sites d’épissage peut étre également modulée par la présence de structures
secondaires de I’ARN. En effet, ces structures secondaires peuvent masquer les sites d’épissage
et ainsi empécher leur reconnaissance par le splicéosome. Elles peuvent également favoriser
I'inclusion de I'exon en empéchant le recrutement par un facteur d’épissage répresseur et/ou
en rapprochant des séquences régulatrices (Jin et al., 2011). Ces structures ont été également
impliguées dans le recrutement de facteurs d’épissage (Grover et al., 1999; Hiller et al., 2007,
Vargas et al.,, 2011). Ces structures secondaires de I'ARN peuvent étre déroulées par les
hélicases a ARN qui comme leur nom l'indique exercent une activité enzymatique permettant
d’ouvrir les hélices a ARN. Plusieurs hélicases ont été impliquées dans la réaction et la
régulation de 'épissage (Camats et al., 2008; Honig et al., 2002a; Kar et al., 2011). Nous allons

ici plus particulierement nous intéresser aux hélicases a ARN DDX5 et DDX17.

3. Les hélicases a ARN DDX5 et DDX17

Les hélicases a ARN DDX5 (p68) et DDX17 (p72) sont 2 paralogues, que I'on nommera par la
suite DDX5/17, qui font partie de la famille des hélicases a domaine DEAD. Ces hélicases
possedent un domaine de fixation a ’ARN et un domaine de liaison et d’hydrolyse de I’ATP trés
conservés. Ces hélicases sont capables de dérouler localement les structures secondaires de
I’ARN et sont dépendantes de I'hydrolyse de I’ATP pour cette activité. Les protéines DDX5 et
DDX17 partagent 90% d’homologie au niveau du domaine hélicase. Les extrémités N-
terminales et C-terminales sont plus divergentes (Figure 34). Outre p72, une forme p82 de 79
acides-aminés de DDX17 est fréequemment observée et résulte d’'un évenement de traduction
alternative. Outre le fait qu’elle exhibe une activité hélicase semblable a celle décrite pour p72,
ses fonctions restent mal connues. Ces hélicases DDX5/17 sont multifonctionnelles : elles ont
été impliquées dans presque toutes les étapes de régulation des genes, et plus
particulierement dans le métabolisme de I’ARN. Elles ont été récemment impliquées dans la
régulation de la transcription et de I'épissage ainsi que dans le couplage entre la transcription

et I’épissage (Figure 34).

89



60 % 20% 30% Homologie

@ N-ter Domaine Hélicase C-ter

N-ter Domaine Hélicase C-ter

DDX5/17 sont des cofacteurs transcriptionnels
NF-KB, p53,...

Transcription < >
Les hélicase 3 ARN DDX5/17 sont des régulateurs

co-transcriptionnels de I'épissage alternatif
Dardenne et al., Cell reports , 2014

Figure 34 : Les hélicases a ARN DDX5/17 sont des facteurs qui régulent le couplage

transcription-épissage

a) DDX5/17: couplage transcription et épissage

alternatif

DDX5 et DDX17 coordonnent de maniere dynamique la transcription, |'épissage et la
dégradation des ARNs lors de la myogénese et de la Transition Epithélio-
Mésenchymateuse (EMT) (Dardenne et al., 2014). Notre laboratoire a démontré que ces
hélicases a ARN coopeérent avec le facteur d’épissage hnRNP H/F pour réguler I'épissage
d’exons définis par un site 5’ss faible situé au sein de régions riches en GC pouvant former
des G-quadruplex. Le complexe DDX5/17 et hnRNP H/F permet ainsi I'établissement d’un
profil d’épissage spécifique des cellules non différenciées. Au cours de la myogénese et
I'EMT, DDX5/17 favorise l'expression de microARNs (miR-1,miR-206 et miR-182b)
spécifiques (EMT ou myogénése) qui vont a leur tour inhiber I'expression de ces hélicases
et ainsi moduler le profil d’épissage (Dardenne et al., 2014). Par ailleurs, en accord avec

d’autres données de la littérature (Caretti et al., 2006a; Warner et al., 2004), cette étude
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montre que DDX5 et/ou DDX17 sont des co-activateurs transcriptionnels de facteurs de

transcription majeurs tels que SMAD (EMT) et MyoD (myogénese) (Dardenne et al., 2014).

b) Les hélicases a ARN DDX5/17 : des cofacteurs

transcriptionnels

Les hélicases a ARN DDX5 et DDX17 régulent la transcription par leurs interactions directes avec
plusieurs facteurs de transcription (Table 2). La présence de DDX5 ou de DDX17 dans les
complexes de facteurs de transcription module leur activité au niveau des promoteurs. Elles
ont été également identifiées dans le complexe d’initiation de la transcription via notamment
leur interaction avec I’ARN polymérase Il et les protéines de remodelage de la chromatine telles
que CBP, p300 ou PCAF (Rossow and Janknecht, 2003; Shin et al.,, 2007). Elles peuvent
également réprimer la transcription des génes via leur interaction avec les histones
désacétylases HDACI, 2 et 3 (Mooney et al., 2010; Wilson et al., 2004). Elles ont été également
impliquées dans la répression des genes cibles du facteur de transcription REST ; en effet
DDX17 est nécessaire a la liaison a la chromatine de EHMT2 (méthyl-transférase qui catalyse la
mono- et di-méthylation de I'histone H3 en lysine 9 (marque répressive de la Transcription)) au

niveau de genes régulés par REST (Lambert et al., 2018) (Table 2).
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Les hélicases a ARN

Les partenaires

. . Facteurs de . ARN non Références
a domaine DEAD e Facteurs chromatiniens
transcription codants
VDR (Fuller-Pace, 2013)
NF-xB/p50 (Wang et al., 2012)
Notchl SRA (Jung et al., 2013)
STAT3 (Sarkar et al., 2017)
DDX5/ p68 E2F1 (Mazurek et al., 2012)
B-caténine mrhl (Arun et al., 2012)
RUNX2 PRC2 SRA (Jensen et al., 2008)
CTCF/Cohésine SRA (Yao et al., 2010)
LOC284445 (Das et al., 2018)
SOX2 (Algahtani et al., 2016)
DDX17/ p72 et p82 REST EHMT2 (Lambert et al., 2018)
MeXis (Sallam et al., 2018)
ERa SRA
CBP, p300 (Fuller-Pace, 2013)
AR
(Dardenne et al., 2014;
SMADs CBP Warner et al., 2004;
Yang et al., 2007
DDX5/ DDX17 8. ’
MvoD BRG1. 6300 SRA (Caretti et al., 2006b;
y P Dardenne et al., 2014)
(Jacobs et al., 2007;
HDAC1 Jensen et al., 2008;
Mooney et al., 2010)
NFAT5 (Germann et al., 2012)

Table 2 : Les partenaires des hélicases a ARN DDX5/DDX17
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c) DDX5/17 régule la transcription des génes en

interagissant avec les IncRNA

Les longs ARN non codants (IncRNA) sont des acteurs importants de la régulation de
I'expression des génes chez les eucaryotes supérieurs a travers différents mécanismes. Les
IncRNA sont des transcrits de plus de 200 nucléotides qui ne comportent pas de cadre de
lecture pour la production de protéines. lls sont transcrits par I'ARNPIl et ils régulent
I'expression des genes en se liant a différents facteurs protéiques et/ou directement a I'ADN.
Les hélicases a ARN DDX5/17 interagissent avec les IncRNA, tels que SRA (DDX5/17) et Mrhl
(DDX5), pour moduler I'expression génique (Arun et al., 2012; Caretti et al., 2006a; Dardenne
etal., 2014)(Giraud et al., 2018). La régulation par DDX5/17 de I'activité du INnRNA SRA implique
la fixation du complexe trithorax (TrxG) et du complexe polycomb 2 (PRC2). DDX5 et DDX17
améliorent l'interaction entre SRA et TrxG augmentant ainsi le taux H3K4me3. Par ailleurs, il a
été montré que DDX5 stabilise la sous-unité SUZ12 de PRC2 qui favorise la répression des genes
médiée par PRC2 (Zhang et al.,, 2016). Cette régulation est dépendante du domaine de liaison

a ’ARN de DDX5 (Zhang et al., 2016).

d) Réle des hélicases a ARN DDX5/17 dans la

régulation de I’épissage alternatif

Les protéines DDX5/17 ont été impliquées dans le contrble de I'épissage alternatif d’une
multitude de transcrits dans divers contextes cellulaires via notamment leur activité hélicase
(Clark et al.,, 2008; Dardenne et al.,, 2014; Germann et al., 2012; Samaan et al.,, 2014).
Notamment, elles facilitent la dissociation de U1snRNP et le recrutement du tri-snRNP (U4,
U6/U7); (Lin et al., 2005b). Plus particulierement, ces hélicases a ARN détectent et ouvrent des
structures secondaires en tige-boucle qui peuvent masquer des séquences de régulation de
I'épissage, tel que démontré pour les genes CD44, H-ras et Tau (Camats et al., 2008; Honig et
al., 2002a; Kar et al., 2011). L'action de DDX17 au niveau d’une tige-boucle qui masque le site
5" en aval de I'exon v4 du transcrit CD44 permet le déroulement de I’ARN, I'exposition du site

5’ss, et I'inclusion de cet exon (Honig et al., 2002b) (Figure 35).
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Figure 35 : Exemple de régulation de l'inclusion de I'exon CD44v4

e) Les hélicases a ARN DDX5/17 régulent la

maturation des miRNA

DDX5/17 participe également a la maturation des micro-ARN (miRNA) (Cramer et al., 1997;
Gregory et al.,, 2004; Lambert et al.,, 2018; Li et al.,, 2018). DDX5 favorise l'interaction de
protéines SMADs avec Drosha permettant ainsi I'expression et la maturation de microARNs en
réponse aux facteurs de croissance TGFf3 et BMP (Davis et al., 2010). De maniére similaire, p53
s'associe a Drosha via DDX5 et permet |'expression des miR-16-1 et miR-143 (Suzuki et al.,

2009).

f)  DDX5/17 et Nonsense-Mediated Decay (NMD)

Chez I'homme, il a été montré que DDX5 et DDX17 interagissent physiquement avec UPF3, un
composant essentiel de la machinerie NMD (Nonsense-Mediated mRNA Decay). La déplétion
de DDXS5 favorise I'accumulation de transcrits contenant de long 3" UTR, tels que les transcrits
DDX17 et SMG5. Or, SMG5 est un composant de la machinerie NMD. Ces données suggérent
une boucle de rétrocontrdle positif des niveaux d'expression de DDX5 et DDX17 (Geildler et al.,
2013; Hug et al., 2016). L'impact de DDX5 sur le NMD est indépendante de son activité hélicase
(Geilkler et al., 2013).
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g) DDX5/17 et I'export nucléaire

DDX5 et DDX17 possedent des séquences NLS et NES leur permettant de faire la navette
entre le noyau et le cytoplasme (Wang and Cambi, 2009). Zonta et al., ont montré que

DDX5 favorise I'export de I’ARN c-fos en recrutant les facteurs d’export Aly et TAP (Zonta

et al., 2013).

C. Les mécanismes de couplage transcription et épissage

alternatif

Pour les genes codant les protéines, I'épissage s’opére principalement de fagon co-
transcriptionnelle (Bentley, 2014). Bien que nous sachions depuis 1988 que la réaction
d’épissage se produit simultanément avec la transcription, |'étude de ce phénomeéne a été
abordée plus tard notamment grace au développement des techniques de séquencage a haut

débit (Anvar et al., 2018; Nojima et al., 2018).

1. Le modeéle de recrutement

Les travaux d’A.R. Kornblihtt ont mis en évidence que la structure de la région promotrice
influence la sélection du site d’épissage (Cramer et al., 1997, 1999). L'étude de l'inclusion de
I'exon EDI de la fibronectine a permis de montrer que |'utilisation du promoteur de la B-
globuline en place du promoteur CMV induit une baisse de I'inclusion de cet exon (Cramer et
al.,, 1997). La régulation de I'exon EDI serait régulée par un recrutement différentiel de
protéines SR, ASF/SF2 et 9G8 au niveau de I'exon alternatif en fonction du promoteur utilisé

(Cramer et al., 1999).

Le modele de recrutement repose sur la capacité du domaine carboxy-terminal (CTD) de I'’ARN
polymérase Il (RNAPII) a recruter des facteurs de transcription et/ou d’épissage. Le CTD de la

RNAPII formerait une plateforme de recrutement qui influencerait les décisions d’épissage. Des
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expériences de chromatographies d’affinité ont mis en évidence que le CTD de la RNAPII

interagit avec les protéines SR, U2AF et Prp40 (Hsin and Manley, 2012).

Dans les cellules humaines, le CTD de la RNAPIl est constitué de 52 répétitions de
I'heptapeptide consensus Tyrl-Ser2-Pro3-Thr4-Ser5-Pro6-Ser7 (YSPTSPS) qui sont sujets a des
modifications post-traductionnelles (PTM). Notamment, les sérines 2 et 5 (Ser2 et Ser5) ont été
identifiées comme des sites majeurs de phosphorylation qui régulent [activité
transcriptionnelle de la RNAPII. Ainsi, le modele actuel est que pour la grande majorité des
genes codant, I'ARNPII est recrutée sous sa forme hypo-phosphorylée, puis elle est
phosphorylée sur la Ser5 lors de I'initiation de la transcription, et enfin phosphorylée sur la Ser2
lors de [|'élongation. Cette phosphorylation différentielle de la Ser2 vs Ser5 régule le
recrutement des protéines associées a la transcription a la phase appropriée du cycle de
transcription. Le CTD de la ARNPII non phosphorylé interagit avec le complexe du médiateur, la
phosphorylation par TFIIH (CDK7) de la Ser5 et Ser7 induit une perte d’affinité du CTD pour le
médiateur permettant ainsi I'échappement de "ARNPII du promoteur et l'initiation de la
transcription. Ensuite la phosphorylation en Ser2 facilite le recrutement de PAF1 complexe
(RNA polymerase ll-associated factor 1) et des facteurs de transcription tel que SPT6
permettant I"élongation de la transcription. Il a été décrit que l'utilisation d’un mutant de
ARNPII sans CTD induit I'inclusion de I'exon EDI (exon 33) du gene codant pour la fibronectine.
Ce résultat constitue I'une des premieres évidences de I'implication du domaine CTD dans la
régulation de I'épissage. Il a été montré que ce mutant n’est plus capable de recruter le facteur
d’épissage SRSF3 (serine/arginine-rich splicing factor 3) au niveau de I'exon EDI et d’induire son

exclusion des transcrits naissants (Figure 36) (de la Mata and Kornblihtt, 2006).
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Modeéle recrutement

Exon Exon

Figure 36 : Inhibition de I'inclusion de I’exon EDI par le recrutement de SRSF3 au niveau du

domaine CTD de ARN polymérase ||
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2. Le modele de cinétique

Le modele de cinétique repose sur la vitesse d’élongation de I’ARN polymérase Il et son impact
sur les décisions d’épissage alternatif. En effet, |'utilisation de séquences réduisant la vitesse
d’élongation ainsi que des drogues inhibitrices (DRB, la camptothécine et o amanitine) ou
activatrices (inhibiteur de déacétylases d’histones, trichostatin A (ou TSA)) de I'élongation de |a
transcription, impactent la régulation de I'épissage alternatif. L’évidence du réle de la vitesse
d’élongation de ’ARNPII a été apportée via |'utilisation d’'un mutant du CTD (C4) qui engendre
une diminution de 2 fois de la vitesse d’élongation de la ARNPII in vitro et in vivo (Boireau et al.,
2007; Coulter and Greenleaf). Dans ces conditions, il a été observé une augmentation de
I'inclusion de I'exon EDI du géne codant la fibronectine (de la Mata et al., 2003). Selon ce
modele de cinétique, il est proposé que lors d'une vitesse élevée d’élongation
transcriptionnelle le transcrit primaire expose plusieurs sites d’épissage (Figure 37) qui entrent
alors en compétition pour le choix d’épissage. Les sites d’épissage faibles sont alors ignorés au
profit des sites forts. En revanche, le ralentissement ou la pause de I"ARNPII (via la
phosphorylation du CTD en Ser 5 par exemple) permet la reconnaissance et la sélection du site
3’ d’épissage faible de I’exon EDI par le splicéosome et permet son inclusion. Une étude récente
démontre que le splicéosome actif est associé a ’ARNPII phosphorylée en Ser5 (Nojima et al.,
2018). La majorité des transcrits clivés au niveau du 5’ss détectés par NET-seq (ARNs longs et
courts) sont déja épissés en amont indiquant une épissage cotranscriptionnel séquentiel
(Nojima et al., 2018). L'inhibition de la transcription via le DRB révele qu’une majorité des exons

alternatifs sont régulés selon le modele cinétique.
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Figure 37 : Schéma du modéle cinétique

Une vitesse d’élongation rapide de I’ARNPII induit la reconnaissance des sites d’épissage forts au
détriment des faibles entrainant une exclusion de I'exon faible (panel de gauche). Al'inverse, une vitesse
réduite permet au splicéosome de reconnaitre les deux exons (panel de droite).
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Des études montrent également que des exons peuvent étre régulés de maniere opposée.
Notamment, I'exclusion de I’'exon 9 du gene CFTR est associée a un ralentissement de I’ARNPII
(Dujardin et al., 2014). Cet exemple ne contredit pas forcément le modele cinétique mais
apporte un mécanisme complémentaire pour cette classe d’exons. Notamment, le
ralentissement de I"élongation de la transcription favoriserait le recrutement du facteur
inhibiteur d’épissage ETR-3 en 3’ de l'intron 8 empécherait la fixation de U2AF65 induisant
I'exclusion de I’'exon 9 du transcrit mature (Dujardin et al., 2014). Ces différentes études ne
permettent pas d’exclure complétement I’hypothése d’un effet indirect qui se traduirait par un
recrutement différentiel de facteurs au niveau de ARNPII et/ou un impact sur le pool des

facteurs d’épissage.

Cependant le lien entre la pause de ARNPII et I'assemblage du splicéosome est un mécanisme
qui reste encore mal compris. Le développement de techniques de microscopie et de
séquencage a I"échelle du nucléotide pourrait dans un futur proche permettre d’adresser plus

précisément cette question.

3. Un role des facteurs de transcription dans Ia

régulation de I'épissage alternatif

Un facteur de transcription est défini comme acteur protéique qui active ou inhibe le
recrutement de I'ARN polymérase sur des promoteurs de génes. Depuis quelgues années, on
voit I'émergence de données en faveur d’une implication de ces facteurs dans d’autres étapes
de I'expression des génes tels que la maturation de I’ARN, incluant notamment |'épissage
alternatif. Par exemple, les facteurs de transcription oncogénes DEK et WT1 ont été décrits
comme régulateurs de |'épissage des genes impliqués dans le lignage hématopoiétique
(Mohamed et al., 2012). Par exemple, la protéine DEK interagit avec les composants U2AF35 et
U2AF65 du splicéosome. Sous sa forme phosphorylée en sérines 19 et 32, DEK se lie a U2AF35
et favorise ainsi sa la fixation au site 3" d’épissage (AG). En contrepartie, DEK empéche le
recrutement de U2AF65 au niveau de polypyrimidine tract leurre (séquence riche en pyrimidine

non fonctionnel empéchant I'assemblage et la réaction d’épissage a se mettre en place). Ce
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meécanisme constitue une régulation supplémentaire pour la bonne détection des sites
d’épissage par le splicéosome. En effet, la forme phosphorylée de DEK est nécessaire a
I’élimination de l'intron mais ne participe pas a l'assemblage de la machinerie d’épissage

(Soares et al., 2006).

Dans le but de mettre en évidence de nouveau facteurs impliqués dans la régulation de
I’épissage alternatif, le groupe de Benjamin J.Blencowe a mis en place une nouvelle stratégie
appelée SPAR-seq (Systematic Parallel Analysis of Endogenous RNA Regulation Coupled to
Barcode Sequencing). L'analyse par SPAR-seq a permis de démontrer que les facteurs de
transcription qui possedent un domaine de liaison a ’'ADN (57% de facteurs a doigt zinc (Zf)
dont 42% contenant un domaine C2H2) ont un impact similaire a celui des facteurs d’épissage
dans les cellules NA2 (cellules de neuroblastome de souris) (Han et al., 2017). En effet, ces
facteurs de transcription ont une incidence sur |'épissage alternatif a travers différents
mécanismes. Un des mécanismes qui permet de faire un lien entre les facteurs de transcription
et I'épissage est la capacité de ces facteurs a interagir avec I’ARN et a recruter les facteurs
d’épissage au niveau des transcrits naissants (Han et al., 2017). Cette étude démontre
également que certains facteurs de transcription se fixent sur des séquences régulatrices de
I'épissage et régulent également I'expression des régulateurs d'épissage qui contrdlent les
mémes exons cibles. Par exemple, la déplétion de Zfp871 impacte |'épissage de genes ciblés
par le facteur d’épissage Srrm4, impliqué dans la différenciation neuronale. Zfp871 module
I’épissage de facon indirecte car c’est son inhibition transcriptionnelle qui induit une réduction
de l'expression d’environ 40% de Srrm4. L'analyse de CLIP-seq (Crosslinking and
immunoprecipitation) (Annexe, Figure 3) permet de montrer une fixation préférentielle de
Zfp871 au sein des séquences introniques enrichies en motif UGC qui correspond a une
séquence de fixation de Srrm4 et proches de I'exon régulé. L’exon régulé par ce mécanisme est
inclus dans I’ARN transcrit mature dans la majorité des cas. Le facteur de transcription Naccl,
quant a lui, régule I'expression des facteurs d’épissage Mbnll et Mbnl2, ce qui impacte de
maniere indirecte |'épissage des exons ciblés par ces deux facteurs. En parallele, Naccl est
capable de se fixer directement a I’ARN de ses genes cibles, au niveau de I'exon régulé et de
I'intron adjacent, et il est donc capable d'impacter aussi I'épissage de maniere directe. Par

ailleurs, Girardot et al.,, montrent un nouveau réle du facteur de transcription SOX9 dans la
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régulation de I"épissage alternatif. SOX9 se lie a I'ARN au niveau de 'exon régulé cependant la
perte de ce recrutement dans la condition SOX9-A119V n’affecte pas la régulation de |'épissage
d’un autre de ses genes cibles, le mini-géne ZDHHC16. SOX9 se fixe au niveau du promoteur
des genes dont il régule également I"épissage cependant SOX9 régule |'épissage alternatif de
ses genes cibles de maniere indépendante de son rble transcriptionnel. Notamment
I'établissement du mutant SOX9 W144R permet de découpler ses deux fonctions, ce mutant
semble inhiber de maniere significative la transcription uniquement, sans impacter la
régulation de |'épissage alternatif des genes cibles. Cette étude montre que SOX9 coopere avec
de nombreuses protéines reliées au métabolisme des ARNs dont NONO, PSP1, Sam68 et les
composants du complexe EJC (exon junction complex) : Y14, EIF4A3 et MAGOH. SOX9 module
60% des cibles du facteur Y14 (Girardot et al., 2018).

Ces observations suggerent que la régulation du métabolisme des ARNs et plus
particulierement I'épissage par des facteurs de transcription n’est pas un phénomene isolé. De
plus, pour la plupart, ils régulent I'épissage alternatif de leur génes cibles en interagissant
directement avec I’ARN ou de maniere indirecte en affectant le pool de facteurs d’épissage

nécessaires a leur régulation.
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D. Controle de I'épissage par la régulation de la chromatine

1. Le nucléosome: une barriere a [’élongation

transcriptionnelle

La régulation de la vitesse de progression de la RNAPII est dépendante de la régulation de la
conformation de la chromatine. In vitro, il a été démontré que la présence d’un nucléosome
est suffisante pour ralentir ou stopper ’ARNPII (Hodges et al., 2009; Izban and Luse, 1991). De
plus, il est bien établi que le positionnement des nucléosomes par rapport au TSS, aux sites de
terminaison de la transcription (TS), aux exons et aux introns, aide a définir I'architecture des
genes. Il a été observé que l'enrichissement de I'ARNPII et de nucléosomes est présent
essentiellement aux bornes des exons plutét qu’aux introns flanquant (Chodavarapu et al.,
2010). Il a été proposé par conséquent que la présence de nucléosomes constitue une barriére
qui induirait le ralentissement ou une pause transitoire de I’ARNPII. Dans ce contexte, le
complexe SWI/SNF et plus particulierement la sous unité catalytique BRM ont été décrits en
interaction avec des facteurs impliqués dans la régulation de I'épissage Ul et U5 snRNP et le
facteur d’épissage Sam68 (Batsché et al., 2006). L'inclusion des exons alternatifs de CD44
coincide avec une ARNPII en pause (phosphorylée en sérine 5) et le recrutement de BRM
(Batsché et al., 2006). Ces données suggerent que le complexe SWI/SNF régule I'épissage des

exons variables du gene CD44 via un ralentissement ou pause de I’ARN polymérase Il.
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2. Les modifications d’histones impactent la régulation

de I'épissage
Les histones sont la cible de modifications post-traductionnelles : acétylation, méthylation,
ubiquitinylation, sumoylation, et phosphorylation (Latham and Dent, 2007). Il a été proposé
gue ces modifications puissent faciliter la définition des exons en affectant le recrutement des
facteurs d'épissage et modulant la vitesse d’élongation de I’ARNPII. Une chromatine accessible
est associée a une élongation rapide de ARNPII alors qu’une chromatine compacte favoriserait
un ralentissement ou une pause de la polymérase. Le géne FGFR2 posséde deux exons
mutuellement exclusifs conduisant a production de deux variants d’épissage qui possedent soit
I'exon Ill-b (forme épithéliale) et soit I'exon Ill-c (forme mésenchymateuse). Dans les cellules
mésenchymateuse hMSC, I'exon lll-b est exclus, ceci est corrélé a un enrichissement de la
marque H3K36me3 et un appauvrissement en H3K4me3 au niveau de la région des exons
variables comprenant ces deux exons. Dans les cellules mésenchymateuses hMSC, il a été
proposé que l'enrichissement de la marque H3K36me3 est associé au recrutement et a la
fixation de la protéine adaptatrice MGR15 qui a son tour favoriserait le recrutement du facteur

d’épissage PTB et I'exclusion de I'exon Ill-b.
Le tableau ci-dessous résume les principaux travaux menés pour comprendre les différents

meécanismes qui relient la régulation de I'épissage et les modifications post traductionnelles

des histones.
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Modifications Facteurs Impact sur
. Références
Histones impliqués Epissage alternatif
S (Gunderson and
= H3K9ac Johnson, 2009;
S GCN5/ U2 snRNP Diminution de l'inclusion de I'exon 18 NCAM
i H3K14ac Schor et al., 2009)
L
(@]
<
H3K4me3 CDH1/ U2 snRNP Augmente I'efficacité de |'épissage (Sims et al., 2007)
MRG15/ PTB Inhibition de I'inclusion des exons cibles de (Luco et al., 2010)
PTB
c H3K36me3
jel (Pradeepa et al.,
©
=, Psip1/SRSF1 2012)
=
o Régule les exons cibles de SRSF1
=
HP1y/ U2 snRNP (Saint-André et al.,
H3K9me3 Inclusion du CD44v6
JU2AF65/Prp8 2011)
H3K9me2 Inhibition d’élongation et I'inclusion d’exon
(Schor et al., 2013)
H3K27me3 EDI
c
.0
©
= Diminution de I'efficacité d’excision de (Zhang et al,,
£ H2Bu USP49/U1/U2
.g I'intron 2 de SLMO2 2013)
g
e
D
o Déplétion de ce variant d’histone est corrélé a
§ une augmentation de séquences contenant
(2]
= les jonctions introns-exons (Tolstorukov et al.,
5 H2A. Bdb SFR3B
- H2A. Bdb serait impliqué dans la formation 2012)
c
-g d’une structure chromatinienne qui faciliterait
©
> I'épissage

Table 3 : Réle des histones et des modifications post-traductionnelles des histones
dans la régulation de I’épissage
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3. L’état chromatinien et les ARNs non codants

La chromatine est trés souvent au contact de petits ARN non codants (ncRNA). La présence de
ncRNA aux régions introniques et exoniques peut favoriser I'inclusion d’exons en influencant
un enrichissement local d’"H3K9me2ty et H3K27me3 (marques répressives de la transcription)
(Han et al., 2007; Weinberg et al., 2006). Ces ncRNA peuvent étre complexés aux protéines
argonautes AGO1 et AGO2. Ces protéines s'associent avec les petits ARN interférents et
permettent la répression transcriptionnelle des génes cibles. La déplétion de ces facteurs
prévient I’hétéro-chromatinisation locale et I'inclusion de I'exon. Par ailleurs, il a été montré
gue AGO1 et AGO2 interagissent avec la chromatine mais aussi avec des composants du
splicéosome et des facteurs d’épissage (Ameyar-Zazoua et al., 2012). Les longs ncRNA (IncRNA)
ont été également impliqués dans la régulation de I'épissage alternatif. Plus particulierement,
le IncRNA anti-sens codé par le gene FGRF2 est exprimé lors de I'inclusion de I'exon Ill-b. Cet
anti-sens régule I'environnement chromatinien via notamment le complexe PRC2 et KDM?2a.
Cette hétéro-chromatinisation empéche la fixation de facteurs d’épissage inhibiteurs et

maintient I'inclusion de I'exon IlI-b (Gonzalez et al., 2015).

4. La méthylation de ’ADN module I'épissage alternatif

Outre la chromatine, les modifications épigénétiques de I'’ADN, telle que la méthylation,
contribuent également a la régulation de I'épissage alternatif. L'équipe de Gil Ast a récemment
démontré que les niveaux de méthylation de I'ADN sont plus élevés dans les régions
génomiques codant pour des exons que dans les séquences introniques flanquantes, suggérant
un réle de la méthylation dans la régulation de I'épissage (Gelfman et al., 2013). La méthylation
de I'ADN interfere avec I'élongation de I’ARNPII, notamment via CTCF et la protéine MeCP2, et
facilite I'inclusion des exons faibles (Marina et al., 2016; Shukla et al., 2011; Young et al., 2005).
Le deuxieme mécanisme est la mise en place d’une plateforme de recrutement par
I'intermédiaire des protéines HP1 (Maunakea et al., 2013; Shukla et al., 2011; Yearim et al.,
2015). Ces protéines affectent la décision d’épissage en fonction de la méthylation en recrutant
les facteurs d’épissage tel que U2snRNP. En effet, il a été montré que la fixation de CTCF a

I'exon 5 du gene CD45 induit un ralentissement de I’ARNPII favorisant ainsi I'inclusion de cet
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exon (Shukla et al., 2011). La méthylation du site de fixation de CTCF prévient sa liaison a I’ADN
et entraine I'exclusion de I'exon 5. L’analyse large échelle des sites de fixation de CTCF révele
gue les exons alternatifs possédant des sites de liaison au CTCF en aval sont associés a une

inclusion de I'exon alternatif dans les cellules BL41 et BJAB en présence de CTCF (Figure 38).

Ser5 Ser5
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Promoteur Exon 1 Exon 2 serz - Q _m

Exon 1 Exon 3

Figure 38 : Role de CTCF et la méthylation sur la régulation de I'épissage alternatif

A. En I'absence de méthylation, CTCF se fixe au niveau de son site consensus. Il crée ainsi un obstacle a
I’élongation de I’ARNPII ce qui favorise la reconnaissance de I'exon en amont et son inclusion. B. La
méthylation du site de reconnaissance de CTCF en amont de I'exon alternatif empéche son recrutement,
ceci est associé a une élongation rapide de I’ARNPII conduisant ainsi a I’exclusion de I'exon.
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Pour étudier le lien in vivo entre la méthylation de I'ADN et la régulation de |'épissage alternatif,
le laboratoire de Gil Ast a mis en place une stratégie CRISPR/dCas9 (Cas9 dépourvue d’activité
endonucléase) qui permet le ciblage spécifique a I'ADN dans des régions exoniques ou
introniques par les méthyl-transférases DNMT3A et DNMT3L ou la méthylase TET1. Cette
approche a permis de montrer un lien de causalité entre la méthylation de I’ADN de I'exon et
son niveau d’exclusion dans I’ARN. Aucun effet n’a pu étre mis en évidence en ce qui concerne
la méthylation des séquences introniques. Cette étude constitue la premiere preuve directe
que la méthylation des exons est impliquée dans la régulation de |'épissage alternatif

(Shayevitch et al., 2018).

5. Organisation tridimensionnelle de la chromatine et

régulation de I'épissage alternatif

Les données de séquencage ChIP-seq CTCF, RNA-seq ainsi que les données Hi-C ont permis de
mettre en évidence, une corrélation entre la formation de boucles chromatiniennes médiées
par CTCF entreles promoteurs, les régions intragéniques (régions contenant les exons
alternatifs) et I'inclusion de ces exons dans I'ARNm (Ruiz-Velasco et al., 2017). Mercer et al. ont
montré que les exons se situent au niveau de régions ouvertes de la chromatine ou sites
d'hypersensibilité a la DNase (DHS) (Mercer et al.,, 2013). Ces exons DHS proches des
promoteurs sont enrichis en composants reliés a la transcription (ARNPII, facteurs de
transcription) et en marques d’histones présentes au niveau des promoteurs (H3K4 me3, H3K4
me2, H3K9ac et H3K27ac) et ils sont également proches de sites de liaison de CTCF et Cohésine,
des protéines connues pour étre impliquées dans I'organisation 3D de la chromatine. lls ne sont
pas pour autant des promoteurs actifs, en effet I'analyse de ChIP-seq natif (sans crosslink)
d’H3K4me3 a révélé une diminution de I'enrichissement de cette marque au niveau de ces exon
DHS. Cet argument est en faveur de contacts physiques entre le promoteur et ces exons. De
plus, un enrichissement des exons DHS a été observé dans les régions génomiques impliquées
dans les interactions chromatine a longue distance ou le complexe de pré-initiation de I’ARNPII
est présent (Mercer et al., 2013). Les interactions entre les exons DHS et les promoteurs ont

été décrites comme étant spécifiques du type cellulaire (Mercer et al., 2013). Lenrichissement
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de facteurs de transcription comme p300 et des marques d’histones telles que H3K4mel et
H3K4me3 peut également étre di a l'interaction avec des enhancers transcriptionnels. En
faveur de cette hypotheése, il a été montré que la sous-unité MED23 du complexe médiateur
(complexe qui module de maniere positive ou négative la transcription des genes) participe
également a la régulation de I'épissage alternatif par I'intermédiaire de son interaction avec le

facteur d’épissage alternatif hnRNPL in vivo (Ernst et al., 2011; Kagey et al., 2010).

Par ailleurs, il a été décrit qu'environ 80% de |'enrichissement de AGO1 au niveau de la
chromatine est associé a des enhancers transcriptionnels spécifiques a un type cellulaire. Ce
recrutement préférentiel d’AGO1 au niveau des enhancers intragéniques est médié par des
IncRNA. Les analyses par ChIP-seq et RNA-seq révelent que le recrutement AGO1 est associé a

des évenements d’'épissage alternatif.

Enfin, I'analyse intégrative par Hi-C, RNA-seq et ATAC-seq dans les cellules cardiaques révele
I'existence d’usine a transcription enrichie en RBM20, un facteur d’épissage. Plus précisément,
une de ces factory favorise le regroupement inter-chnromosomique des genes TTN, CACNAIC
et CAMK2D, ceci est associé a une co-régulation transcriptionnelle de ces genes. Elle semble
former également des usines d’épissage spécialisées et enrichies en RBM20 favorisant ainsi la

co-régulation de I'épissage de ces transcrits (Bertero et al., 2019).

En conclusion, I'interconnexion entre la chromatine et I'épissage alternatif est complexe. En
effet, le contexte chromatinien est en mesure d’impacter a la fois le recrutement des facteurs
de I'épissage et la vitesse d'élongation de I'ARNPII et ainsi de moduler I'épissage alternatif de
I’ARN en cours de synthese. Cependant il reste difficile d'établir une regle générale car le
contexte chromatinien est spécifique du contexte cellulaire étudié. Une méme marque
d’histone sur un gene peut avoir des effets divers sur la décision d’épissage selon le type
cellulaire étudié (Saint-André et al., 2011; Smallwood et al., 2012). Par exemple, la déplétion
de HP1y (régulateur de H3K9me3) n’affecte pas I'épissage du géne CD44 dans les cellules
HCT116 contrairement a ce qui a pu étre observé dans les cellules Hela (Saint-André et al.,

2011; Smallwood et al., 2012).
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Résultats
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Problématique et résultats du travail de these

Les effets de I'oncoprotéine Tax sur la transcription des genes de la cellule hote ont longtemps
été au centre des recherches menées sur les mécanismes leucémogenes liés a HTLV-1. lIs font
intervenir des facteurs de transcription et des régulateurs de la chromatine qui, via Tax,
reprogramment l'activité de promoteurs de génes et ['élongation transcriptionnelle.
"activation de la voie de signalisation NF-kB par Tax joue tout particulierement un réle majeur
dans l'initiation et la promotion tumorale. Plus récemment, une étude au laboratoire a mis en
évidence que, outre des modifications quantitatives de I'expression des genes, les cellules
infectées in vivo subissent des remaniements qualitatifs des transcrits, incluant des
modifications de I'épissage alternatif qui culminent au stade de I'ATL (Thénoz et al., 2014). Il
est bien établi aujourd’hui que les mécanismes de régulation de I'épissage alternatif sont
étroitement couplés a la transcription, néanmoins les roles de Tax et de NF-kB dans ces étapes

de controéle de la diversité des transcrits restent inconnus.

Nos travaux montrent ici que Tax perturbe I'épissage d’un grand nombre de transcrits
indépendamment de ses activités sur la transcription. Les genes modifiés en épissage sont
engagés dans des voies fonctionnelles distinctes de celles contrblées par les genes régulés sur
le plan quantitatif. Néanmoins, les conséquences fonctionnelles des modifications d’épissage
litges a Tax peuvent contribuer a modifier le phénotype des cellules et participer a leur
transformation maligne. Certaines modifications d’épissage reliées a Tax sont retrouvées dans
les cellules d’ATL. De facon intéressante, I'expression des genes codant les facteurs d’épissage
n’est pas modifiée par Tax mais nous mettons en évidence que l'oncoprotéine virale peut
interagir physiquement avec le facteur d’épissage DDX17, une hélicase a ARN impliquée dans
le couplage transcription/épissage. Nos résultats montrent que cette interaction est
dépendante de l'activation de la voie NF-kB. Sur la base des travaux mettant en évidence la
capacité de la sous-unité RelA a se fixer au niveau des régions intragéniques, incluant des exons
et des introns, nous avons recherché si la formation du complexe RelA:DDX17 pouvait prendre
place a la chromatine a proximité d’exons alternatifs. Les analyses des données de ChlP-seq
montrent que la fixation intragénique de RelA est plus fréquemment retrouvée a proximité

d’exons alternatifs que d’exons constitutifs. L’analyse intégrative des données de ChlIP-seq et
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de RNA-seg montrent que les exons régulés par Tax, et comportant un site de fixation de RelA
a proximité (< 1kb), portent des sites d’épissage faibles dont la composition nucléotidique est
riche en GC. Ces caractéristiques sont partagées par les exons régulés par I'hélicase DDX17. Ces
données suggerent que RelA et DDX17 peuvent réguler I'épissage alternatif des mémes exons.
Cette hypothese a pu étre vérifiée par des essais de ChIP quantitatifs qui démontrent que, sous
I'expression de Tax, les modifications d’épissage des transcrits des geénes CD44, SEC31B, CASK
et MYCBP2 s’accompagnent d’un enrichissement en RelA et en DDX17 a la chromatine a
proximité de I'exon régulé. Les relations causales du recrutement a la chromatine du complexe
RelA :DDX17 sur I'épissage ont été obtenues par des essais de TALE qui montrent que c’est la
fixation intragénique de RelA qui permet le recrutement de DDX17 a la chromatine et la
régulation de 'inclusion de I’exon dans les transcrits de facon dépendante a I'activité hélicase
a ARN de DDX17. Ces données démontrent pour la premiere fois I'implication physique de NF-
kB dans la régulation de I"épissage alternatif, et revisite nos connaissances sur les mécanismes

impligués dans la pathogénese liée a HTLV-1.

Ce travail est actuellement en révision a Nature Communications. L’article et les figures/tables
supplémentaires sont disponibles sur le site de BioRxiv a I'adresse :

https://www.biorxiv.org/content/10.1101/676353v1
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Summary

The chronic NF-kB activation in inflammation and cancer has long been linked to persistent
activation of NF-kB responsive gene promoters. However, NF-kB factors such as RelA also
massively bind to gene bodies. Here, we demonstrate that the recruitment of RelA to
intragenic regions regulates alternative splicing upon activation of NF-kB by the viral
oncogene TAX of HTLV-1. Integrative analysis of RNA splicing and chromatin occupancy,
combined with chromatin tethering assays, demonstrate that DNA-bound RelA interacts with
and recruits the splicing regulator DDX17 in a NF-xB activation-dependent manner, leading to
alternative splicing of target exons thanks to DDX17 RNA helicase activity. This NF-xB/DDX17
axis accounts for a major part of the TAX-induced alternative splicing landscape that mainly
affects genes involved in oncogenic pathways. Collectively, our results demonstrate a physical
and direct involvement of NF-kB in alternative splicing regulation, which significantly revisits

our knowledge of HTLV-1 pathogenesis and other NF-kB-related diseases.

Keywords : NF-kB, alternative splicing, HTLV-1, viral oncogenesis.
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Introduction

The Human T-cell leukemia virus (HTLV-1) is the etiologic agent of Adult T-cell
Leukemia/Lymphoma (ATLL) !, an aggressive CD4+ T-cell malignancy, and of various
inflammatory diseases including the HTLV-1-associated myelopathy/tropical spastic
paraparesis (HAM/TSP) 2. It has long been established that changes in gene expression level
participate to the persistent clonal expansion of HTLV-infected CD4+ and CD8+ T-cells, leading
ultimately to HTLV-1 associated diseases 3. We recently reported that alternative splicing
events help to discriminate between ATLL cells, untransformed infected cells and their
uninfected counterparts derived from patients #. Alternative splicing of pre-messenger RNAs
is a cotranscriptional processing step that controls both the transcriptome and proteome
diversity and governs in turn cell fate. Its regulation relies on a complex and still incompletely
understood interplay between splicing factors, chromatin regulators and transcription factors
>8_|n this setting, the molecular mechanisms of HTLV-1-induced splicing modifications and

whether these effects rely on an interplay between transcription and splicing is not known.

TAXis an HTLV-1-encoded protein that regulates viral and cellular gene transcription. TAX also
alters host signaling pathways that sustain cell proliferation and lead ultimately to cell
immortalization 7. The Nuclear factors kB (NF-kB) signaling pathway is the most critical target
of TAX for cell transformation 8. The NF-kB transcription factors (RelA, p50, c-Rel, RelB, and
p52) govern immune functions, cell differentiation and proliferation °. NF-xB activation
involves the degradation of IkB that sequesters NF-kB factors in the cytoplasmic
compartment, leading to NF-kB nuclear translocation and binding of NF-kB dimers (e.g.,
RelA:p50 for the most abundant) to their target promoters %1, TAX induces IKK
phosphorylation and kB degradation, leading to persistent nuclear translocation of NF-xB
1213 |n addition, TAX interacts with nuclear NF-xB factors and enhances their effects on

transcription 415,

Interestingly, genome-wide analyses of NF-kB distribution have unveiled that the vast
majority of RelA peaks is outside promoter regions and can be localized in introns and exons
1619 Some of those promoter-distant RelA binding sites correspond to cis-regulatory

transcriptional elements 2221 but globally, there is a weak correlation between the binding of
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RelA to genes and regulation of their steady-state expression 1”8, These data suggest that NF-

kB could have other functions than its initially described transcription factor function.

Here, we show for the first time that NF-kB activation accounts for alternative splicing
modifications generated upon TAX expression. These effects rely on a tight physical and
functional interplay between TAX, RelA and the DDX17 splicing factor. Our results reveal that
DNA binding of RelA at the vicinity of genomic exons regulates alternative splicing through the

recruitment of DDX17, which modulates exon inclusion thanks to its RNA helicase activity.

116



Results

TAX induces alternative splicing modifications irrespectively of its effects on transcription.
RNA-seq analyses were performed on 293T-LTR-GFP cells transiently transfected with a TAX
expression vector. TAX-induced changes in gene expression level and in alternative splicing
were identified and annotated as previously described 2%23(Table S1). As shown in Figure 1A,
the ectopic expression of TAX affected the splicing and gene expression levels of 939 and 523
genes, respectively. A total of 1108 alternative splicing events were predicted including 710
exon skipping events (Figure 1B). A minority of genes (3.5%, 33/939) was altered at both the
expression and splicing levels, indicating that TAX largely affects alternative splicing
independently of its transcriptional activity. A subset of splicing events was validated by RT-
PCR (Figure 1C). We took advantage of RNA-seq datasets (EGAS00001001296 24) for assessing
whether TAX-related alternative splicing could pertain to asymptomatic carriers (AC) and ATLL
patients. Overall, 542 (48%) TAX-induced splicing modifications were detected at least once
across 55 clinical samples (Table S1). Hierarchical clustering of these exons based on their
inclusion rate (PSI) identified TAX-regulated exons that discriminate AC and ATLL samples from
uninfected CD4+ T-cells (Figure 1D). We furthermore confirmed that TAX promotes splicing
events previously detected in HTLV-1 infected individuals, including AASS, CASK, RFX2 and
CD44 %%, We firmly established that the expression of the splicing variant CD44v10 previously
identified in HAM/TSP patients 2° fully relies on TAX expression (Figure 1C and Figures S1A-C).
Altogether, these results uncovered a large number of splicing modifications upon TAX
expression that for a part coincide with alternative splicing events observed in HTLV-1

patients.

Gene ontology analysis of quantitatively altered genes revealed several signaling pathways
that are well described in TAX expressing cells, including NF-kB, TNF, and MAPK signaling
(Figure 1E) 2?7 In contrast, genes modified at the splicing level belong to membrane-related
regulatory processes including focal adhesion and ABC transporters (Figure 1E). In this setting,
we observed that TAX-expressing cells displayed switched cell adhesion properties from
hyaluronate- to type IV collagen-coated surfaces, which is in accordance with the substrate

affinity of the CD44v10 isoform 28 (Figure S1D).
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Figure 1: TAX induces alternative splicing modifications independently of its transcriptional

effects.

(A) Genes regulated at the steady-state expression level and at the splicing level upon TAX
expression. The significance thresholds were typically set to 10% for APSI (differential
percentage of spliced-in sequence) and 0.6 forlog2- gene expression changes (p-val<0.05,
Fisher's exact test), respectively. (B) Different alternative splicing events induced by TAX:
alternative acceptor (acc), alternative donor (don), exon skipping (ES), multi-exon skipping
(MES), multi-exclusive exon skipping (MEx). (C) Validation of alternative splicing predictions
by RT-PCR (35 cycles of PCR). The exon number is indicated in red. CD44 full variants (Ev*)
were assessed using primers C13 and C12A (Figure S4). (D) Exon-based hierarchical clustering.
Kruskal-Wallis  ANOVA (p-val<0.05) was carried out with Mev4.0 software
(http://www.tm4.org/) using the PSI values of exons that share similar regulations upon TAX
and in clinical samples (EGAS00001001296). Only the most significant exon regulations are
presented. (E) Gene ontology analysis (DAVID)of TAX splicing and transcriptional targets.
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Figure S1: TAX-induced alternative splicing of CD44 in vivo and in vitro.

(A) Expression of the splicing variant CD44v10 in HTLV-1 positive and negative cellular clones
T-CD4+ derived from HAM/TSP patients (7 cellular clones in each category). CD44v10 mRNA
were quantified by qRT-PCR from total RNA extracts. Median +SD for non-infected vs infected
clones were 11.1+6.87 vs 3.7£3.57; Mann Whitney test, p=0.047. (B) Positive correlation
between TAX and CD44v10 mRNA expression in 7 infected CD4+ T-cell clones (Pearson
correlation test). (C) gRT-PCR analysis of exon inclusion rate of CD44 exon v10 in 293 T-cells
transiently transfected with pSG5M-TAX, pSG5M-M22 and empty pSG5M constructs. The
relative exon inclusion of v10 corresponds to normalized v10 versus exon E16 (constitutive
exon) expression levels. (D) Cell adhesion properties of cells transiently transfected with
control vector, pPSG5M-TAX and pCEP4-CD44V10 on plate surfaces coated with Hyaluronic acid
and type IV Collagen. Histograms represent means + s.d. of three independent experiments.
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The splicing factor DDX17 interacts with RelA and TAX in a NF-xB dependent manner.

Since Tax is a well-known trans-acting transcription regulator, we first analysed whether TAX
could affect gene expression levels of splicing factors. However, no significant change was
measured for 227 genes encoding splicing regulators (Table S1, Figure 2A), thereby suggesting
a direct role of TAX in alternative splicing regulatory mechanisms. To tackle this question, we
focused on the auxiliary component of the spliceosome DDX17, which has been previously
identified, but not validated, in a recent mass spectrometry screen for putative protein

partners of TAX 2°,

We therefore aimed to validate the interaction between TAX and DDX17. As shown in Figure
2B, TAX co-immunoprecipitated with the two endogenous isoforms of DDX17, namely p72 and
p82. Reciprocal IP confirmed this interaction (Figure 2C). Due to the involvement of NF-kB
signaling in TAX positive cells (Figure 1D, ?’), we examined whether DDX17 interacts with a
TAX mutated form, namely M22 (G137A, L138S), which is defective for IKK and NF-xB
activation 3933, Despite similar expression levels and immunoprecipitation efficiencies of TAX
and M22 (Figure 2D), we failed to detect any interaction between M22 and DDX17 (Figures 2B
and 2C), suggesting that NF-xB is required for recruiting DDX17. In this setting, RelA co-
immunoprecipitated with DDX17 and TAX, but not with M22 (Figures 2B and 2C). Moreover,
DDX17 was co-immunoprecipitated with RelA in a TAX-dependent manner (Figure 2E). This
interaction did not require RNA since the DDX17:RelA complex remained detected when cell

extracts were pre-treated with RNAse A (Figure 2F).

As DDX17:RelA complexes were observed neither in control cells (that do not expressed TAX)
nor in M22 expressing cells, this suggested that NF-kB activation is necessary for the binding
of DDX17 to RelA. This hypothesis was confirmed by exposing TAXM22-expressing cells to
TNFa, a potent NF-kB activator that allowed to retrieve DDX17:RelA complexes (Figure 2G).
Altogether, these results revealed that TAX-induced NF-kB activation dynamically
orchestrates the interactions between TAX, the transcription factor RelA and the splicing

regulator DDX17 (Figure 2H).

120



P P P
s B oL B - B
g4 §88 E%8 298
: woo [T ) (3] () 2
%2 IBTAX| ||-- H||I-n |
o
Bia e[ (W] (]
CcTL TAX M22
) 5 3 5
Log2(FC)
C = I _B D
2 28 E e g 22 CTL TAX M2
IBDDXI?B | |:-.' = | |" sgi BTAX IZ'
B TAX| [N - |~ ] 1B Actin El

BRELA| - i bﬂ
CTL TAX m22

E P P P F R

= o) B %

ool | EH EE 5 LS
IBTAX | [~ vm|[= | IBRELAE

TAX

input
RelA
input
RelA
input
RelA
input
DDX17

BREA [y W | [ T =] + RNASE A
CTL TAX M22
G L H
Egd Eof
eco () [ @ + %
IETA>(|- H||"’ -.| .
oon7 NExB
IBREU«|,¢. r 1| |- -—| - activation %

M22 + TNFe.  M22 + TNFa.

Figure 2: Physical interactions between TAX, RelA and DDX17 in an NF-kB dependent manner.

(A) Mean average plot (n=3, p<0.05) of cellular gene expressions upon TAX. Each gene is
plotted according to its expression level (Log10(BaseMean) from DESeq2 analysis) and to fold
change (Log2-FC) upon TAX. Red dots show significant gene expression changes (Log2-FC>0.6,
p-val<0.05, Fisher's exact test). Black dots highlight genes encoding splicing factors. DDX5 and
DDX17 are indicated. (B) Immunoprecipitation assays (IP) were carried out using isotype IgG
or anti-DDX17 (B and G), anti-RelA (E and G) and anti-TAX (C and G) antibodies, followed by
immunoblotting (IB) with indicated antibodies. (D) Western blot analysis of TAX and M22
expression 48h post-transfection. (F) RNA-free IP assays. (G) TNFa exposure of M22 expressing
cells promotes RelA-DDX17 interactions. (H) Model of NF-kB-dependent interplay between
TAX, RelA and DDX17.
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TAX-mediated effects on splicing depend on DDX5/17.

To estimate the role of DDX17 in TAX-regulated splicing events, RNA-sequencing was
performed using 293T-LTR-GFP cells expressing or not TAX and depleted or not for DDX17 and
its paralog DDX5, which cross-regulate and complement each other 22343> TAX had no effect
on the expression of DDX5 and DDX17 (Figures 2A and 3A) and RelA protein level was not
significantly changed upon both TAX expression and DDX5/17 silencing (Figure 3B).

Overall, 58.5% (648/1108) of TAX-regulated exons were affected by DDX5/17 knockdown, a
significantly higher proportion than expected by chance (Figure 3C, Figure S2A). Of particular
significance, 423 TAX-induced splicing events were completely dependent on the presence of
DDX5/17 (Table S3). For example, DDX5/17 silencing completely abolished the TAX-mediated
effect on splicing of SEC31B, CASK, MYCBP2, CCNL1, ROBO1, ADD3 and CD44 transcripts
(Figure 3D). Of note, splicing specific RT-PCR assays permitted to validate the effect of
DDX5/17 on TAX-dependent splicing changes for CD44, ADD3 and EIF4A2 transcripts, even
though their predicted differential inclusion fell below the arbitrary computational threshold
(Table S3, Figure 3D and Figure S2D). This suggested that the contribution of DDX5/17 to TAX-

mediated alternative splicing regulation might be under-estimated.

Finally, since NF-kB activation modified the interactions between DDX17, RelA, and TAX
(Figure 2), we examined the interplay between NF-kB activation and DDX17-mediated splicing
regulation. As shown in Figure 3D, M22 did not have any effect on DDX5/17-sensitive splicing
events, arguing that TAX splicing targets are regulated by RNA helicases DDX5/17 in an NF-kB

dependent manner.
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Figure 3: DDX5/17 regulates TAX splicing targets in an NF-kB-dependent manner.
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(A) Western blot analysis of DXX5 and DDX17 expression in cells expressing or not TAX and
depleted or not of DDX5 and DDX17 by siRNA. (B) Western blot analysis of RelA and B-actin
upon TAX expression and siRNADDX5/17 delivery. (C) Splicing events modified upon the
depletion of DDX5/17 in TAX positive cells. The significant threshold was set to >2 in
comparisons between TAXvsCTL and TAXsiDDX5/17vsCTL. (D) Validation of alternative splicing
predictions of a set of TAX- and DDX5/17-regulated exons. Histograms represent the results
of exon specific quantitative RT-PCR measurements computed as a relative exon inclusion
(alternatively spliced exon vs constitutive exon reflecting the total gene expression level) from
three biological replicates £ s.d.. All of these genes but MYCBP2 were unmodified at the whole
transcript level upon TAX expression (Figure S2C).
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Figure S2: DDX5/17 expression regulate TAX splicing targets.

(A) Bootstrapped distribution of DDX5/17 sensitive TAX-regulated exons and 648 randomly
chosen exons (10000 repetitions) among overall expressed exons (blue). One Sample t-test p
= 2.2e-16. (B) Validation of RNA-seq data using exon specific RT-PCR. (C) Fold change in gene
expression of TAX-regulated exons responsive to DDX5/17 upon TAX expression. Values were
obtained from DESeq2 analysis of RNA-seq data and expressed as Log2(FoldChange).
Histograms represent means * s.d. of three independent experiments. (*) p-val<0.05(Mann
Whitney test).
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RelA binds to genomic exons and recruits DDX17 to regulate splicing in an RNA helicase-
dependent manner.

The results described above prompted us to hypothesize that the nuclear translocation of RelA
upon TAX expression might promote the chromatin recruitment of DDX17 to RelA target
genes. To test this hypothesis, the CD44 gene was used as a gene model. CD44 is composed
of 10 constitutive exons and 10 variable exons. The constitutive exons 1-5 and 15-20 encode
the standard CD44 transcripts, while CD44 variants (CD44v) are produced by extensive splicing
leading to alternative inclusion of variable exons 5a-14 also named v1-v10 (Figure 4A) 3°. As
shown above (Figure 3D), the exon v10 inclusion rate is markedly influenced by TAX in a
DDX5/17- and NF-kB activation-dependent manner. The importance of NF-kB in this process
was further confirmed as the inactivation of NF-kB via the ectopic expression of the IkBa super

repressor (IkBSR) abolished the effects of TAX on CD44 v10 inclusion (Figure S3A).

Quantitative ChIP (qChlIP) analyses revealed that RelA was recruited upon TAX expression not
only to the CD44 promoter, but also to a genomic region spanning the alternative exon v10,
but not a downstream constitutive exon (E16) (Figures 4A and 4B, left panel). To assess
whether RelA occupancies at the v10 exon and CD44 promoter are interrelated, a stable cell
line was generated in which the kB site localized at -218 bp from the transcription start site
(TSS) was deleted using a CRISPR-Cas9 approach. Positive clones (CD44AkB) were screened
and sequenced to confirm the 40 bp deletion in the promoter region (Figure 4A). As expected,
TAX expression failed to promote RelA binding at the promoter in CD44AkB cells (Figure 4B,
right panel). Nevertheless, TAX still promoted RelA binding at the v10 region. Importantly, TAX
expression induced v10 inclusion at a similar level in both CD44AxB and parental cells (Figure
4C). These results suggested that TAX-mediated effect on exon v10 splicing could depend on
RelA binding in the vicinity of the alternative v10 exon. Supporting this hypothesis, the analysis
of publicly available RelA ChIP-seq datasets revealed that intragenic RelA peaks are
significantly closer to alternative exons than to constitutive exons (Figure S3B). In this setting,
we observed that RelA binding sites are often found in the vicinity of TAX regulated exons
(Figure 4D). Using the MEME-ChiP suite as motif discovery algorithm3’, we uncovered that
RelA-binding sites located within the closest range (<1kbp) of TAX-regulated exons coincided

with the typical NF-kB consensus motif (Figure 4E). Furthermore, this subset of TAX-regulated
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exons displayed weak 3’ and 5’ splice sites together with significant low MFE value (Figure 4F)
and high GC-content (Figure 4G) when compared to all human exons. This emphasizes the
high potential of these splice sites to form stable secondary RNA structures, a typical feature
of exons regulated by RNA helicases DDX5/17 34. Taken together, these data define a signature
of splicing target specificity for RelA, and they suggest that RelA and DDX17 might control
together the inclusion of a subset TAX-regulated exons. We therefore investigated the
genomic occupancy of some target exons by RelA and DDX17 by qChIP analysis of cells
expressing or not TAX. For all tested genes (CD44, SEC31B, CASK, and MYCBP2), both RelA and
DDX17 bound specifically the regulated alternative exon in a TAX-dependent manner,
compared to a downstream constitutive exon (Figure 4H). Furthermore, RelA binding was lost
in cells depleted for DDX5/17, indicating that RNA helicases contribute to stabilize DNA-bound
RelA (Figure 4l).
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Figure S3: Chromatin tethering of RelA and DDX17 regulates alternative splicing.

(A) TAX-induced exon inclusion of CD44 exon v10 relies on NF-kB activation. 293T-LTR-GFP
cells were transiently transfected with the TAX vector along with the IKBSR expression vector
and the corresponding empty control vectors. The inclusion rate of exon v10 was quantified
by gRT-PCR. Histograms represent means # s.d. of three independent experiments. (*) p<0.05
(Mann Whitney test). (B) Distribution of constitutive and alternative exons in RelA-enriched
intragenic regions (3 kb). ChIP-seq datasets were analysed as detailed in method section. We
excluded RelA peaks localized in intergenic regions and exons linked to specific events like
promoters, alternative first/last and mutually exclusive exons. The groups “Constitutive
exons” and “Alternative exons” contained 41873 and 103000 exons, respectively. The window
was fixed to 3 kb upstream and downstream of each exon coordinates. P-value was calculated
using the Mann-Whitney test.
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Figure 4: RelA locally recruits DDX17 at the genomic target exons for regulating splicing.

(A) Schematic representation of the human CD44 gene. Black and white boxes represent
constitutive and alternative exons as previously annotated (50), respectively. The orange box
represents the kB site localized at -218 bp from the TSS and the 40 bp fragment deleted by
CRISPR/Cas9 in CD44AkB cells. (B) gChlP analysis of RelA occupancy across the promoter, the
exon v10, and the constitutive exon E16 of CD44. The RelA enrichment is expressed as the fold
increase in signal relative to the background signal obtained using a control I1gG. (C) Relative
exon inclusion of CD44 exon v10 were quantified by gRT-PCR in parental cells and its CD44AkB
counterparts. The histogram shows mean = sd of three independent experiments. (D)
Bootstrapped distribution of median distance between intragenic RelA peaks and either TAX-
regulated exons (red line, 1079 bp) or randomly chosen exons (10000 repetitions) (blue). pval
: sample t-test (E) Consensus de novo motif for RelA binding sites <1kbp of TAX regulated
exons. (F) Strength and minimum free energy (MFE) of 3’ and 5’ splice sites, and GC content
(G) of TAX-regulated exons localized at <1kbp of RelA binding site. The exons of FasterDB
database were used as control. (H) Relative RelA and DDX17 occupancies at TAX-regulated
exons in control and TAX expressing cells. For each gene, the binding of RelA or DDX17 to the
regulated exon is represented as a comparison to the binding to a neighbouring constitutive
exon (*p-val<0.05). (1) Relative RelA occupancy at TAX-regulated exons in cells treated with
DDX5/17-specific siRNA and expressing or not TAX. Details are as in D. (*p<0.05,***p<0.001,
***%¥p<0.0001, Mann-Whitney test)
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A causal relationship between exonic DNA-binding of RelA, chromatin recruitment of
DDX17, and splicing regulation.

To assess the causative relationship that links RelA and DDX17 to alternative splicing, we
intended to experimentally tether DDX17 or RelA at the CD44 v10 exon locus using modified
TALE (Transcription-Activator-Like-Effector) 8. We designed a TALE domain that recognizes
specifically an exonic 20 bp DNA sequence located 12 bp upstream from the 5’ splice site (SS)
of exon v10. This TALE domain was either fused to RelA or DDX17 proteins (Figure 5). We also
used an additional construct consisting in the same TALE fused to GFP to rule out non-specific
effects resulting from the DNA binding of the TALE. Each TALE construct was transiently
transfected into 293T-LTR-GFP cells, and we monitored their relative effects both on the
recruitment of endogenous RelA and DDX17, and on the splicing of exon v10. All results shown
in Figure 5 were normalized and expressed as relative effects compared to the TALE-GFP. As
expected, and validating our approach, TALE-RelA tethering to the exon v10 led to a significant
chromatin recruitment of RelA to its target site, and not to the downstream exon E16 used as
control (Figure 5A, left panel). A significant and specific enrichment of DDX17 was also
observed on exon v10 upon expression of the TALE-RelA compared to TALE-GFP (Figure 5A,
left panel), indicating that tethering RelA to exon v10 induced a local recruitment of
endogenous DDX17 proteins. At the RNA level, this TALE-RelA-mediated recruitment of DDX17

coincided with a significant increase in exon v10 inclusion rate (Figure 5A).

We next investigated whether DDX17 tethering could result in similar effects. Quantitative
ChIP analysis demonstrated that DDX17 was properly tethered to exon v10 when fused to the
designed TALE (Figure 5B) but TALE-DDX17 had no effect on RelA recruitment (Figure 5B). This
was expected since the formation of RelA:DDX17 complexes only occurs upon NF-kB
activation (Figure 2). Nevertheless, TALE-DDX17-expressing cells exhibited a reproducible and
significant increase in v10 inclusion (Figure 5B), indicating that chromatin-bound DDX17 alone
can modulate splicing efficiency. It is worth to underline that the level of v10 exon inclusion
induced by the TALE-RelA and -DDX17 was comparable to that measured in cells transiently
transfected with a TAX expression vector (Figure 4C and Figure S1C). Although it is less
guantitative approach, a nested RT-PCR assay clearly confirmed these results (Figure S4).

Strikingly however, the TALE-DDX17_K142R (a DDX17 helicase mutant 3*3°#1) failed to
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A

influence exon v10 inclusion despite a clear chromatin enrichment of DDX17 (Figure 5C, Figure

S4). Collectively, these results demonstrate that the binding of RelA at the vicinity of genomic

exons recruits the RNA helicase DDX17 that positively regulates the inclusion rate of the target

exon thanks to its RNA helicase activity.
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Figure 5: Chromatin and splicing regulation upon TALE-mediated tethering of RelA and DDX17.

(A) The TALE domain was designed to bind the v10 exon of CD44 and fused to either GFP (A-
C), RelA (A), DDX17 (B) or its helicase-deficient mutant DDX17_K142R (C). The effect of TALEs
on RelA and DDX17 chromatin enrichment (left panels) and on the relative v10 exon inclusion
(right panels) was monitored by qChlIP and qRT-PCR, respectively. Results were normalized to
measures obtained in TALE-GFP assays. Mean * sd of three independent experiments are
shown (*p-val<0.05).

129



CD44
4 5 v1 vio 15 16 17
> » “ «
C13 pv10 C2A C12A
Q.
o
& .
L o o R
& & &L & K
V) " N Y N ,\\/
MW A3 A s MW A s MW «?j-

Figure S4: Nested RT-PCR analysis of CD44 transcripts expressed in TALE assays and in cells

expressing or not TAX.

Oligonucleotides were previously described (36). The first round of amplification consisted in
15 cycles of PCR with the primers C13 and C12A, the second round consisted in 35 cycles with
primers pv10 and C2A. Final PCR products were resolved on Agarose gel (1%).
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DISCUSSION

Since the finding of splicing dysregulations in HTLV-1 infected individuals #4242, deciphering
how HTLV-1 interferes with the splicing regulatory network has become a new challenging
issue for improving our knowledge of HTLV-1 infection and its associated diseases. Here, we
provide the first molecular evidence that upon TAX-induced NF-kB activation, RelA directly
regulates splicing by binding to gene bodies at the vicinity of GC-rich exons and by locally

recruiting the splicing factor DDX17, which regulates splicing via its RNA helicase activity.

Our results demonstrate for the first time that TAX deeply impacts alternative splicing
independently from its effects on transcription. In addition, TAX-regulated exons were found
in transcripts enriched in functional pathways that are distinct from those enriched by TAX
transcriptional targets, suggesting that splicing reprogramming may constitute an additional
layer of regulations by which HTLV-1 modifies the host cell phenotype. Arguing for this, we
showed that the TAX-induced splicing variant CD44v10, which was previously identified in
circulating blood of HAM/TSP patients 2> and confirmed here ex vivo in infected CD4+ T-cell
clones, contributes to modulate cell adhesion affinity in vitro. GO analyses of TAX splicing
targets also pointed to the phosphatidylinositol signaling system and to the inositol phosphate
metabolism, two processes that are particularly connected to NF-kB signaling and that play
critical roles in oncogenesis and disease progression of malignant diseases, including ATLL 4344,
This suggests that, besides its transcriptional effects, splicing regulatory functions of TAX
might account for its oncogenic properties. Accordingly, a large number of TAX-regulated
exons could be observed in ATLL samples, which rarely express TAX but typically exhibit NF-

kB addiction for survival and proliferation 244>4¢,

At the molecular level, we showed that the increased chromatin occupancy of RelA upon TAX
expression is not restricted to promoter regions but also occurs in the vicinity of exons that
are regulated at the splicing level (Figure 4). Exons regulated by TAX, especially those localized
within 1 kb of intragenic RelA binding sites, are characterized by a high GC-content, a typical
feature of exons regulated by the DDX5 and DDX17 RNA helicases 34 (Figure S3D). Accordingly,
we found that a majority of TAX-regulated exons depend on the expression of these proteins

(Figure 3). A local chromatin recruitment of DDX17 and RelA was validated on several TAX-
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regulated exons (Figure 4). More importantly we identified a confident causal relationship
between the exonic tethering of RelA, the local chromatin recruitment of DDX17, and the
subsequent splicing regulation via DDX17 RNA helicase activity. This catalytic activity of DDX17
is strictly required for its splicing regulatory functions (Figure 5), as previously reported 3%,
Indeed, the RNA helicase activity of DDX5 and DDX17 has been involved in resolving RNA
structures, facilitating the recognition of the 5' splice site, that can be embedded in secondary
structures, and exposing RNA binding motifs to additional splicing regulators 344047-49,
However, even though some RNA binding specificity has been reported for DDX17 °%°1, these
RNA helicases are devoid of a proper RNA binding domain and their activity in splicing may
depend on additional factors that are able to provide target specificity. Here, we suggest that
RelA may be also regarded as a DDX17 recruiter by acting as a chromatin anchor for DDX17 in

the vicinity of exons dynamically selected upon NF-kB activation.

The target specificity of NF-xB factors remains a complex question. It has been estimated that
approximately 30 to 50% of genomic RelA binding sites do not harbor a typical NF-kB site, and
that only a minority of RelA-binding events associate with transcriptional change®®1%, thereby
indicating that neither a consensus site nor significant NF-kB occupancy are sufficient criteria
for defining RelA’s target specificity. Here, we identified a typical kB consensus motif at RelA-
binding loci that are close to alternatively spliced exons but we also uncovered that weak
splice sites, low MFE, and significant GC-content bias of exons likely contribute to RelA’s target
specificity. Because low MFE and high GC-content confer a high propensity to form stable RNA
secondary structures, the recognition and the selection of such GC-rich exons with weak splice
sites by the splicing machinery typically depend on RNA helicases DDX5/17 3%. Based on these
observations we propose that, upon TAX-induced NF-xB activation, RelA binds to intragenic
binding consensus motifs and locally recruits DDX17. When the RelA:DDX17 complex is
located at a close proximity of GC-rich exons flanked by weak splice sites, DDX17 can impact
on their inclusion rate by unwinding GC-rich secondary structures of the nascent RNA

transcript, and by potentially unmasking binding motifs for additional splicing regulators.

In conclusion, our results provide conceptual advance for understanding how cell signaling

pathways may drive target specificity in splicing by dynamically recruiting cognate
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transcription factors at the vicinity of target exons that act as chromatin anchor for splicing
regulators. In the context of NF-kB signaling, such mechanism likely has a significant impact
on cell fate determination and disease development associated with HTLV-1 infection, but also
on other situations linked to chronic NF-xB activation, as numerous human inflammatory

diseases and cancer.
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Supplementary data

Table S1: Whole gene expression and alternative splicing changes upon TAX expression.
Whole gene expression threshold was set to log2FC=0.6, p<0.05. For differential splicing,
deltaPsi threshold was set to 1.1 p<0.05 (Fisher test). TAX-induced splicing regulations
identified in RNA-seq datasets derived from carriers and ATLL samples (EGAS00001001296).
Alternative splicing profiles of each clinical sample was assessed using Farline analysis with
peripheral blood CD4+ T-cells used as control. The table lists 452 TAX-induced splicing
regulations identified at least once across 56 clinical samples.

Table S2: sequence features of exons regulated by TAX
Table S3: genes modified in splicing by TAX in a DDX5/17-dependent manner.
TAX splicing targets responsive to DDX5/17 were attributed to splicing events lost upon

DDX5/17 depletion.

Table S4: list of oligonucleotides, siRNA, sgRNA and TALE sequences
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Methods

Cell Culture and Transfections

Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) were obtained by Ficoll separation of whole
blood of HTLV-1 infected individuals. T-cell limiting dilution cloning was performed as
previously described 4. The human embryonic kidney 293T-LTR-GFP cells 2, which contain an
integrated GFP reporter gene under the control of the TAX-responsive HTLV-1 LTR, were
cultured in DMEM+Glutamax medium supplemented with decomplemented 10% FBS and 1%
penicilline/streptomycine. This cell line was used to measure transfection efficiency in TAX
and TAX M22 conditions. In standard transfection experiments, siRNAs (Table S4) and/or
expression vectors (pSG5M empty, pSG5M-TAX-WT, pSG5M-M22) were mixed with JetPrime
(Polyplus-Transfection) following the manufacturer’s instructions and cells were harvested
48h after transfection. TNFa exposure consisted in treating cells with 10ng/ml of TNFa for 24

hours.

Cell-adhesion assays

Culture plates were prepared by coating with 40 ug/ml hyaluronic acid from human umbilical
cord (Sigma) and 25 pg/ml type IV collagen from human placenta (Sigma) overnight at 4°C.
Non-specific binding sites were blocked for 1 h with PBS containing 1 mg/ml heat-denatured
BSA. After three washes with PBS, 5 x 10 cells transiently transfected with pSG5M-TAX vector
or its empty control were added at 48h post-transfection. Cell adhesion was allowed to
proceed for 20 min at room temperature. Non-adherent cells were removed with 3 PBS

washes, and adherent cells were quantified. All experiments were done in triplicate.

Western Blot

Cells were washed twice with 1X PBS and total proteins were directly extracted in RIPA buffer
(50mM Tris HCL pH 7.4, 50 mM NacCl, 2mM EDTA, 0.1% SDS). A total of 20 pg of whole cell
proteins were separated on a NUPAGE™ 4-12% Bis-Tris Protein Gels and transferred on a
nitrocellulose membrane using Trans-Blot® Turbo™ Blotting System. Membranes were
saturated with 5% milk and incubated overnight at 4°C with the primary antibodies against
RelA (sc-109, Santa Cruz), Tax (1A3, Covalab), DDX17 (ProteinTech), DDX5 (ab10261 Abcam),

Actin (sc-1616, SantaCruz). After three washes with 1x TBS-Tween, membranes were
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incubated 1h at room temperature with the secondary antibodies conjugated with the HRP
enzyme and washed 3 times as above. Finally, the HRP substrate (GE Helathcare) was applied

to the membrane for 5 minutes and the chemiluminescence was read on Chemidoc (Biorad).

Co-immunoprecipitation

Cells were harvested in IP lysis buffer (20 mM Tris-HCl pH 7.5, 150 mM NaCl, 2 mM EDTA, 1%
NP40, 10% Glycerol). Extracts were incubated overnight with 5 ug of antibodies recognizing
either RelA (C20 sc-372, Santa Cruz), Tax (1A3, Covalab), DDX17 (ProteinTech) in the presence
of 30 uL Dynabeads® Protein A/G (Thermo Fisher). Isotype IgG rabbit (Invitrogen) or mouse
(Santa Cruz) was also used as negative control. The immunoprecipitated complexes were

washed three times with IP lysis buffer.

Chromatin Immunoprecipitation

A total of 107 cells were crosslinked with 1% formaldehyde for 10 minutes at room
temperature. Crosslinking was quenched by addition of 0.125 M glycin. Nuclei were isolated
by sonication using a Covaris $S220 (2 min, Peak Power: 75; Duty Factor: 2; Cycles/burst: 200),
pelleted by centrifugation at 3,000 rpm for 5 min at 4°C, washed once with FL buffer (5 mM
HEPES pH 8.0, 85 mM KCl, 0,5% NP40) and resuspended in 1 mL shearing buffer (10 mM Tris-
HCl pH 8.0, 1 mM EDTA, 2 mM EDTA, 0,1% SDS). Chromatin was sheared in order to obtain
fragments ranging from 200 to 800 bp using Covaris S220 (20 min, Peak Power: 140; Duty
Factor: 5; Cycles/burst: 200). Chromatin was next immunoprecipitated overnight at 4°C with
5 ug of antibodies: RelA (C20 sc-372, Santa Cruz), DDX17 (19910-1-AP, ProteinTech) and V5
(AB3792, Millipore). Then, 30 uL Dynabeads® Protein A/G (Thermo Fisher) were added.
Complexes were washed using 5 different buffers : Wash 1 ( 1 % Trition, 0.1 % NaDOC, 150mM
NaCl , 10mM Tris HCL pH8) , Wash 2 (1 % NP-40, 1 % NaDOC, 150mM KCI , 10mM Tris HCL
pH8) , Wash 3 ( 0.5 % Trition, 0.1 % NaDOC , 500mM NaCl , 10mM Tris HCL pH8), Wash 4 (
0,5% NP-40, 0.5 % NaDOC, 250mM LiCl , 20mM TRIS.CI pH8 , 1ImM EDTA) , Wash 5 (0.1 %
NP-40, 150mM NaCl , 20mM Tris HCL pH8,1mM EDTA). The immunoprecipitated chromatin
was purified by phenol-chloroform extraction and quantitative PCR was performed using
Rotor-Gene 3000 cycler (Corbett) or LightCycler 480 Il (Roche, Mannheim, Germany). Values

were expressed relative to the signal obtained for the immunoprecipitation with control IgG.
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Primers used for ChIP experiments were designed in exon/intron junction (Table S4). For TALE
ChIP experiment, DDX17 and RelA enrichment were normalized to the signal observed with
V5 antibody corresponding to TALE recruitment. Then, the TALE GFP condition was used as

control and set to 1.

RNA extraction, classical PCR and Real-time quantitative PCR.

Total RNAs were extracted using TRIzol (Invitrogen). RNAs (2.5 pg) were retro-transcribed with
Maxima First Strand cDNA Synthesis Kit after treatment with dsDNase (Thermo Scientific)
following the manufacturer’s instructions. PCRs were performed using 7.5 ng of cDNAs with
GoTaqg polymerase (Promega, Madison, WI, USA). PCR products were separated by ethidium
bromide-labeled agarose gel electrophoresis. Band intensity was quantified using the
Imagelab software (Bio-Rad). Quantitative PCR was then performed using 5 ng of cDNAs with
SYBR® Premix Ex Tag TM Il (Tli RNaseH Plus) on LightCycler 480 Il. Relative level of the target
sequence was normalized using the 18S or GAPDH gene expression (ACt) and controls were
set to 1(AACt). We calculated the inclusion rate of alternative exons using the following
method: 2722t (included exon)/2722¢ (constitutive exon). The oligonucleotide sequences used

are listed in Table S4.

RNA-seq and bio-informatic analysis

RNA-seq analyses were performed as previously described 2. Briefly, poly-A transcripts were
extracted from 293T-LTR-GFP cells transfected with pSG5M-Tax or pSG5M empty vectors and
knockdown or not for DDX5-17. RNA-seq libraries were generated at the Aros Applied
Biotechnology (Aarhus, Denmark) using Stranded mRNA Sample Prep kit (lllumina) and
sequenced using the illumina HiSeq 2500 technology. Each sample have in average 6.107 of
paired-end pairs of reads. These RNA-seq data were analyzed using FaRLine, a computational
program dedicated to analyzing alternative splicing with FasterDB database 233, The gene
expression level in each sample was calculated with HTSeqg-count (v0.7.2) >* and differential
expression between conditions was computed with DESeq2 (v1.10.1) ( abs(log2FoldChange)
0.4, pvalues < 0.05) °°. In silico screening of NF-kB responsive elements in the CD44 promoter
sequence was carried out via PROMO database (based on TRANSFAC v8.3) *6. The MEME-ChIP

suite was used to discover the regulatory motifs in the NF-kB ChIP-seq data 3’.
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For the prediction of splice site strength, scores were computed using MaxEntScan °’ for
sequence (3 bases in the exon and 6 bases in the intron for 5’ splice sites; 20 bases in the
intron and 3 bases in the exon for 3’splice sites) covering both sides of the splicing site.
MaxEntScan uses Maximum Entropy Models (MEMs) to compute log odds ratios. The
minimum free energy was computed from exon-intron junction sequences using RNAFold
from the ViennaRNA package (v 2.4.1; http://rna.tbi.univie.ac.at/cgi-
bin/RNAWebSuite/RNAfold.cgi). Analyzed sequences include 25 nucleotides within the intron
and 25 nucleotides within the exon. The GC content was calculated for exons defined in

FasterDB °3.

The distribution of RelA peaks across alternative and constitutive exons, and the average
distance between RelA peaks and TAX exon targets was measured using ChiP-seq datasets
from GEO 8, ENCODE °° and CISTROME 0 databases: from GEO GSE63736, GSM1239484,
GSM486271, GSM486293, GSM486298, GSM486318, GSM847876, GSM847877,
GSM2394419, GSM2394421, GSM2394423, from ENCODE ENCFFO02CPA, ENCFF002CQB,
ENCFF002CQJ, ENCFFO02CQN, ENCFF580QGA and from CISTROME 53597, 5388, 5389, 4940,
36310, 36316, 4971. For another GEO dataset, GSM2628088, reads were mapped to the hgl19
build of the human genome with Bowtie2 ! and RelA peaks were identified with Macs2 ©2.
Alternative and Constitutive spliced exons were obtained from FasterDB 3. In order to focus
on intragenic RelA peaks, we used the bedtools 3 intersect command to remove all intergenic
RelA peaks and all RelA peaks localized on first exon (or at least at less than 500nt) for each
gene. A Perl script was specifically created to measure the distance between RelA peaks and
TAX-regulated exons. Briefly, RelA peaks and exons are provided as BED files and the script
reports for each exon the distance in nucleotides of the nearest RelA peak. Closest peak
distances from the 710 TAX-regulated exon-cassettes were compared to closest peak

distances from 710 exons chosen by chance (10°runs).

TALE design and construct
The TALE constructs were obtained from ThermoFisher Scientific. TALEs were constructed
using the Golden Gate Assembly method as previously described 38. The RVDs HD, NI, NG and

NN were chosen to specifically recognize the nucleotides C, A, T and G, respectively. The TALE
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targeting CD44 v10 sequence was 5" TCCAACTCTAATGTCAATC 3’. This TALE construct was
fused to a V5 sequence and a SV40 NLS at its 5’ end and cloned in the Notl-Hindlll fragment
of the pXJ41 backbone plasmid. DDX17-WT and DDX17-K142R cDNA were obtained by PCR
from pcDNA3-HA-DDX17 and pcDNA3-HA-DDX17-K142R and were cloned in the HindllI-Bglll
fragment in the MCS downstream to the TALE sequence. The RELA cDNA was amplified from
a library of cDNA of 293T-LTR-GFP cells and was cloned in the Hindlll-BamHI fragment.

CRISPR design and construct

The sequence-specific sgRNA for site-specific interference of genomic targets were designed
using CRISPRseek R package(Zhu et al., 2014), and sequences were selected to minimize off-
target effect %4, Two complementary oligonucleotides were annealed and cloned into Bbsl site
of pSpCas9(BB)-2A-Puro (PX459) V2.0 (Addgene plasmid #62988) for co-expression with Cas9
using 5U of T4 DNA ligase, T4 DNA ligase buffer (1X) (Roche). 293T-LTR-GFP cells were
transfected with the mix of equimolar ratio of PX459-sgRNA1 and PX459-sgRNA2 (Table S4).
At 24h post-transfection, the medium was changed and 1ug/ml puromycin was added for

selection and cells were cloned by serial dilution method.

ACCESSION NUMBERS
The RNA-Seq data have been deposited on NCBI GEO under the accession number
GSE123752.
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Tax impacte I'épissage alternatif des génes cellulaires

Nous démontrons ici pour la premiere fois que 'oncoprotéine Tax régule |'épissage alternatif
des genes cellulaires. Ces résultats permettent pour partie d’expliquer les altérations
d’épissage alternatif observées précédemment dans les cellules infectées in vivo chez les
patients atteints de TSP/HAM et d’ATLL (Thénoz et al., 2014). Pour la majorité des événements
d’épissage reliés a Tax, les mécanismes font intervenir I'hélicase a ARN DDX17 qui est recrutée
a lachromatine a proximité des exons régulés par la sous-unité RelA de NF-kB. Par cette action,
RelA fournit a DDX17 une spécificité de cible d’épissage propre a |'activation de la voie NF-kB.
Ces évenements s’operent indépendamment des effets de Tax et de NF-xB sur les niveaux
d’expression des génes. Seuls 3% (33/939) des genes modifiés en épissage par Tax sont
retrouvés dérégulés quantitativement dans leur niveau d’expression. Les transcrits
alternativement épissés sont impliqués dans des voies fonctionnelles différentes de celles
modulées par les transcrits modulés quantitativement. Ces résultats réveélent un nouveau
mécanisme de contrble de I'expression des genes par Tax qui pourrait contribuer a son pouvoir
oncogene. De facon intéressante, ces dérégulations d’épissage sont également retrouvées
dans les cellules de patients atteints d’ATL (Kataoka et al., 2015). Bien que Tax soit rarement
exprimée dans les cellules tumorales, |'activation de la voie NF-kB reste constitutive et peut
expliguer la conservation des modifications d’épissage reliées a Tax dans ces cellules.

Cependant, une étude récente utilisant un systeme d’expression de la d2GFP sous le controle
de 18 copies d’élément de réponse a Tax montre qu’il existe une expression transitoire de Tax
dans les cellules de lignées dérivées de patients ATL (Mahgoub et al., 2018). Celle-ci semble
étre au dépend de I'expression d’HBZ. Par ailleurs, les auteurs démontrent également que
I'inhibition de I'expression de Tax dans les cellules MT-1 induit I'entrée en apoptose de ces
cellules, suggérant que le maintien de I'expression de Tax au stade ATL serait indispensable a
la survie tumorale. Dans un tel contexte, les réactivations répétées de la voie canonique de NF-
kB par les « burst » d’expression Tax pourraient expliquer la conservation des évenements

d’épissage alternatif liés a Tax dans les ATL.
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Impacts fonctionnels des régulations de I'épissage alternatif par Tax

L’analyse de I'ontologie des genes régulés au niveau de 'épissage par Tax révele que le top 5
des voies affectées concerne les relations structures/fonctions de la membrane cellulaire,
incluant le métabolisme du phosphatidylinositol et sa voie d’activation, le transport vésiculaire,
les ABC transporter, et I'adhésion cellulaire. Nos résultats montrent en particulier que
I'inclusion de I'exon v10 dans les transcrits CD44 des cellules exprimant Tax s’accompagne d’un
changement d’affinité de substrat d’adhésion des cellules qui se traduit par une perte
d’adhésion a I'acide hyaluronique et un gain affinité pour le collagene IV. Ces résultats sont en
adéquation avec les propriétés de la glycoprotéine CD44v10 (Weimann et al., 2001). De facon
intéressante, le collagéne IV est un composant majeur de la barriere hémato-encéphalique
(BHE) (Xu et al., 2019). Les modifications d’épissage de CD44 par Tax pourraient donc participer
a modifier le tropisme des cellules T-CD4+ et favoriser leur adhésion a la BHE et contribuer a
I'invasion du systeme nerveux central par les cellules infectées. Supportant cette hypothése,
les niveaux d’expression du variant CD44v10 dans le sang des patients atteints de TSP/HAM
sont plus élevés que chez les donneurs (Matsuoka et al., 2000). Ce mécanisme pourrait étre
complémentaire des modifications d’expression des molécules d’adhésion déja montrées dans
le contexte de linfection, tels que la L-sélectine et Gem qui favorisent respectivement
I'adhésion aux cellules endothéliales (HUVEC) et la migration des cellules infectées (Tatewaki
et al., 1995)(Chevalier et al., 2014). Au total, nos données de RNA-seq Indiquent que 18 génes
impliqués dans I'adhésion cellulaire sont modulés dans leur épissage par Tax. L'étude des
domaines codés par ces exons régulés pourrait permettre de préciser les mécanismes de

modifications des propriétés d’adhésion générés par Tax dans les cellules infectées.

La sous unité NF-kB RelA régule I'épissage alternatif

Dans le cadre de |'activation de la voie NF-kB, les analyses a large échelle de la distribution
chromatinienne de la sous-unité RelA montrent que les régions ciblées par ce facteur sont pour
I'essentiel des régions exoniques et introniques (Borghini et al.,, 2018; Lim et al., 2007b;
Martone et al., 2003; Zhao et al., 2014). Nos données décrivent ici pour la premiére fois I'impact
fonctionnel de cet enrichissement intragénique de RelA sur la régulation de I'épissage

alternatif. Ainsi, outre la régulation quantitative de I'expression des genes, Rela via DDX17
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régule également la diversité du transcriptome en réponse a I'activation de la voie NF-kB. Nous
avons observé que certaines de ses modifications, tel que I'inclusion de v10 dans les transcrits
CD44, sont générées par |'exposition des cellules au TNF-a (non-montré), indiquant que ce
processus repose vraisemblablement sur un mécanisme physiologique que Tax exacerbe en
activant constitutivement la voie NF-kB. Ces données suggerent que la modification d’un
transcriptome, aussi immédiate que celle liée a la voie NF-kB, peut s’organiser autour un seul
et méme effecteur, RelA, présentant des facettes fonctionnelles multiples, telles que la
régulation de la transcription et de I'épissage alternatif. Il serait intéressant d’étudier les
possibilités de régulation de I'épissage alternatif par d’autres effecteurs transcriptionnels des
voies de signalisation cellulaires fréquemment retrouvées dérégulées au cours de l'infection,

comme dans d’autres cancers, telles que les voies MAPK, JAK-STAT et AKT.

Le groupe de Benjamin J. Blencowe a mis en évidence par des expériences de SPAR-Seq le role
d’autres facteurs de régulation de la transcription et de la chromatine, tels que Zfp871 et
Naccl, dans la régulation de |I'épissage alternatif (Han et al., 2017). Ces facteurs ont la capacité
de fixer '’ARN a des régions adjacentes aux exons cibles, et contrélent également I'expression
des facteurs d’épissage impliqués dans leur régulation (Han et al., 2017). L'activation de la voie
NF-kB par Tax n’influence pas significativement I'expression des génes codants les facteurs
d’épissage. En revanche en ce qui concerne la capacité des facteurs NF-xB a fixer '’ARN, des
études ont montré que RelA est capable d’interagir avec des ARNs long non codant qui régulent
I'activation de la voie NF-kB au niveau cytoplasmique (NKILA) comme au niveau nucléaire
(MALAT1) en empéchant la fixation de p65/RelA au niveau de la chromatine (Liu et al., 2015;
Mao et al., 2016). L'utilisation de méthodologies de précipitation de I’ARN telles que RIP-seq et
CLIP-seq permettrait de tester les capacités de RelA a fixer les ARN en cours de synthese et,
d’autre part d’identifier s’il existe des sites consensus de reconnaissance de ces ARN. Par
ailleurs, il serait intéressant d’identifier si les domaines de fixation a ’ARN de RELA sont distincts
de ceux engagés dans la fixation de I’ADN, ainsi il serait possible de découpler par mutagenése
dirigée les fonctions de RelA liées a la fixation de I’ARN et de I’ADN et de mieux caractériser

leurs roles respectifs dans la réponse inflammatoire et/ou I'infection a HTLV-1.
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DDX17 est recruté a la chromatine au coeur des génes pour réguler |'épissage alternatif

L’ARN hélicase DDX17 posséde des fonctions multiples dans le contrdle de I'expression des
génes. Outre ses fonctions de déroulement des structures secondaires ARN, qui ont été
montrées indispensables a la régulation de I'épissage alternatif (Honig et al., 2002b), DDX17 est
retrouvée recrutée a la chromatine au niveau de promoteurs ou elle contrdle l'activité
transcriptionnelle des genes (Algahtani et al.,, 2016; Dardenne et al., 2014). Nos résultats
montrent que le recrutement a la chromatine de DDX17 s’opére également au sein des genes
ou elle contrdle I'épissage. Le réle de DDX17 a la chromatine reste encore mal compris. Une
des fonctions de ces hélicases serait notamment de stabiliser le complexe de pré-initiation
transcriptionnelle a la chromatine (Lambert et al., 2018; Yao et al., 2010). Nos données vont
dans ce sens car nous avons pu observer que la déplétion des facteurs DDX5/17 par siRNA
aboutit a la perte de RelA a la chromatine des exons régulés. Néanmoins, nous ne pouvons pas
exclure que DDX5/17 puissent étre important pour I'import nucléaire de RelA comme suggéré

par une étude réalisée dans des cellules de glioblastomes (Wang et al., 2012).

Les hélicases DDX5/17 ont été montrées en interaction avec d’autres facteurs de transcription,
tels que c-myc et p53, dont la distribution chromatinienne concerne également
majoritairement des régions intragéniques (Cawley et al., 2004). Il serait intéressant d’étudier
si, comme RelA, ces facteurs peuvent jouer un réle d’ancre chromatinienne pour des facteurs
d’épissage et définir des profils d’épissage alternatif propres a leur fonctions pro- ou anti-

apoptotigues.
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Réle de RelA dans le contrble de la topologie de la chromatine et la régulation de I'épissage

alternatif

L’étude de la distribution du facteur NF-xB RelA au cours de I'activation chronique peut étre
étudiée sous différents angles. Jusqu’a présent nous avons abordé la question de la distribution
de RelA sans prendre en compte 'organisation tridimensionnelle de la chromatine (3D). En
effet, il a été montré que I'organisation tridimensionnelle de la chromatine dans des cellules
endothéliales primaires HUVEC pouvait expliquer en partie la distribution du facteur NF-kB
(Kolovos et al., 2016). Il est aujourd’hui bien établi que I'organisation de la chromatine dans
I'espace nucléaire influence I'expression des génes (Bertero et al., 2019; Fanucchi et al., 2013;
Papantonis et al., 2012). Le développement des technologies de Chromosome Conformation
Capture (3C) et d'hybridation in situ en fluorescence (FISH) a permis de démontrer que des
génes coordonnés dans leur transcription pouvaient étre retrouvés au sein de structures
transcriptionnellement actives appelées usines a transcription, ou factories. L'activation de la
transcription de geénes par le TNFa induit la formation d’une usine a transcription spécialisée,
appelée NF-kB factory, au sein de laquelle des génes sont regroupés et activés par les facteurs
NF-kB (Papantonis et al., 2012). Plus précisément, 10 minutes aprés une stimulation au TNFa,
les promoteurs des genes situés sur le chromosome 14 (SAMD4A et TNFAIP2) et un sur le
chromosome 11 (SLC6A5) s'associent de maniére séquentielle pour former un complexe
multigénique dépendant de NF-kB (Papantonis et al.,, 2010). L’analyse intégrative des
expériences de 3C, RNA FISH et TALEN (TALE Nucléase) démontre que la formation de ces NF-
kB factories est associée a la coordination de la régulation transcriptionnelle de SAMD4A,

TNFAIP2 et SLC6A5 (Fanucchi et al., 2013; Papantonis et al., 2010).

Ces données obtenues dans un modele d’activation physiologique de la voie NF-kB par le TNFa
posent la question du rble de la topologie de la chromatine dépendante de NF-kB dans un

contexte pathologique d’activation chronique de la voie NF-kB médiée par Tax.

Grace a des approches de 3C, nous avons étudié les effets de I'activation chronique de la voie
NF-kB médiée par Tax sur I"apparition des contacts entre les genes de réponse a NF-kB. Pour
cela, nous avons comparé 'apparition des contacts chromatiniens liées a I'activation de la voie

NF-kB dans le contexte physiologique (TNF-a) et un contexte d’activation chronique lié a Tax.
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Nos données préliminaires indiquent que sous |'expression de Tax les contacts chromatiniens
entre SAMD4A et GCHI1 augmentent et s"Taccompagnent d’une activation transcriptionnelle des
2 genes dans les cellules HEK293T (Figure 39), ce qui pourrait suggérer la mise en place de NF-
kB factories décrites pour ces genes lors de I'activation physiologique par TNF-a. En revanche,
Tax semble incapable d’induire des contacts entre SAMDA4A et TNFAIP2 et d’activer I’'expression
de TNFAIP2, comme décrit sous TNF-a (Fanucchi et al., 2013; Papantonis et al., 2010). Ces
données préliminaires suggeérent que I'activation chronique de la voie NF-kB par Tax aboutit a
des remaniements de la topologie de la chromatine et de I'expression des genes distincts de

ceux observés lors d’une activation physiologique.

Nous avons pu mettre en évidence grace a la technique de 3C que l'interaction connue entre
SAMD4A et GCH1 au sein de la NF-xB factory en condition physiologique d’activation n’était pas
induite lors d’une activation chronique de la voie NF-kB médiée par Tax. Afin de mettre en
évidence I'impact de I'activation chronique de la voie NF-kB médiée par Tax sur I'organisation
tridimensionnelle de la chromatine de maniére non biaisée et a large échelle, nous avons utilisé

la technique de Hi-C.
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Figure 39 : L'activation de la voie NF-kB par Tax permet de former des NF-kB factories

A. Etapes de la technologie 3C-PCR B. Détection d’un rapprochement spatial entre SAMD4A et GCH1
par la méthodologie 3C-PCR. Obtention d’un produit PCR (Interaction entre SAMD4A et GCH1) dans les
conditions 3C lors de I'activation de la voie NF-kB suite a une activation au TNFo et également en
présence de Tax. La boucle intragénique GAPDH décrite par Papantonis et al., (2010) constitue un
controle positif de 3C (Figure Annexe 2). Les amorces de PCR pour le contrble de charge d’ADN sont
situées entre les deux sites Hindlll (SAMD4A) (Figure Annexe 2). Quantification par RT-qPCR de
I'expression des genes SAMD4A et GCH1 dans des cellules exprimant ou non Tax. C. Interaction entre
SAMDA4A et TNFAIP2. Quantification par RT-gPCR de I'expression des genes SAMD4A et TNFAIP2 dans
des cellules exprimant ou non Tax. D. Modéle 3D proposé : L'activation de la voie NF-kB par Tax ne
permet pas le rapprochement entre SAMD4A, GCH1 et TNFAIP2 contrairement au TNFa.
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Nos données de Hi-C Tax vs Contrdle suggerent que I'activation constitutive de la voie NF-kB
est impliquée dans l'organisation 3D de la chromatine (Figure 40). La résolution de ces
expériences préliminaires de Hi-C n’était pas suffisante (40 kb) pour caractériser les
interactions de type intragéniques, il serait donc nécessaire de valider les contacts capturés par
Hi-C par la technologie de 3C pour ainsi établir et choisir un set de génes candidats. Des
expériences de 4C (Circular Chromosome Conformation Capture) sur les génes cibles choisis
devront ensuite pouvoir affiner la cartographie des contacts gene a gene (Figure Annexe 3). Les
techniques disponibles au laboratoire basées sur I'utilisation de la protéine Cas9 visant a
modifier la structure 3D (CLOuD9) ou a moduler la transcription (activation par Cas9-VPR ou
répression par Cas9-KRAB constituent des outils primordiaux afin d’affiner les potentiels
mécanismes de couplages entre la transcription et I'épissage des genes sous l'effet de

I'oncogene Tax (Figure Annexe 3).

Hi-C Tax vs controle
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Figure 40 : L'expression de I'oncoprotéine Tax module I'organisation tridimensionnelle de

chromatine.

Exemple de contact inter-chromosomique modulé par Tax (cercles noirs) mis en évidence par la
technique de Hi-C.
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Dans ce contexte, nous avons recherché par 3C si les contacts chromatiniens générés par RelA
pouvaient participer a la régulation de 'épissage alternatif. Mercer et al., ont déja montré que
les exons alternatifs sont plus souvent retrouvés a proximité de leur promoteur, suggérant un

réle de I'organisation 3D dans la régulation de |'épissage alternatif (Mercer et al., 2013).

Dans ce contexte, comme RelA a été identifié comme un acteur dans les contacts 3D gene-a-
gene (Fanucchi et al., 2013; Papantonis et al., 2010, 2012) et que les ARN hélicases DDX5 et
DDX17 ont été récemment associées au maintien des boucles de chromatines (Morgan et al.,
2017), nous avons recherché si les régulations d’épissage des transcrits du géne CD44 liés a
RelA et DDX17 sous 'expression de Tax engagent des modifications de la topologie de I’ADN.
Nos résultats préliminaires suggerent que, sous l'expression de Tax, l'enrichissement
chromatinien de RelA et de DDX17 au niveau de I'exon v10 réduit la fréquence des contacts
chromatiniens entre I’'exon v10 et le promoteur de CD44 (Figure 41). L'ouverture de cette
boucle chromatinienne semble étre dépendante de I'expression de DDX5/17 (Figure 41) et
coincide avec une augmentation de l'inclusion de I'exon variable v10 du géne CD44 (non
montré). Ces essais doivent étre répétés pour valider nos résultats. |l serait également
intéressant d’utiliser la stratégie CLOuD9 dérivée du CRISPR/Cas9 (Morgan et al., 2017) qui
permettrait de forcer le rapprochement de I'exon v10 du promoteur CD44 en présence de Tax
et d’établir s’il existe un lien direct et causal entre I'organisation tridimensionnelle de la

chromatine et la régulation de I'épissage alternatif.
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Figure 41 : L'activation de la voie NF-xkB médiée par Tax empéche la rencontre entre |'exon

CD44v10 et son promoteur

Rapprochement spatial entre le promoteur du gene CD44 et I'exon CD44v10 révélé par 3C-PCR. Le
contréle de charge est designé entre deux sites Pstl.

Dans ce contexte, il a été récemment montré I'existence d’usines a épissage, enrichies par les
facteurs d’épissage RBM20, qui sont associées a la co-régulation de la transcription et de
I'épissage des genes TTN, CACNA1C et CAMK2D (Bertero et al., 2019).Ces données sont en
accord avec un travail récent de Nojima et al. qui démontre que le spliceosome est retrouvé
associé aux sérines 5 phosphorylées de "’ARNPII (Nojima et al., 2018). Parmi les genes en
contact dans les cellules exprimant Tax, nous avons détecté un rapprochement entre les
promoteurs des genes RELA et NFKBIA, codant respectivement p65/RelA, acteur majeur de la
voie canonique NF-kB, et le facteur IkBa, responsable de la séquestration cytoplasmique de
p65/RelA et inhibiteur de la voie NF-kB. De facon intéressante, ces contacts chromatiniens
coincident avec une augmentation de la transcription du gene NFKBIA et une exclusion de

I’exon variable 6 de RELA codant pour un domaine fonctionnel d’interaction protéine-protéine
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et de fixation a I’ADN (Figure 42). Ces effets ne semblent pas étre retrouvés sous |'activation

par le TNF-a de la voie NF-kB (non montré). Ces résultats suggérent que la réorganisation des

contacts géne-a-géne par Tax pourrait perturber la transcription mais également |'épissage

alternatif. Les analyses futures devront confirmer ces données et disséquer les mécanismes et

I'impact fonctionnel de la rencontre de ces 2 génes NFKBIA et RELA sur le controle de la voie

NF-kB et les processus leucémogenes liés a Tax.
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Figure 42 : Tax induit la formation du complexe NFKBIA et RELA qui permet leur co-régulation

transcriptionnelle et post-transcriptionnelle

A. Interaction spatiale entre les genes NFKBIA et RelA induite par Tax. B Interaction entre NFKBIA et
RELA détectée par 3C-PCR. Le contréle de charge est designé entre deux sites Pstl C. Quantification
par RT-gPCR de I'expression du gene NFKBIA dans des cellules exprimant ou non Tax. D. RT-PCR exon
spécifique des exons 5 et 7 du gene RelA.
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Conclusion générale
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Mes travaux de thése montrent pour la premiere fois que, outre ses effets sur la transcription,
I'oncoprotéine Tax de HTLV-1 régule I'épissage alternatif de nombreux genes cellulaires
impligués dans le controle de la prolifération et de I'adhésion des cellules. En conséquence, ces
nouvelles propriétés de Tax pourraient contribuer a ces effets oncogenes. Par ailleurs, nous
démontrons qu’une grande partie des modifications d’épissage reliées a Tax reposent sur la
formation d’un complexe entre le facteur d’épissage DDX17 et le facteur transcriptionnel RelA.
Ces données redéfinissent RelA, non plus comme un régulateur de la transcription des genes
cibles de la voie NF-kB, mais comme un régulateur de I'expression des génes controlant a tous
les niveaux, quantitatifs et qualitatifs, le transcriptome dans un contexte inflammatoire. Ces
résultats s’inscrivent dans les travaux actuels revisitant la notion de régulateurs de I'expression
des génes, oU des protéines initialement restreintes aux fonctions de controle de la
transcription sont aujourd’hui retrouvées dans les mécanismes de maturation des ARN. Ce
nouveau degré de complexité, notamment concernant la voie de signalisation NF-kB, ouvre de
nouvelles perspectives pour comprendre les mécanismes qui gouvernent les pathologies
inflammatoires et le développement tumoral associés a HTLV-1, mais également d’autres

pathologies liées a 'activation constitutive de NF-kB.
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ANNEXES
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3C (Chromosome Conformation Capture) et HiC (highthrouput Chromosome
conformation capture)

Le 3C a été réalisé comme décrit précédemment par Dekker et al., (2002). La premiere étape
nécessite la fixation de 107 cellules en utilisant du formaldéhyde (Thermo Scientific) a
concentration finale 1% pendant 10 minutes a température ambiante. Les cellules sont ensuite
lysées 30 minutes sur glace (4°C). Les noyaux sont isolés puis resuspendus dans le tampon de
digestion (1 X FastDigest buffer, Thermo Scientific) et incubés avec les enzymes de restriction
choisies (Hindlll et Pstl FastDigest Thermo Scientific) pendant 16 heures a 37 °C. La ligation a
été effectuée dans un volume final de 7 ml en utilisant 800 unités T4 ADN ligase (Roche). Ce
mélange a été incubé pendant 16 heures a 16°C. Aprés une étape de reverse crosslink (16
heures a 65 ° C), I'ADN a été purifié par extraction au phénol/chloroforme (Figure Annexel).
L’ensemble des fragments linéaires d’ADN obtenus forme une librairie 3C contenant des
séquences hybrides de tous les produits de ligation du génome des régions proches dans
I'espace nucléaire in-vivo. Les librairies 3C ont été analysées par PCR classique en plagant des
amorces au niveau des sites de restriction des deux fragments chromatiniens ciblés (Figure
Annexel). Les conditions de PCR ont été ajustées de maniére a ce que les réactions se situent
dans la phase d'amplification linéaire en utilisant le kit Herculase fusion Il (Agilent).

Les librairies Hi-C ont été générées comme décrit précédemment par (Lieberman-Aiden et al.,

2009) et séquencées a la plateforme de Strasbourg.
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Figure Annexe 1 : Schéma de la technologie de Chromosome conformation capture 3C
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Figure Annexe 2 : Contréles de 3C utilisés (Figure 1 partie Discussion et Perspectives)
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Figure Annexe 3 : Liste des techniques d’étude de la chromatine citées dans le manuscrit

Techniques d'étude de la chromatine

CRISPR/Cas9
/ Délétion d'une séquence d'ADN ciblé
TALEN
dCas9 VPR Induction ou augmentation de I'expression d’un gene cible
dCas9 KRAB Répression de I'expression d’un gene cible
TALE Recrutement d'un facteur d'intérét sur une séquence d'ADN choisie
Technigue dérivée du systéme CRISPR
Recrutement de 2 dCas 9 (Aureus et Pyogenes) au niveau deux régions
Cloud9 - o . . .
distinctes pour induire un rapprochement physique de maniére ectopique
entre 2 régions d'ADN ciblées
Techniques d'étude de I'ARN
Etude quantitative (expression des génes) et qualitative (variants d’épissage
RNA-seq . :
alternatif) du transcriptome
Technique de microscopie permettant la visualisation d’une ou de plusieurs
RNA FISH . ) A
séquences d’ARN d’intéréts
Clip-seq Techniques permettant d’identifier les séquences d’ARN interagissant avec
RIP une ou plusieurs protéines d’intérét
SPAR-seq Etude & large échelle des protéines régulant I’ARN (ici I'épissage alternatif)
Techniques d'étude de I'ADN
DNAse seq
MNase-seq Identification des régions chromatiniennes ouvertes
ATAC-seq
Techniques permettant d’identifier la ou les régions d’ADN interagissant avec
ChlP-seq . A
les protéines d’intérét
DNA EISH Technigue de microscopie permettant la visualisation d’une ou de plusieurs

régions d’ADN d’intéréts

Techniques d'étude de I'organisation 3D de la chromatine « C »
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